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la- PREMESSA
1.1a- Meccanismi di comunicazione negli insetti

Le specie di insetti atalmente note sono il risultato di un lungo periodo
evolutivo nel quale molteplici fattori (ambientali, climatici, etc.) ne hanno
influenzato struttura e comportamento. Nel predetto processo i meccanismi di
interazione esistenti tra insetti e piante harswolto un ruolo determinante. Il
rapporto mutualistico tra mondo animale e vegetale consente ed assicura, a
guestoéul timi, i perpetuarsi di un gran
del | 6i ndi spensabil e tr aspoantisce, admimi, lgpo |l | i n
sopravvivenza e lo sviluppo per la maggior parte degli insetti. Alcuni fitofagi si
nutrono di una (monofagi) o poche piante (oligofagi), spesso appartenenti allo stesso
taxon, mentre altri possono cibarsi di molte specie vegetdifg@®. Si suppone che
le specie monofaghe ed oligofaghe selezionano la pianta ospite in seguito alla
percezione di miscele di sostanze volatili piu o meno specifiche, che inducono
| 6al i mentazi one e | Opolifagid &p di sosamze chimehe Ne g |
presenti nella pianta dovrebbe avere minor influenza e, se presenti, gli attrattivi
saranno generici e non specifici. La comunicazione sessuale € invece mediata da
miscele di sostanze, meno spesso da un singolo composto, -gpeaieche
(feromoni). Essi evocano risposte comportamentali su lunghe distéese
attivazione ed orientamento controvent o)

successivamente, inducono una serie di risposte a corto raggio (es. atterraggio, battito

alare,esi f | essi one del |l 6apice addominale e d
copul a. I n specie affini [ feromoni ses:
Negl i i nsetti fitofagi deve essere pr e s

feromoni sesuali e sostanze volatili presenti nella pianta ospite, effetti sia sulla
percezione che sul comportamento indotto da queste sostanze, essendo noto che
quelle di origine vegetale possono influenzare il rilascio del feromone sesSiiale.

esapodi comucano, al pari di tutti gli altri organismi viventi per le necessita



riguardanti il nutrimento, la protezione dagli agenti esterni, i messaggi sociali, la
dispersione della speciattraverso sostanze chimiche, oltre a stimoli visivi, tattili e
comportamerali (Law e Regnier, 1991 Negli insetti adulti la localizzazione della
pianta ospite e del sesso opposto gL
sensoriali. Gli stimoli olfattivi, visivi e sonori svolgono un ruolo preminente

nel | 6or i elingha distanze, mensraistimoli tattili e gustativi agiscono dopo

che é stato stabilito il contatto. Sebbene questi processi siano regolati dalla
complessa interazione tra i diversi stimoli, quelli chimici sembrano assumere un

ruolo di primaria importanzaln altre parole, il sistema di comunicazione piu

utilizzato e quello mediato da semiochimici, ossia sostammmiche segnale. La

sensibilit?” ol fattiva dell 6insetto ver s
per mett e I ri c onos valutare Na oconcedtemtione e dao r e 1
provenienza del segnale ol fattivo. ! S
influenzato da sti mol i esterni od intern

ricevente necessita di un opportuno mezzo disperdesni@ © acqua).Alla

percezione del segnale puo seguire una risposta immediata (effetto releaser) o
risposte fisiologiche che possono incidere su manifestazioni comportamentali (effetto
primer) (Tremblay e Rotundo, 1980)Le sostanze chimiche che agiscona d
messagger.i sono divise nelle due grandi
Al nt er sladrastich riduziooe.degli agrofarmaci di sintesi chimica (69% dei
formulati commerciali ritirati dal mercato) susseguente al Programma di revisione

delle ss.aa. in attuazione della Direttiva 91/414 CEE e la maggiore sensibilizzazione
del | opinione pubblica nei confront.i del
della ricerca a considerare ol uzi oni alternative all 6u
salvaguadia della difesa delle produziomigricole. Gli studi intrapresi, a livello

mondiale, sono risultati pertanto necessari anche per il maggiore rispetto verso

| 6ambi ent e, |l a sal vaguar di aln lkheaggeneraleut i | i 2

quindilatuté¢ a del |l ambiente e della salute de



ispirato lo sviluppo e la diffusione di strategie innovative ed ecosostenibili di
controllo, quali, | 6i mpiego in agricoltul

1.1.1a- Semiochimici

Il termine semichimici indica tutti i composti che intervengono nelle
interazioni tra gli organismi viventi, nei quali possono indurre modificazioni
soprattutto di carattere etologico, talvolta anche fisiologico o perfino anatomico
(Masutti e Zangheri, 2001). Sono comgp@dtivi a concentrazioni molto basses@&no
generalmente classificati in feromoni ed allelochimici (TAh.i primi agiscono a
|l ivell o intraspecifico e favorisgono | a
secondi, invece, hanno azione interspeci@icaediano la comunicazione tra specie e

regni diversi.

Tabellal.- Messaggeri chimici negli insetti (semiochimici)

Feromoni Allelochimici
(effetto intraspecifico) (effetto interspecifico)
sessuali allomoni

aggregazione
dispersione cairomoni
aggressione o allarm

traccia sinomoni

1.1.2a- Semiochimici intraspecifici

| semiochimici intraspecifici sono sostanzge favoriscono la comunicazione
tra individui appartenenti alla stessa specie, meglio note gwmik di feomoni. Il
termine di derivazione grecghlerein - trasporto +hormone - stimolo) venne

introdotto da Karlson e Butenandt (1959) per evitare confusione con gli ordrani.



sostanza feromonica pu0 agire in contemporanea da messaggero chimico
intraspecifico d interspecifico ed attrarre non solo il partner ma anche i suoi
parassitoidi o predatori, agendo in tal caso da cairon@men i Abl endo att
contraddistingue per composizione e concentrazione delle sostanze contenute ed e
strettamente specipedfico (Birch e Haynes, 1984Nel 1977 Shorey suddivise i
feromoni in funzione delle loro modalita di azione e, tra i piu comuni, ricordiamo
guelli di aggregazione, dispersione, aggressione, riconoscimento e, soprattutto, quelli
sessuali.

| feromoni sessuai regolano | 6accoppiament o, |
fase di localizzazione del partner, in cui agiscono attrattivi sessuali a distanza, ed un
successivo step di corteggiamento, in cui entrano in gioco specifici feromoni con
effetto ravvicinato.ll riconoscimento della specie € un processo molto importante,
poiché non sarebbe vantaggioso disperdere energie e tempo nel conseguire un
accoppiamento non conspecifico e, quindi, improduttivo. Pertanto, i segnali di
riconoscimento sessuale devono essere ait@mepecifici. Per evitare che |l
corteggiamento possa avvenire tra individui appartenenti allo stesso sesso, alcuni
insetti emettono anche feromoni di contatto. Questa efficace strategia di selezione €,
ad esempio, adottata dai maschi@lossinamorsitars Westwoodche, prima di
iniziare il corteggiamento, si toccano con i tarsi. Se il contatto avviene tra due maschi
si libera un feromone (astinone) che inibisce il corteggiamento (Birch e Haynes,
1984).

Da un punto di vista chimico i feromoni sessuali s@pesso miscele di
alcoli, aldeidi ed esteri, che possono essere sintetizzati dalle femmine, come avviene
nella maggior parte dei Lepidotteri notturni, o dai maschi, come si verifica, ad
esempio, irCeratitis capitatawiedemann, o coinvolgere entrambeissi, in un vero
e proprio fAcol |l oqui oBactrbcermoleagRossi) (Calinee ac c e
Maini, 1988).



| feromoni di aggregazione inducono individuonspecificiad affluire eda
concentrarsi nei pressi dellsorgente emettitriceNegli Scolitidi, ad esempio,
svol gono duplice funzi onnneassadiiindividgivsalo t o , I
stesso albero consente al coleottero, da una parte, di superare alcuni meccanismi di
di fesa del | a dpfavariret & i a c d ss¢ssi 6 quindaeciesce le
probabilita di accoppiament&i@.l J) Birch e Haynes, 1984

I feromoni di di spersi one, al contr
conseguenza la competizione intraspecifiddirch e Haynes, 1984 tra i
maggiormente studiati ricordiama@uelo della mosca americana delle mele
Rhagoletis pomonellgvalsh Il dittero, in seguitcall 6 o v i d e,pnarsail fauitoo n e
con un feromone al fine di mpedire ad altre femmine |
riducendoin tal modq la competizione trée futurelarve perl substrato alimentare
(Fig. I N).

| feromoni di aggressione o di allarme innescano la fuga ed altri
comportamenti di difesaMasutti e Zangheri, 2001 Negli Afidi sonoemessi dai
sifoni dorsali ednducono fenomeni di dispersione, mentregli Imenotteri sociali
sonoemessi da ghiandole poste in corrispondenza del pungigkohé&duoono il
raggruppamento degli individui ed il manifestarsi di fenomeni di aggressivita.
| feromoni traccissonomolto comuni tra gli insetti sociali, specialnte tra formiche
e termiti, che li utilizzano soprattutto per marcare itinerari di foraggiamento o
durante il trasferimento della colonia ad una nuova sBaeh(e Haynes, 1984 A
differenza dei feromoni di allarme, che si diffondono rapidamente e cetedaa
velocita evaporano, quelli traccia sono piu stabili echdsaggio persiste per un
tempo maggiore

1.1.3a- Semiochimici interspecifici

| semiochimici interspecifici, noti con il termine dillelochimici, sono

messaggeri chimici che consemdola comunicazione tra specie e regni diversi



(vegetale ed animale) e comprend@tiomoni, cairomoni, sinomoni, apneumoni ed
antiferomoni.

Gli allomoni sono sostanze chimichd tipo difensivo, piu o0 meno volatili,
che soll ecitano tled&pgetid @ vahtaggicadnguelta eemittbrite a |
(Trembl ay, 1999) come i secret.i del | e ci
feromone di allarme di alcune specie di formiche schiavistd=@@sica subintegra
Emery eF. pergandeEmery) utilizzato pemettere in fuga dai loro nidi le operaie e
rapirne larve e pupe (Regnier e Wilson, 1971) ed il secreto repellente che utilizzano
alcuni Imenotteri Vespoidei al fine di impedire alle formiche di saccheggiare |l
proprio nido (Jeanne, 1970; Pardi e Turiliazf85).

I cairomoni sono compost.i vol atili f
segnale, come ad esempio quelli emessi dalle piante e che risultano attrattivi per i
fitofagi, la melata degli afidi che attira le crisogeg; | L), gli odori presenti glle
uova che richiamano i parassitoidi oofagig | K) (Celli e Maini, 1988). Tra questi
ul t i mi S i pu, annoverare | 6acido eptanoi
patata Phthorimaea operculellaZeller, ed utlizzato dal suo parassitoide,
| 6 | atieraOrgilus lepidusMuesebeck, per localizzarla nelle gallerie scavate nei
tuberi (Hendryet al., 1973).

I sinomoni sono sostanze volatild]| ut
ri cevent e; esempi sono | 6odorle(vantaggies so da
per | a pianta: fecondazione incr oFgi at a;

| B) (Celli e Maini, 1988.) ed i composti volatili rilasciati da piante infestate che
attirano i nemici naturali dei fitofagi. Foglie di pomoddrycopesicon lycopersicum
(L.) Karstenex. Farwe fagiolo Phaseolus lunatu&., rispettivamente infestate da
Liriomyza bryoniagKaltenbach) d.. sativae(Blanchard), attirano rispettivamente i
Braconidi Dacnusa sibiricaTelenga (Dicke e Minkenberg, 1991)Gpius dissitus
Muesebeck (Petigt al, 1992).



Gli apneumoni sono emessi da sostanze non viventi e svolgono funzione di
messaggeri in specie sociali predatici o parassitoidi (Nordlund e Lewis, 1976).

Gl i antiferomoni, I nfine, olRraemto sost
riproduttivo, in quanto sono in grado di inibire i maschi eterospecifici; anche in
guesto caso una sostanza pu, assumere

ricevente.



Figural.- Differenti ruoli dei semiochimici negli insetti (da Hagetsl.,
1984)

1C



Figural (didascalie)
A - Sfingide che si nutre di nettare.

B - Ape che sta visitando un fiore. Il fiore emette composti volatigmon), responsabili
del |l 6attrazione del pronubo.

C - Nettari extrafiorali: si tratta di un esempio di cokwzione tra insetti e piante. | nettéri
emettono sostanze volatisitomon) che attirano e ricompensano predatori e parassitoidi,
che proteggono la pianta dagli attacchi dei fitofagi.

