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DIFFUSIONE DI Bacillus thuringiensis BERL, E PROSEETTIVE D'IMPIE=
GO NELLA DIFESA DELLE PIANTE . * .

La diffusione di B.thuringiensis nell'ambiente naturale ed

in particolare in popolazioni di Lepidotteri fitofagi, & stato
finora oggetto di numerose ricerche condotte in diversi paesi al=
lo scaopo di isolare prima e moltiplicare poi, tale microrganismo

e di usarlo come mezzo di lotta specifica e innocua per l'uomo e
per 1'ambiente, '

Infatti i 19 serotipi di questo batterioc finora identificati,
gsono stati isolati da insetti cdon i quali 1'uomo & in continuo con=
tatto; questi insetti si possono trovare in colture agricole, fo=
restzli e peérsino sui frutti e sulle verdure in commercic (Burges
e Hussey,1971; Burges, 1981}. B

La frequente presenza riscontrata di questo batterio ha sugge=
rito approfondite ricerche sulla sua diffusione e sul suo compbr2
tamento negli ambienti naturali (Dulmage e Aizawa, 1982) e cosi si
& potuto accertare che solo in tre specie di insetti B.thuringienm
sis aveva provocato, nell'ampito delle popolazioni; infezioni di
carattere epidemico (Kurstak, 1962;Bulagin,: in Talalaeva 1967;
Burges e Hurst, 1877)

Un altro settore della ricerca condotta su B.thuringiensis &

stato dedicato allo studio e all'identificazione delle varietd e
dei serotipi isolati dai diversi ambienti naturali per verificare

quali fossero guelle rispondenti alle esigenze fitoiatriche.Questa

¥ Ricerca flnan21ata in parte dalla Regione Emilia®*Romagna - II
Dlpartlmento Attivita Produttive Agricoltura e Alimentazione,
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continua ricerca ha permesso di scoprire nuovi ceppi e varieta

che possono essere impiegati contro altri insetti (per es. B.thu=

ringiensis var.israelensis contro le zanzare)oppure che presenta=
no una specificitd tale da garantire pitt sicurezza per .lt'uomo e
per 1'ambiente e maggiore efficacia nei confronti del fitofago an=
che riducendo il numerc dei trattamenti.

Tutte gueste considerazioni ci hanno indotto ad iniziare una
indagine in Emilia-Romagna e in parte del Veneto alloc scopo di

accertare la diffusione di B.thuringiensis nelle popolazioni di

alcuni importanti fitofagi come Ostrinia nubilalis Hbn.{Ilepidopte=

ra; Pyralidae), Lobesia botrana Den. e Schiff, (Lepidoptera;Tortri=

cidae) ecc. e di isolare ceppi indigeni da moltiplicare e da spe=
rimentare nei luoghi e contro le stesse specie fitofaghe da cui
erano stati isolati.

Materiali e metodi

La ricerca & stata condotta su popolazioni di O.nubilalis,

L.,botrana, Cossus cossus L.{lepidopt.;Cossidae)e Laspeyresia mo=

lesta Buck (Lepidopt.; Tortricidae).

1. Reperimento del materiale

I campioni raccolti in campo in diverse localitd, (tab.l)era=
no cogtituiti da stocchi di maise, grappoli d'uva, rami 4di melo e
di pescd*; Si sono prelevate le larve che sono state allevate su
dieta artificiale e tenute in costante osservazione, Man mano che
morivano, sia le larve che le pupe venivano prelevate dai vasi di
allevamento e conservate in frigorifero,

Si sono esaminati complessivamente 11 campioni di QO.nubilalis,
12 di L.botrana, 1 di C.cossus e 1 di L.molesta,
2. isolamentoc di B.thuringiensis

Le larve e le pupe sono state trattate con la tecnica di Weiser
(1977):Hécn0 state disinfettate in superficie mediante immersione
in soluaiphe acquosa di aldeide formica allo 0,5% per 5 minuti e
poi sciaéguate tre volte in acqua sterile,E! stata quindi aspor=
tata la zona situata dietro la capsula cefalica cosl da prelevare

anche negli esemplari gid secchi,l'intestino anteriore e medio.