D - Danaus plexippud..: gli stadi larvali, nutrendosi di Euphorbiese, accumulano
cardenolidi @llomonj), sostanze repellenti che verranno trasferite agli stadi seguenti di pupe
e adulti, preservandole dai potenziali predatori.

E - Anthonomussp. attratto dagli oli essenzialtigiromon) emessi da piante di cotone. |l
fatto che illl del Curculionide sia costretto a nutrirsi della pianta di cotone per attirare le
| |, suggerisce la possibilita che uno o piu costituenti della pianta vengano convertiti in
feromoni sessuali

F - Saturnidel che attira unll utilizzando unferomone sessualehe si origina da un
idrocarburo volatile emesso dalla pianta ospite.

G-Ortottero nell éatto di ovideporre. Léovi de
rigogliosa e ricca di azoto.

H - Pseudorhyssa sternatislerril: ovidepone sfrttando il foro gia praticato d&hyssa
persuasorial. per paralizzare ed ovideporre su una larva di Siricide, individuandolo grazie a
sostanze volatili prodotte da un fungo simbionte del Siricide ed altre rilasciat. da
persuasorid ur ant e | Bbeovi deposi zi o

| - Anche le radici emettono composéllbmon) che agiscono da deterrenti per gli insetti
che vivono nel suolo.

J-1 terpeni vol atil i emessi dall a pianta att
che, una volta penetrati nel tronco uh pino, emettonderomoni di aggregazioneche

attirano altrill I el | fino a che non viene raggiunta una certa densita. A quel punto, per
evitare un sovraffollamento che sarebbe fatale, alcuni dei componenti della miscela fungono

da deterrentigllomoni), impedendo ad altri Scolitidi di colonizzare lo stesso sulostrat

K-Ovatura di una farfall a. Al cune scaglie de!
liberando idrocarburi dairomon), che vengono utilizzati dai parassitoidi oofagi per
localizzare il proprio ospite. Durante la ricerca, i tricogrammit&fno anche i composti

(cairomon) emessi dalle feci delle larve e dalle aree fogliari erose.
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L - Chrysoperla carnedtephens localizza la melata degli afidi, di cui si nutre, grazie ai
composti €airomon) in essa contenuti.

M - Colonia di afidi su un#oglia, attratti dagli zuccheri di cui é ricca la pianta.

N-Dittero Tefritide nell éatto di ovideporre.
il frutto con un feromone, che funge da deterrente per le hltredella sua specie e

contemporaneaméndacairomong s egnal ando | a presenza del |l 0

2.1a- Interazioni piantainsetto

Le piante rilasciano una moltitudine di caratteristici composti volatili che
possono essere di ausilio ai fitofagi nella localizzazione dellssate ll
riconoscimento della pianta da parte di un insetto € mediato dalla presenza di
determinati composti, molto spesso generici, dalla loro concentrazione e dai precisi
rapporti tra le diverse sostanze. La sensibilita olfattiva degli insetti fitofagi si

comunque evolutal fine di percepire alcune delle sostanze volatili della pianta. Il

ruol o di guest. odor i consiste nell dor i
| 6al i mentazione e | 6ovideposi zione.
Léinsetto valuta conprouvameeneéei | daliln

circostante ed in funzione modula i suoi comportamenti. La scelta della pianta ospite
avviene, attraverso la ricezione di informazioni esterne, in diversi stadi:
orientamento, atterraggio, esplorazione, alimentazione ed ovidepesi
(Schoonhoven, 1968; Visser, 1983). In ogni fase relativa alla selezione della pianta
ospite, |l a composi zione della miscela o
variazioni, solo in prossimita della pianta il blend si stabilizza assumendo un
carattere definito.

Gli odori emessi dalle piante si dividono in generali e specifici. | primi si
originano per biosintesi con produzione di alcoli, aldeidi e derivati di acidi grassi
insaturi (odori generali della foglia) (Visser, 1979); per fermentaziopedsottenere

etanolo ed etilacetato e per polimerizzazione isopentilpirofosfato e terpeni (Luckner,
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1972). | derivati della fermentazione attraggono varie spedxatiophila(Hoffman

e Parsons, 1984) ed alcune specie di Scolitidi, Cerambicidi e Qleladitgomery e

Wargo, 1983). | terpeni ed i derivati presenti nelle resine delle conifere attraggono un

gran numero di insetti dannosi alle foreste ma anche viventi a carico delle
Angiosperme; cio indica che tali composti sono diffusi in quasi tutte teepialcoli,

al dei di e derivati dell a foglia hanno at
dell a foglia verdeo (GLVs), hanno mani fe
insetti, tra i qualiLeptinotarsa decemlineat®ay), Psila rosaeFalricius, Rhagoletis
pomonellaWalsh, Mamestra brassicaé., Anthonomus grandiBoheman Ceratitis

capitata Wiedemann, Cydia pomonella(L.), Plutella xilostella L. (Reddy e

Guerriero, 2000).

Gli odori specifici derivano dalla scissione di prodotti secondialta pianta.

Dai glucosinolati (contenuti nelle Crucifere ed altre famiglie minori) si forma
isotiocianato (p.a. di alcuni formulati chimici preposti alla disinfestazione del
terreno) (Finch, 1980; Luckner, 1972), dallgp®penilcisteina (cipolla) i stlri

(Luckner, 1972) e dalla prunasimargnus padud..) la benzaldeide (Luckner, 1972;
Petterson, 1970). In particolare i glucosinolati in presenza di acqua €| 6 enz i ma
endogenamirosinasi, si idrolizzano originando composti biologicamente attivi quali
isotiocianati, nitrili, epitonitrili e tiocianati (Fahest al, 2001).

Gl i odor i possono avere affetto anch
Drosophila melanogastdyleigen sono attratte dalla medesima sostanza (Rodrigues,
1980). Le larve diDelia aniqua Meigen sono attirate da un ampio gruppo di
sostanze solforategli adulti da un numero piu limitato delle stesse sostanze
(Matsumoto e Thorsteinson, 1968; Soni e Finch, 1979).

Le sostanze chimiche vegetali attive sugli insetti, in base alle rispokitta,
permettono la differenziazione delle piante in attrattive e repellenti. In genere, le
sostanze prodotte dalle piante agiscono da cairomoni, sinomoni ed allomoni. Tra le

piante arboree attrattive per gli insetbno da ricordarée specie apparteng al

13



genereQuercusL.. Le foglie emettono K)-2-esenale, che stimola le femmine di
Antherea polyphemu€ramer ad emettere il loro attrattivo sessuale (Riddiford,
1967).

Diverse cultivar di melo e pero contengonolnéle p i tfarmeseme, che
attira le giovani larve dCydia pomonelld.. (Sutherland e Hutchins, 1973) e stimola
| 6ovi deposi zione nelle femmine adulte.
mat uri di mel o e pero  (2§4Zp24aecadienvaio t r e,
quale sostanza ad elevata attivita cairomonale (Léghal, 2001). Tale sostanza,
comunemente definita Aodore di per ao, ol
specifica, si € dimostrata attrattiva sia per gli adulti chidgpkarve di carpocaps&(
pomonelld (Knight e Light, 2001). Il cotone emette cariofillene che, attirando gli
adulti del predator€hrysopa carneaStephens, si comporta da sinomone (Rt

al., 1979).

L6ol i o estr aAcora cabmusl centieneaatcuncprincipi attivi
in grado di attrarreliversi insetti (Jacobsoet al. |, 1976) ; | -asarpnar t i co
attira il maschi o della mosca orientale
della mosca del melon®écus cucurbitaegCoquillet ) e | éasaril al dei o

la femmina della mosca mediterranea della fruffa ¢apitatg. Molte piante
emettono fenilacetaldeide, che attrae parecchi insetti fr&podoptera frugiperda
Smith eOstrinia nubilalisHibner (Cantelo e Jacobson, 1979)

Le piante repellenti, producendo sostanze ad azione sgradevole, realizzano un
effetto del tipo insettifugo o antiovideponente. Foglie e fiorTdgetes minutd..
contengonok)-5-ocimenone, repellente sulle larveAkdes aegypti. (Maradufuet
al., 1978). La presenza di linalolo ad alte concentrazioni evita la deposizione di uova
da parte del dittero tropicalenastrepha suspenda in pompelmi acerbi ed arance.

Il pomodoro e la cipolla hanno rispettivamente effetto repellentiexis brassicae

L. e Psila rosaeFabricius(Tremblay, 1982).
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2.1.1a- Metaboliti secondari delle piante e loro ruolo nella comunicazione

Le piante danneggiate meccanicamente o da un insetto producono composti
chimici volatili diversi per quantita e qualita da quelli pradadf piante integre. |
composti emessi sembrano essere legati al fitofago (specie, stadio di sviluppo) ed alla
pianta (specie, genotipo, etd), sebbene anche gli stress ambientali possano
determinare variazioni nella composizione delle sostanze coinwllteeccanismo
di difesa indiretta, in quanto in grado di attirare predatori e parassitoidi e indurre
risposte di difesa nelle piante sane in prossimita di quelle infestate influenzando cosi
il comportamento dei fitofagi. Le piante di grano non infestatefid, per esempio,
attirano tali emitteri, mentre quelle gia attaccate rilasciano una miscela di composti
ad azione repellente verso altri afidi (Quirez al, 1997). Oltre a rendere un
substrato vegetale appetibile o repellente per un fitofago, larsmsemesse dalla
pianta, in seguito ad un danno provocato da un insetto, possono interferire nelle
interazioni tra piante e terzo livello trofico, consentendo ai parassitoidi ed ai
predatori di distinguere le piante infestate da quelle indenni. E staiguardo
dimostrato che piante di mais e cotone infestate da larve di lepidotteri rilasciano
composti che attirano i parassitoidi (Tumlins@t al, 1993). Piante anche
appartenenti a famiglie vegetali differenti possono emettere miscele chimiche simili;
ci0 permette di ipotizzare che, nel corso delle infestazioni, siano attivate vie
biosintetiche comuni e che i prodotti possano essere percepiti da un ampio spettro di
entomofagi. La capacita di questi ultimi di distinguere i segnali emessi dalle piante
daquel | i comunemente presenti nel |l 6ambi en
fitofagi emettono composti chimici che sono chiaramente distinguibili da quelli
diffusi in risposta ad altri tipi di danno o da quelli rilasciati da piante non lese. La
capacié del vegetale di differenziare le proprie emissioni in seguito al tipo di danno
sub3to potrebbe essere l egata alla pres
nutrizione dell dinsetto, assenti guando
Tumlinsa, 1999).



2.1.2a- Composti volatili emessi dalle piante in seguito ad un danno

Le piante sono caratterizzate dalla presenza di metaboliti volatili emessi dalla

superficie fogliare e/ o da siti speci fic

sostanze si accumulano. Queste riserve chimiche costitutive, rappresentate spesso da
monoterpeni, sesquiterpeni e composti aromatici (Fig. 1), sono compartimentalizzate

i n quantit?’ considerevol i all i nterno

tricomi (Paré e Tumlinson, 1997a).

Carbon Dioxide
fatty acid/ Green Leaf
Acetyl Co- A fattyacid/
Calvin cycle etyl Co-enzyme lipoxygenase Volatiles
i pathway
Glucose JQWWS’:S Glycerald-3-P Hacm/ O™
+ Pyruvate 0
pentose phosphate hexenyl acetate
or glycolysis alt 1ep mevalonate
pathway F pathway
Erythrose- 1
phosphate Isopentenyl Pyrophosphate —— Homoterpenes
shikimic acid/ / \ N
tryptophan pathway dimethyk
Indole-3-glycerol-P Monoterpenes Sesquiterpenes l| nonatriene
tryptophan or non- OH
, tryptohan pathway Z e
= | y
CD L)
N | ]
Indole ocimene linalool farnesene  caryophyllene

Figura Il.- Vie biosintetiche che conducono al rilascio nelle piante dei composti

volatili (daParé e Tumlinson, 1999).

Léoindol o rappresenta il precur sor e

contenenti azoto e sifora a p ar t i-3-gicerd-todfatodaitraverso llaovia
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bi osintetica del | étaat i1990). Sm d isesduiterpenicahe i( Fr e

monoterpeni sono sintetizzat.i a partire

sesquiterpeni avviene nelitesol attraverso la via del mevalonato, mentre i

monoterpeni sono sintetizzati a livello dei plastidi attraverso una via altercatgva

coinvolge la gliceraldeid8-fosfato ed il piruvato (Lichtenthaleet al, 1997).

L6 o mot ey &dmetil-1,3,#nonatriene si forma a partire dal farnesil

pirofosfato, attraverso una serie di reazioni enzimatiche che portano

complessivamente alla perdita di unita a quattro atomi di carbonio (Donath e Boland,

1994) . I Agr een l eaf vol aderesat ai ddlolrd

l i nol eni co, o v-ireperossilimbkericb, 6chec viedeo scissd3 in due

frammenti, rispettivamente di 12 e di 6 atomi di carbonio. Dal frammento a 6 atomi

di carbonio (3esanale) derivano, attraverso numerosi riarrangiamentgda serie

di composti denomidmat.i Agreen | eaf vol at
Oltre a queste riserve, € presente un altro insieme di composti, noti come

Agr-eeaf volatil eso, che include alcoli S

aldeidi ed esteri, prodotti attrarso la rottura dei lipidi di membrana (Fig. Il) e

rilasciati dalla foglia in seguito ad un danno meccarilodanno causato dai fitofagi

attraverso | éattivit™ di nutrizione prov

il rilascio di numerosi comosti chimici volatili, che rendono i profili gas

cromatografici di queste piante differenti da quelli di piante indenni o che hanno

subito un danno meccanico. Nel cotone, ad esempio, la rottura di particolari strutture

presenti nelle foglie genera il rdaio dei terpeni immagazzinati ed aumenta

| 6emi ssione dei composti prodott.i attra

Mentre il rilascio di questi metaboliti risulta strettamente correlato al danno arrecato

dal |l 6i nsetto aketlag 19 b)g,l i Bné diri sotpinsiemen di

terpeni -0ti mehai odsamesene, nbnatriene, tridecatetraene),

del | 6i ndol o (un composto casenileamgolata azot

prevalentemente dal fotoperiodo, con bassi livelli duranteotéere livelli elevati
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durante il periodo di massi ma fotosinte:
possa i ncr e me n tAleuninricercdtod €Pané « sTunolimsen, 1997b)
sostengono che i composti rilasciati in quantita maggiore durante ihogior
soprattutto conseguent ement e al danno
immagazzinati nella pianta ma sintetizzati nuovamente, seguendo vie biosintetiche

che risultano connesse strettamente al processo fotosintepedodo di tempo che

intercorret a | 6i ni zi o del danno ed il mo me nt
ad essere emessi, conferma | 6i potesi che
reazi oni bi ochi miche, che include anche
proteinee/d 6atti vazione di enzi mi
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2a- CAPITOLO |

RIASSUNTO

Dryocosmus kuriphiluse uno dei principali fitofagi perCastaneaspp.
Indagini comportamentali, chimiche ed elettrofisiologiche sono state eseguite al fine
di determinare il ruolo dei volatid el | a pi anta nella | ocal.i
parte del cinipide telitocoBiosaggi in olfattometro ad Y hanno mostrato che gli
adulti sono significativamente attratti da materiatgetale diC. satvad opo undéor a
dal loro lesionamentdGli odori emesi dapiantine, rametti intatti e rametti con un
danno meccanico recente non sono risulddtrattivi Il materiale vegetale della
pianta non ospitePrunus laurocerasuaun déazi one r epelStnent e s
stati identificati quattordici componentprincipalmente green leaf volatiles, nello
spazio di testa della pita ospite tramite gag@matografia abbinata a spettrometria
di massaTutte le sostanze stimolano risposte Edézedipendenti negli adulti.

Una miscela sintetica comprendent&titu composti identificati negli stessi
rapporti che si ritrovano nella pianta ospite induce risposte significativamente
positive nei biosaggi in olfattometro ad W.presente studio fornisce informazioni
preliminari pe r idehtiicazione degli attrattivi dedl pianta ospite diD. kuriphilus
che potrebbecontribuire a svilupparein sistema di controllo e di monitoraggio
basabs ul | utilizzo di semiochi mici

ABSTRACT

Dryocosmus kuriphilusis one of the most damaging pests ©&staneaspp.
Behavioral, chemicaland electrophysiological investigations were employed to
examine the role of plant volatiles for host location by this thelytokuos cynipid. Y
tube olfactometer bioassays showed that adult wasps are significantly attra€ted by
sativatwigs with at least -hr-old mechanical damage. Odors of undamaged host
seedlings, intact twigs, and twigs with a fresh mechanical damage were not
attractive. Wasps were repelled by plant materials of the-hosh Prunus
laurocerasus Fourteen compounds, mainly general greeaf |volatiles, were
identified in the headpace of attractive host plant twigs by gas chromatography
coupled to mass spectrometry. All compounds elicited -dependent antennal
responses in adult wasps. A synthetic blend comprising all identified comipaun

the same ratio as in the attractive host source induced significant positive responses
in Y-tube olfactometer bioassays. The study gives a basis for future identification of
host plant attractants that could contribute to semiochefasdd monitong and
management practices of this pest.
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2.2a- Introduzione

Molte sostanze volatili emesse dalle piante sono utilizzate dagli insetti
fitofagi come messaggeri chimici (semiochimici) per localizzare i siti di
alimentazione, di accoppiamento e di ovidepose (Visser, 1986; Agelopulost
al., 1999).Diversi studi suggeriscono, inoltre, che la localizzazione di tali substrati e
spesso mediata da miscele di sostanze secondo rapporti ben definiti e caratteristici
della pianta ospite (Bruceet al, 2005). L i@entificazione dei semiochimici
interspecifici coinvolti nelle interazioni tra fitofagi e piante ospiti riveste non solo
interesse ecologico ma anche pratico; sostanze in grado di modificare il
comportamento degli insetti, infatti, sono potenzialmentézzdibili per la messa a
punto di strategie innovative ed ecosostenibili di controllo.

Dryocosmus kuriphilugasumatsy 1951 (Hymenoptera, Cynipidae) e tra i
principali fitofagi diCastaneaspp. (Abeet al, 2007)e risulta attualmente diffuso nei
principali areali di coltivazione del castagno in Italiza specie € monovoltina e
caratterizzata da partenogenesi telitoca (2hal, 2007).L6ef f i caci a del
chimico del fitofago e limitata dallo sviluppo endofitico degli stadi preimmaginali,
dal rudo di serbatoio di infestazione svolto dai castagneti cedui, spesso presenti in
prossimit”™ di qguel | i da frutto, e dai pr
piante di el evate di mensioni e/ o wubicat
attrativi specifici per D. kuriphilus potrebbe fornire un valido strumento di
monitoraggio da utilizzare per programmangerventitempestivi di lotta A tal fine
l a ricerca di semi ochi mici coinvol ti nel
un ruolo d primaria importanza, in quanto lo sviluppo partenogenetico della specie
esclude | 6esi st enz ale thteraziom trafciaipiddo galkligere e s e s s L
piante ospiti sono caratterizzate da un elevato grado di specificita (Romquist
Lilieblad, 2001;Stoneet al, 2002).Le comunita di cinipidi che vivono sulle diverse
specie del generQuercusvariano in modo significativo con le caratteristiche

chimiche della pianta ospite (Abrahamsziral, 2003).Le diverse fasi del processo
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di formazione della @la sono controllate dalle secrezioni larvali (Stone
Schonrogge, 200t t r averso | e qual:i i cinipidi I
fine di renderli piu idonei a soddisfare i propri fabbisogni nutritidi rotezione dai
vari antagonistiAllison e Schultz, 2005)I cinipidi galligeni depongono le uova in
speci fici tessut i del | 6ospite ed in un
undel evata capacit”™ di selezionare il s u
svolto dai composti Jatili della pianta ospite € ancora poco noto.

In Antistrophus rufusGillette (Hymenoptera, Cynipidae), specie a sessi
distinti, & stato dimostrato che il processo di maturazione della galla porta alla
formazione di specifici composti volatili che sondlimiati dal maschio proterandro
per localizzare il sito di emergenza della femm{faoker et al, 2002; Tooker e
Hanks, 2004)In saggi olfattometrici, una miscela glinene, {)-camphene;pinene
e (+}limonene é risultata attrattiva verso femmine opilgenti della stessa specie,
indicando un loro probabile coinvolgimento nella localizzazione del sito di
ovideposizione (Tookeet al, 2005).Saggi elettro antennografici hanno dimostrato
che il sistema olfattivo degli adulti @. kuriphiluse ingradod per cepi r e un:t
varieta di composti volatili (Germinakt al, 2009a) emessi dalle foglie @astanea
sativaMiller (Rotundoet al, 1987).

Il presente studio e staiindirizzato ad una migliore comprensione del ruolo
dei composti volatili nelle intazioni traD. kuriphiluse C. sativa

2.21a- Il Cinipide del castagnmrigine e diffusione

Il Cinipide galligeno del castagno € specie infeudat&astaneaspp.,
segnalata in ltalia sia su castagno europeo (selvatico od innestato), sia su ibridi
eurogiapponesi. La specie e originaria della Cina ed e stata poi introdotta
accidentalmente in Giappone (1951), Corea (1958), Stati Uniti (Georgia, £974)
Nepal (1999) (Abeet al, 2007), successivamente anche in Nord Italia (Brussino

al., 2002) e nelentro Italia (Paparatti e Speranza, 2005) (Fig.
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Figuralll .- Distribuzione mondiale dD. kuriphilus

Dall a prima segnalazione in unéhrea p
a., 2004), |1 6l menottero si  giodcabtdnicadeo c on
dell a penisol a. La diffusione dell 6inset

(diffusione attiva) oppure tramite gli scambi commerciali di materiale di
propagazione (marze ed innesti) Semhdestat
dubbio |l a via di diffusione pi% comune e
del cinipide in aree esenti, anche a lunghe distanze (Rieske, 2007).nt r odu zi on
insetti esotici causa in genere notevoli problemi per la difesa delle pittateate a
causa del |l assenza dei l i mitatoriet natur

al., 2009; situazione resa ancora piu grave dalla mancanza di ss.aa. registrate.

2.2.2a- Tassonomia e Morfologia

D. kuriphilus € un Imenottero appartente alla famiglia CynipidaelLa
famiglia prende il nome dal latino tardeiniphgn), derivato dal grecskniphes
plurale disknipsii nsett o roditor e 0,skniptein8 pan gerl & ,a

pizzicareo (di eti mol ogiasknipsknipsgusao)nel Pi %
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senso di formica oppure di bruco che infesta le piddrtggssembra possa derivare
daknag= grattare, grattugiare, raschiare, solleticare.

La posizione tassonomica e la seguente:

Ordine Hymenoptera
Sottordine Apocrita

Superfamiglia Cynipoidea

Famiglia Cynipidae

Genere Dryocosmus

Specie Dryocosmus kuriphilus

D. kuriphilusdurante il suo ciclo di sviluppo attraversa 4 stadi (uovo, larva,
pupa ed adulto).

2.2.3-Uovo

Le uova, ialine e piriformi, sono prowviste dn lungo peduncolo e sono
di sposte in gruppo in prossimit”™ dell éap
30-40 giorni dopo la deposizione si ha il completamento dello sviluppo embrionale e,
con la schiusura, il passaggio allo stadio larvale. | sdgnfori di ovideposizione
sulle gemme tendono a scomparire nel corso dell'estate, e le relative osservazioni,
pur se accurate, non lasciano supporre la presenza delle prime eta larvali al loro

interno.

2.2.4- Larva

Le larve apode ed anoftalme aaturita si presentano di colore bianco e

raggiungono la lunghezza di circa 2,5 mhbe larve sono caratterizzate da uno

23



sviluppo molto | ento, svernano all déinter

alterazioni evidenti (infestazione asintomatica)

2.2.5a- Pupa

Le pupe, della lunghezaamedia di2,5 mm, si presentano di colore bianco

nelle prime fasi di sviluppo e bruno sow nere a maturita.

2.2.@- Adulto

Le femmine, lunghe circa 250 mm, presentano una colorazione nera a
carico del toace e dell'addome, gli arti color ocra (ad eccezione dell'ultimo segmento
tarsale bruno scuro), le antenne composte da 14 segmenti (di cui i primi tre ocracei,
mentre i successivi di colore bruno progressivamente piu scuro verso l'apice
antennale), le alianteriori con nervature poco evidenti. L'addome, grande e
tondeggiante, € provvisto di un ovopositore filiforme tramite cui le femmine
inseriscono le uova all'interno delle gemme.

In fase di riposo la terebra e scarsamente visibile in quatrattaall'interno

dell'laddome.