4 5i ringraziano il Dr R.Barbieri (Consorzic Fitosanitario di Mo=
dena) per i campioni di uva, il Prof,P. Baronio (Istituto di
Entomologia Agraria - Bologna) per le larve di Rodilegno rosso
e il C.E.R. - SIaPA (Galliera-BO) per i campioni di mais.
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Tab. 1 - Fitofago, epoca di raccolta e provenienza dei campioni

esaminati,
Campione Fitofago Epoca  di Provenienza
raccolta

o-1 g%ﬁ-%s 9/82 Ca Morosini (PD)
0-2 " " Bondeno (fE)
o-4 " t Vescovana (PD)
0-5 "o " Polesella (RO)
0-6 " " Galliera (BO)
o-7 n n Polesella (RO)
o-8 " " Galliera (BO)
0-9 n n Polesella (RO)
o-10 n " Cantone (BO)
o-11 " " Cantone (RO)
0-20 1" " Galliera (BO)
ce-1 Cossus 5/82-6/83 | Lugo (RA)

Im-1 %g%gé%%ﬂ&iﬁ 7/83 Galliera (BO)
L-1 %%%% 5/83 Rimini (FO)

-3 u i Roncadello (FO)
I~4 " " Castel d'Argile (BO)
-12 " 6/83 Gavasseto (RE)
L-13 " " Rimini {(FO) °
1-15 " n Rimini (FO)
.~16 1 " Modena

L-17 n n Molinella (BO)
1-19 n " carpi (MO)

-21 n n Nonantola (MO)
L-24 " n Carpi (MO)

I~37 " 7/83 S.Cesarioc (MO)
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Queste sezioni, che avevano uno spessore variabile, a seconda
delle dimensioni dell’insetto, da 0,5 mm a 1,53 mm, sonoc state ap=
poggiate su Nutrient Agar(Merck) precedentemente versato in scato=
le Petri sterili,

Le piastre sono state mantenute a 28-30°C per 2-3 giorni e
dalle colonie batteriche che si sono sviluppate sull'agar, scnoc
gtati prelevati i batteri che sono stati esaminati al microscopio

ottico per individuarne la. natura.le colonie di B,thuringiensis

cosl identificate sono state purificate con tre successivi trapian=
ti e conservatg in frigorifero a 5-6°9C, |
Risultati .

Tt risultati della nostra indagine sono riportati in tab.2.

La presenza di B.thuringiensig & stata appurata osservando al

microscopio ottico i bastoncelli che avevano lunghezza variabile
da 3 a 6 micron. All'internc del bastoncello si potevano notare
la spora ovale = l'endotossina dalla caratteristica forma bipira=
midale, lunga circg quanto la spora: da 0,8-1 H fino a 1,8—2r4 -

E'! stato appurato che inizialmente la produzione di spore e
di endotossine era molto scarsa e solo dopo diversi giorni aumen=
tava fino a prevélere decisamente sul numero delle cellule vegeta=
tive,

La sintomatoloegia degli individui infetti & stata variabile,
ma alcune caratteristiche fisiologiche e iatologiche sono risultas
te comupi a tutte le specie: le larve malate cessavano di nutrir=
si e mostravano un rallentamento dei movimenti. Successivamente
subentrava la paralisi completa dell'apparato digerente e di quel=
1o locomotorio cui seguiva la morte.