2.2.7a- Biologia e comportamento

La formazione di cecidi o galle, escrescenze ben localizzate e determinate,
costituite da tessuti di natura ipertrofica o iperplastica, che si sviluppano in un organo
vegetale come reazione patgica allo stimolo esercitatovi da un elemento parassita,

il quale se ne serve come dimora durante il periodo di sviluppo, traendone anche
alimenta

D. kuriphilusé una specie monofaga che presenta una sola generazione annua
ed e caratterizzata da una fardi riproduzione a partenogenesi telitoca: i maschi,

quindi, risultano assenti e dalle uova emergono solo femmine.

24



Le femmine fuoriescono dalle galle (fine giugno inizio luglio) gia
sessual mente mature e pronte aaogemnmorr e
Ciascuna femmina puo deporre dalle 100 alle 150 upea, cui il potenziale
riproduttivo di questa specie risulta molto elevato

Dopo circa 40 giorni dalla deposizione delle uova si ha la schiusura. In
primavera si manifestano le galle, dapprimiacolore verde e successivamente
rossastro, che si sviluppano ifl4 giorni ed hanno un diametro variabile da 0,5 a 2
3 cm.Queste, a seconda delle dimensioni, possono ospitare da 1 ad 8 cellette al cui
interno si sviluppa la larva che attraversa le sasive eta che la portano a
maturazione.

A volte le galle sono confinate sulle foglie lungo la nervatura centrale, ma
spesso la loro formazione puo interessare i germogli, inglobando una parte delle
giovani foglie e delle infiorescenze, causando il blogetho sviluppo vegetativo dei
getti colpiti ed una riduzione della fruttificazione del®6 (anche se si possono
registrare variazioni notevoli in funzione della cultivar considerata) per la mancata
produzione dei fiori femminili e degli amenti maschilie galle formatesi sui
ger mogl i di sseccano progressivamente nel
persistere sugli alberi anche negli anni successivi.

Il decorso del ciclo biologico € influenzato da fattori climatici, legati ad
esempiotadi dal ed all desposi zione degl i [
vegetativa delle varieta coltivate.

| Cynipidaecostituiscono una famiglia di Imenotteri i cui membri provocano,

a carico delle piante, la formazione di cecidi o galle, escrescenz®dmizzate e
determinate, costituite da tessuti di natura ipertrofica o iperplastica, che si sviluppano
in un organo vegetale come reazione patologica allo stimolo esercitatovi da un
elemento parassita, il quale se ne serve come dimora durante ilopérisdluppo,

traendone anche alimento.



2.2.8a- Il castagno: generalita e inquadramento sistematico

! castagno appartiene al | 060oCastaneae Fag:
edilnome s peativof ifcao riii f eri ment o adgettofdhtt o ¢
coltivazione. Questa specie comprende una dozzina di specie arbustive ed arboree:
gueste ultime hanno il fusto prevalentemente ramificato a breve altezza e chioma
globosa; le foglie sono semplici, decidue, grandi, allungate, dentate, stimalate,
picciolo molto corto; i rami dell danno s
le specie hanno ramificazione simpodiale; le gemme laterali hardgp&ule
visibili; le cicatrici fogliari sono semicircolari. Sono piante monoiche con fiori tiluni
in amenti eretti, maschili o misti, che compaiono a foliazione avvenuta.

L6i mpollinazione  essenzial mente anemof
penetrante dei fiori maschili fa si che siano assiduamente visitati da numerosi insetti

quali api (éinfatti molto noto il miele di castagno), coleotteri, ditteri e cosi via.
Tuttavi a, non si tratta di-dipandahnte nepsersd i na z
stretto del termine, in quanto gli insetti visitano solo i fiori maschili essendo quelli
femmini i privi o quasi di el ementi attratt
tutto casuale. | fiori maschili sono riuniti in numerosi glomeruli & 8ori lungo

| 6asse dell amento; ciascun fiore n cost]
6-20 stami provvisti di un lungo e sottile filamento; puo essere presente un ovario
rudimentale. | fiori femminili sono riuniti in gruppi di-3 e sono portati alla base di

amenti misti; essi sono racchiusi completamente in un involucro subsferico (la
cupola) provvisto di spine ramificate e brattee squamiformi; solo gli stili rimangono
esterni alla cupola; ciascun fiore ha un perianzioe8n6l obi , fuso con |
6-9 loculare; gli stili sono circa 8 ed occasionalmente pud esservi qualche stame
abortito. Il frutto, singolo o a gruppi di-2, € una noce arrotondata, edule, marrone
lucente, racchiusa completamente in una cupedavalvata, spinosa (il riccio). Il

legno delle specie delle regioni temperate € a porosita anulare. La specie piu

significativa in Europa e il castagno eurof&csativa
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E6 un albero molto | ongevo (Rgu\y), super

di portamento maestoso; é alto in media una ventina di metri ma puo raggiungere
anche i 3685 m di altezza e soprattutto puo @earea diametri eccezionali di-@ m.

Il fusto €& dritto e massiccio, si ramifica presto e la chioma diviene ampia e
rotondeggiante. La corteccia e dapprima liscia e di colore grigio olivastro con tracce
delle lenticelle che persistono a lungo raggiungendmpiezzaanche di 1 cm;

dopo 2025 anni inizia a fessurarsi formando un ritidoma grigio bruno, con cordoni

longitudinali lievemente spiralati, grossi, rilevati e molto allungati.

Figura IV- Albero di Castaneasativae particolari

Le foglie smo semplici, alterne, caduche e spiralate, ma apparentemente
distiche per torsione del picciolo; sono lunghe202(25) cm, larghe-8 cm, con
nervature nettamente rilevate e consistenza coriacea; sono di colore verde intenso

hY

sulla pagina superiore mentee piu chiara quella inferiore; la forma é ellittico
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lanceolata con la base rotondatmeata; il margine € dentator e nat o, | 6ap
brevemente acuminato. Foliazione e fioritura sono tardive; la prima avviene fra la

fine di aprile e maggio mentre la sedarva dalla fine di giugno alla meta di luglio.

Specie monoica, il castagno ha infiorescenze ad amento miste o esclusivamente
maschil i; i due tipi di fferiscono per | a
del | 6i nfi or es c e n prascerze rdaschili sbrio cosiuite da dori i n f i
maschili riuniti in cime o glomeruli ascellari di diversi fiori ciascuno; il numero

medio delle cime é di 40 per amento. Queste infiorescenze si trovano alla base del
ramo dell 6anno, s16 cno. Il fere enasthée ha unlperiangihh e 5
esamero e-82 stami piu 0 meno lunghi e sottili. Le infiorescenze miste sono piu
brevi, pi ¥ complesse e sono posizionate
circa 20 <cime ascel |l ar i sonocal4icime dseelae del |
femminili; le successive sono formate da fiori maschiti7(er cima) ma quelle
apical.i ne hanno soltanto due. I fiori
esamero e tor ment os &, carpeld ® altettantitdi, rigidie nf er o
pelosi alla base. Dopo la fecondazione la cupola squamosa diventa il riccio vero e
proprio. Il differenziamento delle infiorescenze ha inizio gia480giorni dopo la

ri presa vegetativa, ci o ver sd altae fdiend 6d
precedente; la loro fioritura e questo processo continua durante i mesi estivi. Nella

sua ontogenesi il fiore del castagno € in un primo momento normalmente bisessuale
ma , successivament e, nei fiortamemeaanhi | i
giungono a maturita gli stami dei fiori femminili; il rapporto tra infiorescenze
maschili e miste varia da individuo ad individuo e si modifica nel tempo. Il castagno

€ una specie con elevato grado di sterilita (androsterilita per anonaatimali) e di
autoincompatibilita (soprattutto gametofitica). Il riccio, dapprima verde, poi bruno
giallastro e subsferico, e fortemente spinoso ed ha un diametro variabile che puo
arrivare anche a 10 cm. Inizialmente presenta un colore verde, poi gialiast

prossimita della maturazione quando, aprendostdrvalve, permette la fuoriuscita
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del |l e castagne. I frutti, ma i separat.i
contenuti nel riccio in numero di-2 e a volte anche piu; hanno pericarpo liseio
coriaceo, bruno scuro omogeneo (striato nei marroni) ornato alla base da una
cicatrice chiara (i1 o) ed all dapice da
pubescente. | cotiledoni, bianco avorio, sono molto grandi e sono protetti da una
sottile pellcola membranacea (episperma). Il frutto & tendenzialmente deiscente ma
mol ti ricci possono cadere interi e rim
come frutto edule. Le castagne presenti in un riccio, in relazione al loro humero,
possono assumererfe diverse. Se ne é presente una sola questa € globosa, mentre
se ve ne sono due queste saranno appiattite dal lato di contatto e globose da quello
opposto. Se é presente un terzo frutto questo sara appiattito da ambedue i lati e di
scarso interesse dalinto di vista commerciale. La fioritura inizia intorno ai 10 anni
per le piante nate da seme; quelle innestate iniziano piu precocemente la loro
fruttificazione; nei primi anni la produzione é scarsa, in quanto la pianta non si
ancora sviluppata adegaatente per sopportare buone produzioni. In genere, tra
fioritura e maturazione nel castagno intercorrono dai 75 ai 120 giorni.

| frutti pit precoci iniziano a cadere ai primi di settembre mentre i piu tardivi
maturano verso i primi di novembre. In Italiacastagno vegeta in tutto il piano
mediomont ano del |l 6Appennino e delle isole
Al pi ; ~ ovviamente | a speci €astingtuni lhao del
sua diffusione é limitata dalle basse temperaturella sigcita: ogni mutamento del

clima in senso oceanico o temperatoido ha agevolato la diffusione del castagno

mentre ogni modi ficazione verso l 6ari di
espansi one. EO speci e modeesdiia aenagoarde t er r
dell a temperatura e dell 6umidit”™ relativ,

tardive, esigente in terreni molto sciolti, profondi, leggeri, freschi e ricchi in potassio
e fosforo; il castagno e considerato una specie agkifn quanto rifugge dai suoi

ricchi di calcio disponibile. E6 infatti
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tra 4,5 e 6,8), che puo dare tuttavia anche ottimi risultati su suoli carbonatici; inoltre,
esige terreni fertili per una buona crea@id una buona produzione di frutti. Al fine

di conseguire risultati tecnieeconomici positivi € indispensabile coltivare |l
castagno in ambienti che rispettino le sue specifiche esigenze pedoclimatiche ed in
condizioni che permettano di applicare in modnionale adeguate tecniche colturali.

Il castagno é coltivato tra i 200 ed i 1200 m s.I.m. e preferisce ambienti caratterizzati
da temperature medie annue comprese tra gli 8 ed i 15°C. La coltura predilige
ambienti con precipitazioni in genere superiairic03700 mm/anno, distribuite in

modo uniforme durante tutta la stagione vegetativa (Nicese e Ferrini, 1999). Durante
la fioritura e la fecondazione sono importanti il fattore termico e la pioggia, in quanto
per la germinazione del polline sono necess&émperature di 230°C (Solignat,

1958). In queste fasi sono dannose le piogge prolungate che ostacolano il trasporto
del pol |l ine, ri ducono | 6all egagione ed
(Bolvansky, 1989).

3.3a- Materiali e Metodi
3.3.1a- Insetti

Galle contenenti stadi preimmaginali@i kuriphilus,sono state raccolte nei
mesi di giugno e luglio in un castagneto da frutto fortemente infestato, ubicato in
provincia di Avellino (Campania, Italia). Le galle sono state conservatélegalla
temperatura di 25 + 2°C, umidita relativa di 55 + 5 % ed in condizioni di luce
naturale.

Gli adulti sfarfallati sono stati collezionati quotidianamentd solati
individualmente in provette di vetro (@ 2 cm x 8 cm) chiuse da una rete aamagli
stretta (1 mm)Gli individui isolati sono stati utilizzati dopo almeno 12 ore in saggi

elettrofisiologici e comportamentali.

3C



3.3.2a- Piante

Nelle prove comportamentali condotte Bu kuriphilus & stat utilizzata la
pianta ospiteC. sativae la panta non ospitéPrunus laurocerasud.. (Rosales,
Rosaceae). | rami di lauroceraso, di circa un metro di lunghezza, sono stati asportati
da piante cresciute in un campo in pross
in Campobasso (Molise, Italia) eosti individualmente in contenitori di vetro
contenent.i del |l 6acqua. 1 materiale vege:
24 ore dal prelievo in campo. | rami di castagno prelevati in provincia di Avellino
hanno subito lo stesso trattamentoagilanta non ospite.

Per alcuni biosaggi sono state utilizzate piantin€ dsativadi un anno di
etd, lunghezza compresa tra i 20 ed i 30 cm e presenza di el@afdglie. |l
materiale é stato fornito dal C.R.A. di Caserta (Campania, Italia).

| campbni vegetali sono stati prelevati, per attuare il descritto iter
sperimentale, nel periodo di fioritura (giughmlio), ovvero in corrispondenza della

presenza del fitofago in campo.

3.3.3a- Sostanze chimiche

Le sostanze chimiche utilizzatéE)-2-esenale, acetato di esileZ){3-esenil
acetato, )-2-esenil acetato, esanol@){3-esenolo, )- 3-esenolo, E)-2-esenolo,
(2)-3-esenil butirato, E)-2-esenil butirato, 4)-3-esenil esanoato,Ej-cariofillene,
geranil acetato e metil salicilato (purez2@99%) sono stat fornite da Sigma

Aldrich (Milano, Italia). €)-cariofillene era un miscela enantiomerica.

3.3.4a- Biosaggi comportamentali (olfattometro Y)

Le risposte comportamentali del cinipide ai composti volatili della pianta
sono state @ervate in un olfattometro a 2 vie (ad Y) in vetro (lunghezza braccio 23

cm; angolo 75° lunghezza base tubo 30 cm; @ interno 3 (Eig) Va e Vb
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particolarg. Un flusso di aria (60 ml/min), generato da una pompa e regolato
attraverso due flussometri, veai fatto passare attraverso una trappola a carbone
attivo ed una beuta contenente acqua di
umi di ficat a, attraversava | e due fAcamere
(L=9 cm; D interno 3 cm) chiusedae t t i in teflon. Successi
tubo ad Y dove erano registrate le risposte comportamentali degli insetti.
Lébapparato  stato collocato in un co
fondo era rivestito di carta bianca per consendita luce di diffondersi in maniera
uniforme; la sorgente luminosa, rappresentata da due neon bianchi rispettivamente
di 36 W posti ad unodaltezza di circa 1
modo da non influenzare la scelta degliinsettigararv a unoi | | umi nazi o1
del tubo, di 500 Lux.
Le prove sono state condotte saggiando un prodotto alla volta e lasciando
vuota una delle camere di scelta o inserendo un disco di carta da filtro (Whatman
N°1, @ 0,8 cm) impregnato con acqua itletia o con solvente. Al fine di verificare
|l a specificit”™ dell dinsetto nei confront
stati condotti tre esperimenti aggiuntivi: (1) rametti intatti di pianta non ogpdga
pura; (2) rametti di pianta naspite a cui era stato inferto un danno remaria
pura; (3) rametti di pianta ospite con lesione remrstametti della pianta non ospite
con lesione simile. | rami utilizzati nella sperimentazione erano asportati dalla pianta
solo prima di iniziard 6 esperi ment o ed erano post. I
alterarne il contenuto fisiologico (Tasé al, 2005). Ogni ramo del peso di circa 2 g
era provvisto di 2 foglie e di 3 gemme. Il danno meccanico era ottenuto tagliando le
parti vegetali in pez della larghezza di 0,5 cm (van Tetlal, 2002).
E6 stat a, Il nol tre, determinata | a ris
miscela sintetica contenete i 14 componenti identificati nello stesso rapporto presente
nello spazio di testa di un campiode rametti della pianta ospite a cui era stata

inferta una lesione. In tal caso, in una camera di scelta era inserito un dischetto di
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carta filtro (0,5 crf) sul quale era stata applicata la miscela da saggiare (5 pl).
Diverse concentrazioni della miscgd01 M, 01 M ed 1 M ) sono state preparate
sciogliendo le sostanze sintetiche in olio minerale (Sigidgich, Milano, Italia).
Nella camera di controllo si disponeva un dischetto innescato solo con olio minerale
(5 ul).

Entrambi i dischi di carta eransospesi al centro della sezione trasversale
della camera di scelta e sostituiti ad ogni replica.

Figura Va: olfattometro ad Y utilizzato per le prove comportamentali
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Figura Vb- particolare delladaamera di scelta contenente un disco di carfdtoa

impregnato con il composto da saggiare.

La procedura utilizzata per valutare le risposte comportamentali & stata simile
a quella impiegata da altri autori (Sabelis e van de Baan, 1983; Stedtlard 992;
Potting et al,, 1995; Duet al, 1996 Ngi-songet al, 1996; Bertschyet al, 1997;
Bernascongt al, 1998; Hern e Dorn, 1999).

Uninsetto adulto (2 gi or ni di et”) era rilasci

(punto di rilascio) e il suo comportamento osservato per 10 minuti f)g.Una

scelta  stata considerata valida quand
ol tre i pri mi 3 atometdoj oppontunamenteidenziat dadral | 6 o |
|l inea orizzontale. I n caso contrari o, I

parametri assunti per misurare la risposta olfattometrica degli insetti sono stati
rispettivamente | a #Aprima sceltao ed i

del | 6ol fattometro.
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La posizione dell o stimolo e del cont
stata invertita dopo ogni prova, per evitare eventuali effetti di posizione. Per ogni

stimolo saggiato sono stati utilizzati almeno 30 individui. Dopo ogni 5 osservazioni,

| 6ol fattometro veniva | avato con dicetone
hf«,\ .-"":.i" —— Linga “sc2lta denlthva”

%, k '-\\\ Il"r_.-'ll.
-. & i
A

-'] [

‘ ‘ Araa gl "non scelta”

Linea “prima scelta”

- Punto gl fiascio

FiguraVL-Suddi vi si one funzionale dell 6ol fattoc

3.3.5a- Estrazione dei composti volatili

| composti volatili emessi d&. sativa sono stati collezionati mediante
microestrazionen fase solida (SPME) esponendna fibra di polidimetsilossano
(100 em) ( Supel cospaz® diltebteedelcampiene dispostpinane | | o
opportuno contenitore.

La microestrazione in fase solida (SPME) € una tecnica che permette di
estrarre e concentrare, impiegando fibre di silice rivestitedian@ri con elevate
capacita adsorbenti (fase stazionaria), una vasta serie di composti organici volatili o
semi volatili da differenti matrici come aria, acqua e suolo (Zhang e Pawliszyn,
1993).l deat a per campi onare | cacquad, auastan a n't i
tecnica & stata successivamente impiegata in numerose altre analisi ambientali
(Steffen e Pawliszyn, 1996) e nello studio dei feromoni degli insetti (Matissie
1995).L6esito dell 6estrazione  f ototchesnent e

vuol e estrarre ed alla scelta della fibr



polidimetilsilossano sono comunemente impiegate per campionare sostanze non

polari, mentre in poliacrilato per i composti polari (Vercamraeal., 2000)

Rami di castagno simili a quelli impiegati nei saggi comportamentali

venivano tagliati in pezzi (0,5 cm di lunghezza), su fogli di alluminio, ed utilizzati

i mmedi atamente per

per60 min.llc ampi one veni

| 6estrazi

va i nser.i

one o) espost

to all d6intern

chiuso ermeticamente con un coperchio provvisto di un setto perforabile in

silicone/teflon. Le diverse analisi sono state standardizzate seguendo la procedura

descritta in Beclet d. (2008). | parametri previsti da questo metodo sono: P = tempo

di permeazione = 1 min, E = tempo di esposizione della fase adsorbente = 60 min, S

= tempo di ritrazi

secondi,e T=tempodeds or bi ment o

one

del
del

| a
| a

fibra nel |l 6

i bra nell 6i

15 min. Prima di ogni estrazione, la fibra & stata condizionata per 30 minuti in un

iniettore del gascromatografo mantenuto a 250 °C. Per ogni tipo di materiale vegetale

util i zzat me (pianta oshité eos danna ®¢emte e danno non re¢eige)

VII) sono stati utilizzate 5 differenti piante.

Ago

Setto =
4 4 Fibra adsorbente

|
s ¥, .

FiguraVil-Appar at o util.i

zzato

per

eétale206) azi on .
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3.3.6a- Gas Cromatografia accoppiata a Spettrometr Massa (GEMS)

Léanal i si degl i estratt.i ~ stata ese
instruments, GC 8000 Series) interfacciato con spettrometro di massa (Fisons
instruments, MD 800), utilizzando una colonna capillare CPWAX 52 CB (30 m X
032mmi . d., 0,25 em spessore del film) (Rut

Il programma di temperatura utilizzato € stato il seguente: 40°C per 3 min, a
3AC/ min fino a 230AC e isoterma finale
stata mantenuta a 240°C. Elio € stato util@zzome gas di trasporto con un flusso di
2 mi/min. Gli spettri di massa sono stati acquisiti utilizzando la tecnica di
lonizzazione Elettronica (El, Electronic lonization). | dati sono stati registrati con un
impatto elettronico di 70 eV in un range dassa da 25 a 450/zed una temperatura
della sorgente di 200°C. Nella fase successiva il quadrupolo ha separato gli ioni
prodotti in sorgente in base al rappondz | compostisono stati identificati sulla
base del confronto deglpettri di massa coruelli riportati in libreria(NIST 2005).
Loidentit”™ dei c o noprdrentando i tempgi diaiterezione @ glif e r ma
spettri di massa con quelli di standard sintepiari. Le percentuali relative delle
diverse sostanzeegli estratti sono state fild@te in base alle aregei rispettivi picchi.

Al fine di determinare la composizione percentuale dei diversi estratti, per ogni
analisi la somma delle aree dei picchi e stata impostata pari al 100% ed il contributo

di ogni singolo componente é stato palcolato.

3.3.7a- Elettroantennografia (EAG)

La tecnica elettroantennografica (EAG) consente di misurare la somma dei
potenziali elettrici generati dai neuroni, presenti nei sensilli olfattivi antennali di un
insetto, stimolati con una determinatastanza. Composti EAG attivi verso una
specie hanno spesso un significato ecologico e, pertanto, sono potenzialmente in

grado di agire come modificator.i del com
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stata utilizzata per valutare la capacita delle sostaheetificate di stimolare il

sistema olfattivo degli adulti dd. kuriphiluse di evidenziare eventuali differenze
nella sensibilit”™ olfattivaetdled009).ilasett o
tecnica adoperata € molto simile a quella gia spentata in studi precedenti (Den

Otteret al, 1996; Germinarat al., 2007) (FiggVlll e 1X).

Figure VIl e IX .- Apparecchiatura per studi elettroantennografici.

Léantenna aspor tRtkariphitbe(l giomno @ eta)letao d i
collocata cond parte basale in una pipetta di vetro (& 1 mm) contenente 0,1 M di
soluzione KCI (soluzione salina), con fu

inserito in una pipetta simile (3@ 0{2,3 mm), con funzione di elettrodo registrante.
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La conducibilta elettrica, attraverso la soluzione fisiologica, era ottenuta
medi ante fil.i débargento rivestiti di Ag
amplificatore (UN6) collegato ad un computer dotato del software EAG 2.0 per
registrazione elettroantennofica (Synthec, Hilversum, The Netherlands) (Van der
Pers e Minsk, 1993) . Léantenna era cont.i
temperatura ambiente, purificata in seguito al passaggio in filtro di carbone attivo ed
umidificata attraversando una hglia di gorgogliamento contenente acqua distillata.

Sull éantenna fluiva una quantit?@ doéari a
acciaio inossidabile (I 1 cm) |l a cui wusc
Lo stimolo da saggiare (10 ul di ansoluzione di composto sintetico in olio
minerale) & stato adsorbito su una dischetto di carta da filtro {1W¢hatman f1),

coll ocata in una pipetta Pasteur (15 c¢cm
emana odoreo. P e rta sonp istate sagyiaté sette zl@si dddDe nt i f
40 ¢ M.

Gli stimoli, somministrati a dosi crescenti, sono stati addizionati al flusso
déaria attraverso un foro (I 4 mm), prat.
1 secondo, 2,5 cind e | vapore di una <cartuccia o°c¢
stimolazioni successive era di 30 secondi. Uno stimolo di controllo (10 pl di olio
minerale) ed un di riferimento (10 pl di soluziori®-B-esenl-olo 1 M) sono stati
applicati all 6inizio dell 6esperi mento e
random,per tener conto della graduale diminuzione di sensibilita antennale durante
| 6esperi ment o. Per ogni composto saggi at

utilizzando 5 antenne di differenti individui.

3.3.8a- Prove preliminari di attrattivittn campo

Léattivit?” bi ol ogica dei composti sin
ceduo sito in provincia di Avellino, con

tesi) posizionati ad una altezza di circa 3 metri dalla superficie del temeho,
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periodo di f uor i us ¢FigtXae Xtlpadtidolara) @livetogatori d al | e
inseriti individualmente al centro dei pannelli erano costituiti da fiale in polietilene
(0,1 ml) innescate con 150 mg di miscela in olio minerale (1:1) assetbitarta
filtro. Le 7 miscele saggiate sono di seguito riportate irellalB.