I tessuti risultavano inflaceiditi ed il corpo assumeva una

colorazione grigiastra. In alcune specie {(Q.nubilalis, C.gossus)

1a cuticola risultava indenne quindi non clera fuoriuscita dei 1li=
quidi risultanti dal disfacimento delle cellule dell'epitelio inte=
stinale. In L.botrana invece anche la cuticola & risultata danneg=
giata e spesso le larve sono andate incontro a disfacimento guasi
completo. '

Spesso, accanto a questa sintomatoclogia generale,si sono potu=
ti osservare sintomi particolari come per esempio alterazioni del=
lo spessore Ccorporeo (iﬁgrossamenti o strozzamenti) a livello del=
liintestino medio,.
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Tab, 2 - Campioni esaminati e numerc delle larve e delle pupe con=
tenenti B.thuringiensis

Esemplari esaminati Esemplari contenenti
. B.thuringiensis
Campione

Larve Pupe Larve Pupe

o-1 11 4 - 2
o-2 6 1 ' - -
o-4 ' - 2 - -
0-5

0-6
o-7

0-8

o-9

0~10
o-11
0~20 - _ 4 - 2
cc-1 10 -
-1 1
L-1 -
L-3 -
-4 -
L-12 =
1~13
L-15
L-16
L-17
1-19 -
L~21 -
L-24 -
L-37 -
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Accanto a B,thuringiensis spesso si & osservata la presenza

di altri microrganismi:funghi,virus,microsporidi.In particolare

guasi tutti i campioni di L.botrana con B,thuringiensis contene=

vano anche il virus della poliedrosi citoplasmatica (CPV).
Discussione

Attualmente sonc in corso prove sierclogiche in collaborazio=
ne con il Prof., K.Aizawa, per l'identificazione dei serotipi da
noi isolati¥ L'identificazione Gei serotipi costituisce una tappa
fondamentale poiché con tale diagnosi & possibile individuare le
caratteristiche tossicologiche del ceppo isoclatosed in particolare
ge esso produca o meno la pericolosa.P-exotossina al fine di valu=

tarne 1lleventuale importanza fitoiatrica.

I1 B.thuringiensis var., Kurstaki serotipo 3a : 3b che,secondo

le prim= indicazionis& stato rinvenuto nei campioni 0-1 e 0-11,
& quello che oggi si produce per le formulazioni che, si trovano
in commercio, in quanto oltre a manifestare vasta gamma d'azione
nei confronti delle‘larve di lepidotteri, contiene esclusivamente
6-endotossina ed & quindi innocuo per l'uomo e per l'ambiente,

La frequenza di B.thuringiensis nei campioni esaminati, con=

ferma llidea generale del suo ruolo di malattia cronica e non epi=
demica. I.a spiegazione va ricercata nella scarsissima produzione
di spore a cristalli proteici(é—endotossina), che sono responsa=
bili dell'azione tossica del batterio, da parte dei bacilli pre=
senti nel terreno e nei cadaveri degli insetti colpiti, c¢he non
permette 1l'accumule di un potenziale dlinoculo sufficiente a sca=
tenare un'epidemia (Faust e Bulla, 1983).

' L'iscolamento e la produzione di ceppi indigeni potrebbe auw
mentare questo potenziale d'inoculo, cosl da controllare efficace=
mente la specie da colpire, senza perd introdurre‘nell'ambiente
agenti estranei,

Il rinvenimento di altri microrganismi contemporaneamente a

B.thuringiensis pud essere stato concausa della morte degli inset=

ti ed esszere in parte responsabile della variabilitad dei sintomi -
ogsservati.

- f

Questa eventualitd & gid stata segnalata da altri autori e in

% Si ringraziano il Prof. K.Aizawa e il Dr M.Ohba (Kyushu Univer=
sity,Fukucka, Giappone) per la conferma di B,thuringiensis e
1t'identificazione dei serotipi.
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pratica riguarda un effetto sinergico dovuto al fatto che guando
gli insetti sono gid indeboliti da fattori di stress, sia di na=
tura chimica che biologica, diventano pit sensibili all'azione pa=
togena di B,thuringiensis.

in pratica questo fenomeno viene sfruttato miscelando B, thurin=
glensis con piccole dosi di insetticida (Benz, 1971) che serve a
indebolire l'insetto e a renderdo pill vulnerabile,

Questo microrganismo oggi & impiegato in USA, URSS, Asia, Au= -
stralia e nella maggior parte dei paesi europei, sia su essenze
forestali e ornamentali sia su colture eduli e in alcuni di questi
paesi senza periodo di carenza, Attualmente. (gemnnaio 1984&) in Itaw
lia. & in corso di registrazione.