Le operazioni settimanali svolte nel periodo di sperimentazione riguardavano
il rinnovo delle trappole e degli erogatori, la rotazione a random delle trappole ed il
conteggio die catture.

Figura Xl- Particolare di erogatore
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3.3.9a- Analisi dei dati

Al fine di compensare | 6effetto del S
ri sposte di me c C a n O r l&acispdsth BAGia ciastubosstimwld e z z a
saggiato e stata corretta sottraendo ad essa la risposta EAG media ai due controlli
(olio minerale) piu vicini allo timolo (Raguso e Light, 1998).

Per compensare la diminuzione della sensibilita antennale nel corso
deé¢sPperi ment o, | 6ampiezza EAG risultante
riduzione della risposta EAG allo stimolo di riferimento (Den Cateal., 1991).

Nelle curve doseisposta, € stata considerata come soglia di attivazione la

dose piu bassa alau al e i | l i mite i nferiore dell e
fosse maggiore del l i mite superiore dell
saggiata (Santdéana e Dickens, 1998) . 1

dose piu bassa péa quale la risposta media fosse uguale o inferiore a quella della
dose precedente (Germinaal, 2009b).

Un t2écki guadso) & stato utilizzato per determinare la significativita delle
differenze tra il numero di insetti che hanno scelto il braccio con la sostanza da
saggiare e quello presente nel ldte | controll o nadibtident f at t o
per campioni accoppiati € stato utilizzato per analizzare le differenze relative al
tempo di per manenza degl: i Il nsetti I n ci a:

Per wvalutare | 6efficacia delle divers
delle catture per tragmla relativa a ciascuna di essa € stata confrontata con la media
delle catture della trappola di controllo mediante il-tedt Student per campioni

indipendenti

4.4a- Risultati
4.4.1a- Risposte comportamentali a materiale vegetale

41



Piantine inere, rami integri e rami con danno meccanico recen@ dativa
non sono risultate significativamente attrattive per gli adul dkuriphilussia in
termini di prima scelta che in relazione al tempo di permanenza nel braccio in cui era
presente lo gtolo (Tab. 2). Gli insetti esposti a rami della pianta ospite con danno
meccanico non recente hanno mostrato una preferenza significativa per tale stimolo e
sono rimasti per un tempo significativamente maggiore nel braccio trattato rispetto a
quello di cottrollo (Tab.?2).

Gli adulti di D. kuriphilus sia in presenza di rami intatti che con danno
meccanico non recente della pianta non odpitéaurocerasushanno trascorso un
tempo significativamente maggiore nel braccio di controllo. Allo stesso modo, in
presenza di rami della pianta ospite con danno meccanico non recente e della pianta
non ospite con danno simile, ha mostrato una preferenza significativa per il materiale

della pianta ospite (TaR).
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Tabella2.- Risposte degli adulti dD. kuriphilus, in olfattometro Y, a differenti fonti di odore della pianta ospiagtanea sativlee non

ospite Prunus laurocerasys

Fonti di odore

Tempo di permanenza (min.) nei bracci

N )
N Prima scelta (media+SE)
Trattatd & P Trattato  Controllo t P

Piantina ospite/saria 32(25) 0,56 0,36 0,549  2,3t0,4  2,8+0,6 0,615 0,544
Rami ospite con foglie integresaria 33(25) 056 036 0317 25404  2,240,4 0515 0,611
Rami ospite danno recentsaria 34(30) 0,60 1,20 0273  29+04  2,7+05 0207 0837
Rami ospite con danno non recensaria 33(30) 0,80 10,80 0,001  51+0,6  2,4%0,6 2,688 0,012
Rami intatti non ospites aria 30(24) 033 2,67 0,102 26402  3,60,2 2,108 0,046
Rami non ospite con danno non recertaria 3023) 0,17 978 0,002  1,0¢0,2  6,6+0,5 8,338 <0,001
Rami ospite con danno non recentg rami non ospite cor

dannonon recente 34(27) 0,85 13,37 <0,001 3,910,5 1,0+0,3 5,129 <0,001

#Numero totale di individui saggiatiNj, in parentesi quelli che hanno scelto.

®Porzione di individui (tra quelli che hanno scelto) che hanno effettame prima scelta lo stimolo
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4.4.2a- Identificazione dei composti volatili

Loanal i si gas cromatografica abbinata
composti volatili negliestratti ottenuti solida mediante SPME da materiale vegetale
di castagno danneggiato attrattivo per il cinipide. Tramite confronto dei tempi di
ritenzione e degli spettri di massa sono state confermate le identitesdstbhze, di
cui 11 composti voldii della foglia verde, noti come green leaf volatiles (GLVS)
[(E)-2-esenale, acetato di esil&){3-esenil acetato,H)-2-esenil acetato, esanolo,
(2)-3-esenolo, [E)- 3-esenolo, E)-2-esenolo, Z)-3-esenil butirato, K)-2-esenil
butirato, ©)-3-esenil esaoato], 2 terpeni(E)-cariofillene, geranil acetato] ed 1
composto aromatico (metil salicilato), mentre un componente risulta non identificato
(Tab.3).

Sono state evidenziate differenze guplantitative tra le miscele di composti
emesse durante laprie ora dopo il danno e | 6ora s
infatti, & stata rilevata la presenza H)-@-esenale, una significativa riduzione della
percentuale di4)-3-esenil acetato ed un significativo aumento di quella di esanolo e
(E)-2-esenolo (Tald).
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Takella 3.- Media relativa delle aree dei picchi (£tES) dei composti rilevati nello spazio di testa dei rametti di castagno. | valatili so
stati coll ezionat.i con il met odo SPME i mmemd) dat dammemetcanicaed no  ( r ¢
seguito analizzati tramite gascromatografia abbinata a spettrometria di massa. Gli asterischi indicano le differeratéesesitpaific

danno recente e non recertteeist, P <0,05; ** P <0,01).

Composto Purezza degli andard % Danno recent& Danno non recente
0-60 min 60-120 min

(E)-2-Esenale 99 0,0+0,0 1,9+0,9*

Esil acetato 99 5,740,2 5,440,7

(2)-3-Esenil acetato 98 70,9+2,9 51,9+4,1**

(E)-2-Esenil acetato 98 2,5+0,6 4,5+0,7

Esanolo 99 0,8+0,1 2,8+0,7*

(E)-3-Esenolo 97 0,1+0,1 0,240,1

(2)-3-Esenolo 98 12,5+1,8 18,3+1,8

(E)-2-Esenolo 96 0,3+0,1 1,5+0,4*

(2)-3-Esenil butirato 98 2,5+£0,4 5,313,1

(E)-2-Esenil butirato 95 0,1+0,1 0,7+0,4

(B)-Cariofillene 99 1,4+0,8 0,3+0,2

(2)-3-Esenil esanoato 98 0,840,2 2,440,8

- - 1,10,2 1,2+0,2

Metil salicilato 99 0,7+0,4 0,6+0,3

Geranil acetato 99 0,6%0,2 2,8£1,3

®Per ogni estrazione, |l e percentuali sono state calponentigédvai di vi dendo | 6ar ec

non idenificato
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4.4.3a- Risposta EAG

Le risposte EAG degli insetti a dosi crescenti (0,0G0 € M) di ciascl
sostanza sono state utilizzate per calcolare le curve-ribpsesta e le soglie di
attivazione(Fig. Xll )

Per oghuno dei compost.i saggi ati,
elettroantennografiche é risultata crescente con la dose. Sono sttrateegbglie di
attivazione diverse per i differenti composti. La soglia di attivazione é risultata di
0,01 uM per E)-2-esenale edH)-2-esenil acetato, di 0,1 uM per esanold)-8-
esenolo, )-cariofillene e geranil acetato e di 1 uM per esil acetéddp3-esenil
acetato, f)-3-esenolo eZ)-3-esenil esanoat

Lébampiezza dell e ri sH-2esengacdatoCesamalo, e s i |
(E)-3-esenolo, (Z)B-esenolo, [E)-2-esenolo, Z)-3-esenil butirato, HE)-2-esenil
butirato, e metil salicilato subivan decremento dalla dose di 20 uM a quella di 40

MM, indicando il raggiungimento della soglia di saturazione alla dose piu bassa.
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Fig. XII.- Profili EAG doserisposta dD. kuriphilus(n=5) ai componenti identificati
di C. sativa
Gli asterighi indicano le dosi di attivazione.
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4.4 .4a- Risposte comportamentali a sstanze sintetiche

In olfattometro ad Y, una miscela sintetica, costituita dai 14 composti
identificati, negli stessi rapporti con cui erano presenti nello spazio di testa del
materiale attivo, € risultata attrattiva f&rkuriphilus

Dalle risposte comptamentali delD. kuriphilus a differenti dosi della
mi scel a si evince una significativa attr
0,05 M e 0,5 M sia per il parametro d
nel braccio con lo stimolo. Nessal preferenza significativa € stata mostrata alla dose
di 5 @M ( Tab.
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Tabella4.- Risposta comportamentale alla miscela sintetica dei 14 componenti identificati

dal |l 6estratto proveni e&ndat’a da wuna sorgen

Dose (UM) N? Prima scelta Numero di minuti trascorsi nel braccio (media+S
Trattato® ¢ P Trattato Controllo t P

0,05 33(25) 0,72 4,84 0,028 3,3%0,3 2,2+0,3 2,302 0,030

0,5 35(25) 0,80 9,00 0,003 3,3+0,5 1,4+0,3 2,535 0,018

5 36(25) 0,52 0,04 0,841 2,210,4 2,5+0,5 -0,286 0,777

#Numero () totale di individui saggiati, tra parente quelli che hanno scelto.

®Percentuale di individui (tra quelli che hanno scelto) che hanno dato come prima scelta lo stimolo.

t

e

attratt

vV a

di
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Nelle condizioni sperimenlisadottate, la dosettimale della miscela (0,5
e M) ha indotto wunodattrazione comparabil
materiale attrattivo dC. sativa

Sono stati condotti ul teri ori saggi C
miscele ottenute sottraendo dal blendnpteto i composti appartenenti a singole
classi chimiche (aldeidi, alcoli, acetati alifatici, acetati butirati, acetati esanoati,
terpeni, composti aromatici), ma mantenendo inalterati i rapporti con cui le

sostanze erano pr epgasta(abs5)nel | 6emi ssione d
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Tabella5.- Attrattivita in olfattometro ad Y di alcune miscele (0,1 M) di composti sintetici vierdauriphilus

Miscela Insetti saggiati  Prima scelta (%) Tempo di permanenza (%
(risposta) Stimolo P Stimolo P

A = tutti i composti negli stessi Rapporti della pianta 36 (25) 80 0,003 69 0,013

B =Ai (E)-2-esenale 37 (25) 72 0,028 65 0,024

C = Ai esenile acetatoZj-3 esenil acetatoE]-2-esenil acetatc 35 (25) 60 0,317 61 0,128

D = A esenolo, E)-2-esaolo, ¢)-3-esenolo 36 (25) 72 0,028 77 0,0002

E = AT (2)-3-esenil butirato, f)-2-esenil butirato 36 (25) 52 0,841 49 0,921

F = AT cariofillene, metil salicilato, geranil acetato 33 (25) 48 0,841 39 0,131

G = A esenil esanoato 34 (25) 60 0,317 52 0,807
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Léattrattivit”™ — stata conge&w®esemea dal
e degli alcoli alifatici [esanolo, Zj-3-esenolo, [)-3-esenolo, [)-2-esenolo],
i ndi cando per essi un ruol o noteledaltrea er mi n
miscele, invece, € stata osservata una perdita di attrattivita, suggerendo che i

compost.i necessar.i per | 6attrazione sono

4.4.9 - Prove di attrattivita delle miscele in campo

Sono state condbte pr ove di campo per valutare
sottraendo dal blend completo i composti appartenenti a singole classi chimiche
(aldeidi, alcoli, acetati alifatici, acetati butirati, acetati esanoati, terpeni, composti
aromatici), ma mantendo inalterati i rapporti con cui le sostanze erano presenti
nell 6emi ssione della pianta. Unbdattrattdi
controllo e stata riscontrata solo nella miscela a cui erano stati sottratti gli alcoli
alifatici, esanolo, E)-2-esenolo, £)-3-esenolo, confermando per essi un ruolo non
determinante ai fini del |l attrazione cor
tutte | e altre miscel e, i nvece, ~ stata

differente rispetto & trappole bianche di controlld éb.6).
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Tab.6.- Attrattivita in campo di alcune miscele di sostanze identificate in estrafti sativaverso

gli adulti D. kuriphilus

Miscela Adulti/trappola Significativita rispetto al

(mediazES) contwollo
(valoreP)

A 444 +75 0,089

B 45,4 + 8,3 0,093

C 34,0+ 4,0 0,446

D 48,2 + 5,6 0,014*

E 36,0+4,1 0,252

F 33619 0,337

G 31,6 +54 0,833

Controllo 30,2+29 -
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5.5a - Conclusioni
Le antenne diD. kuriphilus perecepiscono i segmathimici emessi dalle

piante. Dal |l 6anali si del l e risposte

f a

dei composti volatili emessi dai rami di castagno con danno meccanico non recente

60120 minut.i dopo il d a n n @ianting mters, gamig | |

integri e rami con danno meccanico recente, invece, non sono risultati attrattivi.

LOi mportanza dei compost.i vol ati i emes ¢

localizzazione della pianta ospite da parte di insetti fitofagi @ sté@tlenziata anche
in altri studi (Bolteret al, 1997; Rutheret al, 2000; van Tolet al, 2004). Il

significato biologico di tale fenomeno,

che odori emessi da piante danneggiate possano segnalare untesupstra
facilmente attaccabile rispetto ad una pianta shmalcune specie, inoltre, & stato

osservato un comportamento di aggregazione degli adulti in risposta a composti

vol atil emessi dall a pianta a seduito

ovideposizione di individui conspecifici (Loughrat al., 1996; Bolteret al, 1997,

Sunet al, 2010). Gli odori emessi dalla pianta non ospite sono risultati repellenti

verso gli adulti diD. kuriphilus La capacita del cinipide di evitare attivamesih

piante non ospiti, attraverso la percezione di stimoli chimici volatili, e non
semplicemente di ignorarli, potrebbe costituire un meccanismo ulteriore per
ottimizzare la localizzazione della pianta e potrebbe avere rilevanti conseguenze
evolutive (Fobeset al, 2005; Feder e Forbes, 2007). Effetti deterrenti e repellenti di

composti di piante non ospiti sono stati osservati anche in altri insetti monofagi

(Bernayset al, 2000; Linnet al, 2005). | componenti repellenti della pianta non
ospite potrebero essere potenzialmente impiegati nel controllo del fitofago (Bkeh
al., 2010).

Sono state evidenziate differenze guplantitative tra le miscele di composti
emesse durante | a prima ora dopo il

seconda oraopo il taglio e stata rilevata una presenza aggiuntiv&)d2{esenale,

6C
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una riduzione significativa diZj-3-esenil acetato ed un aumento significativo di
esanolo el)-2-esenoloTali differenze probabilmente spiegandigersa attrattivita
dei rami &anneggiati (danncecente e non).

Gli estratti ottenuti daC. sativa sono rappresentati principalmente da
composti volatili della foglia verde, oltre che da due terpeni ed un composto
aromatico. | composti emessi dal materiale attrattivo p@r kuriphilus sono
ampiamente diffusi nel regneegetale e sono stati identificati in numerose piante
seguito di danno meccanico o di attacco di fitofagsser, 1986; Loughriret al,

1996; Turlingset al, 1998; Rutheet al, 2002; Takabayastat al., 1994; Bolte et

al., 1997; Hoballah e Turlings, 2005; Bruetal,, 2005). In natura, il rilascio di tali
sostanze potrebbe avvenire attraverso ferite e microlesioni causate da fattori biotici e
abiotici. Alcuni GLVs, inoltre, possono essere emessi in risposta dbiaaranti
fotoperiodici, durante la transizione dalla fase di luce a quella di buio (Gtals

2004; Chamberlainet al, 2006). | componenti volatili emessi dalla pianta
conseguentemente ad un danno meccanico
proesso di selezione della pianta ospite (Lougtainal, 1996; Dickens, 2000;
Kalbereret al, 2001; van Tolet al, 2002).Un componente presente nella miscela
attrattiva diC. sativa risulta non ancora identificato, per cui non & stato possibile
includefo nelle prove comportamentali ed elettroantennografiche, sebbene, sembrerebbe
poco probabile i suo coinvolgi mento
del |l 6insett o, poi ch® i guantitativo
significativamente ndkempo.

In un precedente studio (Germinatal 2 0 B)2-asenale hob ihduceva
una risposta significativa negli insetti, la maggiore presenza di questo componente nella
miscela odorosa di rametti a con danno non recente, potrebbe non giustdicare
maggiore attrattivita rispetto alla miscela presente in materiale vegetale con danno
recente. Tale informazione, in associazione con il carattere ubiquitario in natura dei
composti del castagno identificati, suggerisce che la localizzazione della gaaita e

probabilmente mediata da uno specifico rapporto dei volatili presenti in miscela piuttosto
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che da un singolo componente. EssebBd&uriphilusun insetto monofago é rafforzata

| 6i pot esi che il meccani s mo dmediatd dallan o s c i n
percezione di odori presenti in specifici rapporti tra loro nella miscela (Visser, 1986;
Bruceet al, 2005).

Tutti i composti saggiati sono percepiti dal sistema olfattivo antennale del
cinipide avendo essi indotto, almeno ad alcune deds daggiate, risposte EAG
misurabili e significativamente maggiori rispetto al solvente (olio minerale). Cio
conferma i risultati di uno studio precedente (Germiretral, 2009) che aveva
dimostrato, per la prima volta nella famiglia dei cinipidi, lp@c i t =~ del | 6i n
percepire unodéampia variet™ di composti %
EAG crescenti con la dosée differenti soglie di attivazione registrate per i vari
composti indicano una diversa sensibilita olfattiva agli stirmafigiati. In particolare,
una bassa soglia di attivazione potrebbe
percepire lo stimolo a distanza.

La miscela sintetica comprendente tutti i 14 volatili EAG attivi nello stesso
rapporto presente nello spazdi testa del campione é risultata attrattiva veldso
kuriphilus, suggerendo che in essa sono presenti i composti sono coinvolti nella
localizzazione della pianta ospite. Studi precedenti mostrano che solo un piccolo numero
dei volatili della pianta ost@ tra quelli elettrofisiologicamente attivi verso un insetto
sono coinvolti nella localizzazione della pianta ospite (Rojas, 1999; Dickens, 2000,
Fraseret al, 2004; Tasiret al, 2006) suggerendo che non tutti i 14 composti della
miscela sinteticasonoe c e s s ar i per | 6attrazione.

Per verificare il contributo delle diverse categorie chimiche di composti nel
determinare | 6attrazione del cinipide,
attrattivita in campo. In particolare, sono state saggiate la missielatica
comprensiva di tutti i composti identificati ed alcune miscele parziali ottenute
sottraendo dalla miscela completa singole categorie di sostanze (alcoli, aldeidi,
acetati alifatici, terpeni, composti aromatici, acetati butirati, acetati esaridatiale

studi € emersa una significativa attrattivita della miscela cui erano stati sottratti gli
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alcoli alifatici, esanolo,K)-2-esenolo, Z)-3-esenolo, eviudenziando per essi un ruolo
non determinante ai fini deé¢dsserebgygettadzi one.
una maggiore speculazione scientifica e potrebbe fornire interessanti risposte sotto
| 6 aspet-applicafivo.at i c o

Ulteriori studi di laboratorio e di campo sono tutavia necessari per meglio
definire una miscela attrattiva ottimale erpla messa a punto di un opportuno
erogatore da utilizzare come strumento di monitoraggio del volo degli adulti e per lo

sviluppo di strategie innovative di controllo del cinipide.
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2b- CAPITOLO I

RIASSUNTO

Lébadattamento sensorial e mi sur at o co
elettroantennografica (EAG) delle antenne dei maschi e gtafmsto come undei
meccanismi di confusione sessuale mediata da feromo@rapholita molesta
(Busck) (Lepidoptera: Tortricidae 6 st ata ril evata una ridu
nella specie dopo una prolungata esposizione al componente prin@ptdeothone
(2)-8-dodeceri-il acetab (Z8-12:0Ac) a unaconcentrazione aerea di 1 ng/pari
a quella misurata in frutteti trattati con il feromone pm@nerareconfusione.

Comunque | 6effetto sulla | oro abidset™ di
di richiamo poste in un tunnel di volo € molto limitatli esperimenti sono stati
i ntrapresi per det er mi neaprireipake del ferdmorepno s i z i

combinazione condue componentsecondarbiologicamente attivi(E)-8-dodecen

1-il acetab (E8-12:0Ac) e (2)-8-dodecenl-olo (Z8-12:0H) inducelivelli maggiori

di adattamento sensoriale ed ha unéinflu
deimaschiL6esposi zi one depohepte della mscef@remosod un ¢
induce adattmento sensorialeon solo verso lo stesso ma anche verso le altre due
sostanzdadattamentancrociatg. La media percentuale di adattamento sensoriale ad

un componente del feromomesulta esseresimile dopo 15 min di esposizione a 1

ngm® aria di Z8-12:0Ac od a 1 ngm® aria di una miscela 1:1:1 o 93:6:1 @B-

12:0Ac, E8-12:0Ac e Z8-12:0H Léoesposi zididmgmiadad di ZBas c hi
12:0Ac od alle due miscele @B-12:0Ac, E8-12:0Ac eZ8-12:0H per 15 minnon

ha prodotto eff et t orientarsilvérsd ana feimmina’vergthein ma s
fase di richiamo in urtunnel di volo. Nel presente studio sono stati studiati i
meccani s mi operati vi di confusione sess
G.molesta

ABSTRACT

Sensory adaptation measured as a ceolu in electroantennogram (EAG)
response of male antennae has been proposed as one of several mechanisms of sex
pheromonemediated mating disruption in the oriental fruit md@mapholita molesta
(Busck) (Lepidoptera: Tortricidae). A reduction in EAG pesse occurred in this
species after prolonged exposure to its main pheromone compou8di¢decenl-
yl acetate (Z812:0Ac) at the aerial concentration of 1 ngfmeasured in orchards
treated with pheromone for disruption. The prolonged exposure of nuldss
aerial concentration of Z82:0Ac, however, had only a small effect on their ability
to orientate by flight to virgin calling females in a flight tunnel. Experiments were
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undertaken to determine if exposure to the main pheromone compound in
combiration with the two biologically active minor compounds of this species, (E)
8-dodecenrl-yl acetate (E82:0Ac) and (Z38-dodecerl-ol (Z8-12:0H) would
induce greater levels of sensory adaptation and have a greater effect on male sexual
behaviour. The expose of male antennae to one of the three pheromone compounds
induced sensory adaptatidn this compound and to the other two pheromone
compounds demonstrating cross adaptatforerage percentage sensory adaptation
to a pheromone compound was similar aft® min of exposure to 1 ngmir of Z8-
12:0Ac, or to 1 ng/fhair of a 1:1:1 or 93:6:1 blend af8-12:0Ac, E8-12:0Ac and
Z8-12:0H The exposure of mal8. molestao 1 ng nf/air of Z812:0Ac or the two
ratios of Z8-12:0Ac, E8-12:0Ac andZ8-12:0OH for 15 min had no effect on the
ability of males to orientate by flight to a virgin calling female in a flight tunnel. The
implications of the results for the operative mechanisms of sex pheremexhated
mating disruption of this species are discussed.
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2.2b- Introduzione

La maggiore sensibilizzazione dell 60|
tematiche ambientali, ha spinto il mondo della ricerca a considerare soluzioni
alternative all déuso dei fitofar maci nel |
intrapresi, a livello mondiale, sono risultati necessari e conseguenti alle sempre
maggiori restrizioni legislative riguardanti sia il livello di residui massimi ammessi
nelle produzioni commercializzate, sia il numero e la tipologia delle molecole
utilizzabili . La tutela dell 6ambiente e dell a s:
ispirato lo sviluppo e la diffusione di strategie innovative ed ecosostenibili di
controllo, qualil idpiego in agricoltura dei semiochimici. | feromoni sessuali di
sintesiincenpo applicato hanno prodotto succes
Al otta indirettaoc che Adirettao verso fi
(Maini, 1974; Celli e Maini, 1988). | feromoni sessuali attrattivi sono prodotti in
ghiandole socrine ed emessi dalle femmine, nel caso dei dei lepidotteri, per
richiamare il maschio anche da distanze notevoli. Il maschio, grazie alla presenza di
sensilli chemiorecettori presenti sulle antenne, percepisce le molecole dei
componenti del feromone extraprende il caratteristico volo orientato controvento,
definito chemieclino-tattico (Kennedyet al, 1981); in prossimita della femmina

percepisce anche componenti della miscela emessi in quantita minore (componenti

secondari).
La confusione sessualme di at a dal |l 6utilizzo dei
undéefficace alternativa all éuso degli i n

notevole importanza economica (Carde e Minks, 1995). Tale tecnica € basata sul
principio per cui Jevatamensitadi farononegimasehi oo N u n
riescono a localizzare le femmine rimanendo inibiti e piu 0 meno inattivi (Birch e
Haynes, 1984), con una conseguente diminuzione degli accoppiamenti e, quindi,
della densita di popolazione nella generazione suiseeske molecole volatili

sintetiche bi ol ogi cament e attive sono i



di f fusor i a(spadghettomieraiitzrierlamjnati plastici polistratificatio
microincapsulati (Cardé, 20Q7)meccanismi di azione dei ttatmenti con feromone
sembrano causare una riduzione nella risposta degli individui al feromone, agendo
sui sensilli chemiorecettori olfattivi (adattamento sensoriale) e/o sul sistema nervoso
centrale (assuefazione) e dedra mrsongemtea nd o |
natural e di feromone e quella sintetica
che una miscela di feromone sintetico qualitativamente e quantitativamente simile al
naturale attrattivo sessual e swwmlseael det er
tortricidi, sebbene solo limitate evidenze sostengano questa supposizione (Minks e
Carde, 1988).

Grapholita molestgBusck), in anglosassone noto come Oriental fruit moth, e
un importante fitofago a livello mondiale per pomacee e drupacetndétold e
Vickers, 1991) che puo essere efficacemente controllato con il metodo della
confusione sessuale (Trim¢al. , 2000, 2004) . L6i mpi ego
controllo della specie puo determinare adattamento sensoriale (Bakér 1988;
Trimble e Marshall, 2007, 2010) e/o assuefazione (Sanders e Lucuik, 1996; Rumbo e

Vicker s, 1997), cos?3 come competizione
(Sanders e Lucuik, 1996; Valeur e Lofstedt, 1996; Maini e Accinelli, 2001; Stelinski

etal,2004) . Un calo nell édabilit?’ del mas C |
prevenire o ritardare | 6accoppiamento (B

riproduttivo di G. molestasi riduce approssimativamente del 7% per ogni giorno di
ritardo nelh copul azione dopo | 6emergenza (
informazione suggerisce che il controllo efficace della specie, tramite il metodo della
confusione sessuale, potrebbe fornire risultati maggiormente validi prevenendo
| 6accoppi am@ardando loatesgoi c h® r i

Il feromone sessuale @. molesta costituito dal componente principa®-(
8-dodecenl-il acetato (Z812:0Ac) (Roelofset al, 1969) e dai componenti
secondari £)-8-dodecenl-il acetato (E8L2:0Ac), (Z)8-dodecenl-olo (Z812:0H)
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e dal dodecanolo (12:0H) (Card# al, 1979). | primi tre componenti, agendo
simultaneamente, innescano nel maschio il comportamento sessuale (Baker e Carde,
1979) . E6 possibile affermare che | a mis
confusioneper tale fitofago. Charlton e Cardé (1981), per esempio, hanno dimostrato

che una miscela dei tre componenti -ZBOAc, E812:0Ac e Z812:0H
(approssimativamente 100:7:10) risultava essere molto piu efficiente nelle catture dei
maschi in trappole inneseaton feromone rispetto al blend costituito da solo due

delle sostanze in rapporto tra loro 100:7. Un valido diffusore di feromone in grado di
indurre confusione sessuale @ molestadeve contenere i tre componenti sopra

citati, nel reciproco rapporto 05:1 (Trimbleet al., 2004).

I n studi i nerent.i |l a relazione esi st
antenne diG. molestae la concentrazione aerea del feromone, Trimble e Marshall
(2010) hanno stimato riduzioni del 16 e del 28% nella sensibilitdedielottero al
feromone, ri spettivamente a seguito di L
concentrazione di 1 ng feromoné/di aria, pari a quella misurata in frutteti trattati
con il feromone per evitare toonkanendepglpi a me
componente principale (ZB2 : OAc) e, per tale ragione,
sensoriale quale meccanismo operativo nella confusione sessuale di questa specie
potrebbero essere stato sottostimato. Il primo obiettivo del presente E\&iato
quello di determinare se la continua esposizione ai componenti second2i@&8c
eZ812: OH possa indurre adattamento sensor
ad uno dei tre possa stimolare lohedatt am
(adattamento incrociato). Il secondo intento €& stato relativo alla comparazione del
grado di adattamento dopo esposizione delle antenne al componente principale del
feromone ed a miscele di Z2:0Ac, EB12:0Ac e Z812:0OH. Il terzo scopo € stato
di confrontare il comportamento di volo dei maschi in risposta a femmine in fase di
richiamo a seguito di prolungata esposizione alZ&®Ac ed a miscele dei tre

componenti.
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2.2.1b- Grapholita molestaorigine e diffusione
La tignola, originaria della i@a settentrionale (Bovey, 1966; Zocchi, 1980),
fu p O i segnal at a i n Gi appone (1899) e
identificazione e descrizione avvenne solo nel 1916, quando raggiunse il continente
americano. In Europa fu rinvenuta per la prima vaitdtalia (Liguria) intorno al
1920 (Tremblay, 1990); successivamente si diffuse in Nazioni Europee limitrofe
(Francia, Svizzera, Austria, Germania), in Marocco, Australia, Stati Uniti, Canada ed

America meridionale (Argentina).

2.2.2b- Uovo

Si presenta di forma lenticolare e di colore biancastro opalescente alla
deposi zi one, successivamente vira verso
Léultima fase nota come fApunto neroodo  d
larvetta ormapr ont a al |l o sgusci ament o. Le di men

(Tremblay, 1990

2.2.3b- Larva

Il colore puo essere giaHmsato o rossastro. Il capo si presenta piu scuro con
due ampie macchie brune nel |l 6atdeiptto del |
chiara. Il pronoto €& caratterizzato da alcune macchie evanescenti in prossimita del
mar gi ne posteriore e sui lati . L6addome
segmento e pseudo zampe con uncini ambulacrali in numero di 45 per quelle
addbminali e 40 per le anali (Silvestri, 1943). Il pettine anale é di solito munitébdi 4
denti, alcuni dei quali piu piccoli. Le setole dorsali terminali delle zampe toraciche
sono appiattite e lunghe quanto o piu delle unghie (Baker, 1963). Le dimeradlani d
larva variano dai 12 ai 14 mm di lunghezZagmblay, 1990
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2.2.4b- Crisalide
1 colore pu, essere bruno chiaro o r
dorsali a base larga e ben distanziate fra loro ed il cremaster e fornito di setole
unanate (Pollini, 1998). Le dimensioni della crisalide variano dai 6 ai 7 mm di
lunghezza (FigXIll).

FiguraXiIl.- Cr i sal i di ottenute dall 6all evame
2.2.5b- Adulto
Le ali anteriori brunenerastre sono interessate da numerosgobatte
biancastre sul margine costaleeda 41 i nee ondul ate sul mar g

spesso presente una macchiolina biancastra in posizione preocellare. Tale

colorazione B spesso poco evidente e
del | 6 aremtalé masehile,gcaratteristica per la forma delle valve e per i
numerosicornutipr esent i sull 6edeago. Le di mensi o

15 mm di apertura alaf@remblay, 1990)Fig.XIV).
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Figura XIV.- Adulti in allevamento.

2.2.6b- Biologia e comportamento

Lo svernamento ha luogo come larva matura in diapausa imbozzolata per lo
piu sotto la corteccia degli alberi. In Italia compie agevolmente perloméeno 4
generazioni annue. Nelle Regioni meridionali i primi adulti compaiono greeta
mar z o. Ldaccoppi araiorhidallssfarfaliementg ed e spkessp o
preceduto da voli di dispersione. Le uova, una cinquantina per ogni femmina, sono
deposte di preferenza nella pagina inferiore delle foglie e la ovideposizione, che e

influenzata dalla temperatura, dura mediamente 10 giorni. Le larvette neonate

presentano un comportamento fAvagabondo
gi orno per poi penetrare nell 6asse dei
la cui presenza i ndi cata dall 6appassire dell a

penetrazione. Nel germoglio la larvetta compie le prime due eta per passare poi in un

successivo germoglio in cui compie altre due mute; in un terzo germoglio compie la
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quinta ed ultima é Raggiunta la maturita la larva si sposta nei ripari del tronco o
raggiunge il terreno alla ricerca di una protezione in cui si costruisce un bozzoletto e
si incrisalida..

Il danno é generalmente piu grave nelle piante in vivaio ed in quelle nei primi

ami di impianto (Tremhay, 1990).

3.3bMateriali e Metodi

3.3.1b- Insetti
Le crisalidi di G. molestasono state ottenute in laboratorio da una

popolazione suscettibile agli insetticidi (Preé al, 1998). Le larve sono state
allevate su mele non ature, del diametro di-8 cm, che non avevano subito
trattamenti con fitofarmaci (Pree, 198®%jig. XV). Le crisalidi sono state separate
per sesso e poste in gabbie di plexiglas (33 x 33 x 33cm) collocate in camere distinte,
al fine di impedire la coedmsnza dei due sessi tra gli adulti emergéft. XVI ). Le
condizioni di allevamento sono state le seguenti: T = 23°C; UR = 60 %; Fotoperiodo
= 16L:8B.
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Fig. XVI.- Gabbie utilizzate perl sperimentazione
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3.3.2b - Ferononi
I componente principale del feromone @i. molesta(Z)-8-dodecenrl-il
acetato (Z8L2:0Ac) (Roelofet al,, 1969), ed i componenti minoik)-8-dodecenl-
il acetato (E8L2:0Ac) e (Z)8-dodecerl-olo (Z8-12:0H) (Cardeet al,, 1979) sono
stati forniti da Pherobank, Plant Research International, Wageningen, The
Netherlands. Il componente principale del feromonelZ®Ac era chimicamente
puro al 99.0% e conteneva lo 0.2% H)-8-dodecenl-il acetato (ESL2:0Ac).

3.3.3b- Dose feromoné risposta EAS
Léeffetto dd2:0Ae ERLDQAe e A812:0H &ulla risposta

elettroantennografica (EAG) db. molestae stato determinato usando il sistema

EAG Syntech (Hilversum, The Netherlands) descritto da Trimble e Marshall (2007)

(Fig. XVI).Unflussod ar i a di 21/ min veniva ril asci
attraverso un tubo in vetro di 30 cm, sul quale era presente un foro (2imm d

di ametro) posizionato a 10 c¢cm dall dusci't
su rettangoli (1 x 5 cm) di carta filtro Whatman® No. 1 (Whatman International Ltd,
U.K.) sono state collocate sotto cappa p

solvente, ed inserite in una pipetta Pasteur della capacita di ~ 3 ml. La punta della

pi petta veniva inserita nel flusso dobarii
pari a 5ml di aria rilasciava Imaocondbre ne
controll o (i . e. 50 ,8%) (Cdmmerczal Algolmls dnc.,pur o

Brampton, Ontario) e successivamente con 10 dosi crescenti di un componente del
feromone (da Dx10*" a 1,0x102 g) ad intervalli di 1 minuto. La sorgente di odore
venivarinnovata dopo 4 ore. Per ogni componente del feromone sono state saggiate

10 antenne provenienti da altrettanti individui.
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Figura XVI.- Elettroantennografo

3.3.4b - Adattamento sensoriala Z8-12:0Ac, E812:0Ac e Z812:0OH dopo

prolungata esposane ad un componente

Il sistema elettroantennografico ed i metodi descritti da Trimble e Marshall
(2010) sono stati utilizzat.i per indurre
di G. molestaa seguito di continua esposizione delle antenne adkaispe secondarie
del feromone, e per verificare | 6eventua
tre componenti del feromone della specie. Il sistema di somministrazione del
feromone (pheromone sprayer), messo a punto d8ay#d et al, (1999) e
modificato da Trimble e Marshall (2007) per consentire la nebulizzazione del
feromone in etanolo ad aliquote molto bassev(evr o 0, 125 ¢l / mi n) ,
per condizionare i/l flusso doéaria con il
rappresentat.i da una pompa da microdial:

erogatore spray con un tubo in teflon (FEP) ed unrmgéme di funzione che stimola
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