I formulati a base di spore e di eristalli pfoteici sono sta=
ti oggetto di rigorose prove tossicologiche da cui & risultato che
i preparati a base di 8 —endotossina (non. contenenti P -exotossida)
che sono quelli prodotti e impiegati in Occidente, sono innocui
per 1l'uomo, gli animali a sangue caldo, le api (Celli e Giordani,
1966) e altri insetti utili (Dulmage e Aizawa, 1983) .

Le prospettive d'impiego di B.thuringiengis ed i suoi campi

dlapplicazione sono senz'altro destinati ad aumentare e cid com=
porterd un miglioramento delle formulazioni, una maggior prontez=
za dlazione e riduzione dei costi. '
gonclugioni

I reperimenti ed isolamenti da noi effettuati su materiale pro=
veniente da ambienti naturali dell'Emilia-Romagna e del Veneto, ci

consentono di affermare che B.thuringiensis & diffuso in natura

nel nostro Paese., Oltre a confermarne la presenza in O.nubilalis

possiamo citare come ospiti nuovi L.botrama, C.cossus e L.molesta.

E' possibile dungue prevedere un impiego mirato con ceppi di
B.thuringiensis gid presenti negli ambienti dove verranno distri=
buiti,Cié lascia presupporre senz'altro una buona efficacia della

lotta e una maggiore salvaguardia dell'ambiente e dell'uomo.
Riassunto : .

Nell'autunno-inverno 1982 e nella primavera-estate 1983 =ono
stati raccolti campioni di stocchi di mais e grappoli d'uva allo
scopo di prelevare larve e pupe malate di Ostrinia nubilalis Hbn,
(Lepidopt.; Pyralidae) e di Lobesia botrapa Den. e Schiff. (Lepidopt.;
Tbrtricidae)(tab.l). Llintestino anteriore e medio degli esemplari
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.

malati & stato appoggiato su Nutrient Agar Merck e, quando pre=

-

sente, & stato igolato Bacillus thuringiensis Berl.. Questo mi=

~

crorganismo & stato rinvenuto in 4 campioni di O.nubilalis e in

9 di L,botrana. B.,thuringiensis era presente inoltre negli unici

campioni di Cossus cossus L., (Lepidopt.;Cossidae)e di Laspeyresia

molesta Buck (Lepidopt.;Tortricidae)osservati.

Nelle larve di O.nubjilalis uccise da B.thuringiensis la cuti=

-

cola si & presentata intatta, mentre in quelle di L.botrana il di=
sfacimento ha coinvolto anche i tessuti epidermici e B, thuringien=
sis & stato rinvenuto anche esternamente .alle larve distrutte,

La diffusione di B.thuringiensis negli ambienti naturali del

nostro Paese acquista oggi impoxrtanza ancora maggiore poich& nel
nostro Paese‘attualmentE*(gepnaio 1984) & in’ corksc di registrazios
ne il primo preparato a base -di questo microrganismo.
Summary
THE NATURAL OCCURRENCE OF Bacillus thuringiensis BERL, AND ITS
IMPORTANCE IN THE PLANT PROTECTION,

in the autumne-winter 1982 and in the spring-summer 1983 samples
of maize stocks and grapes have been checked for ill larvae and

pupae of Ostrinia nubilalis Hbn.(lepidopt.;Pyralidas) and Lobesia
botrana Den. e Schiff. (Lepidopt.; Tortricidae) (table 1).

The anterior and midgut of the diseased specimens have been
put on Merck's Nutrient Agar and the B.thuringiensis, if present,

was isolated, In 4 of the 11 maize samples B, thuringiensis was

detected; the 12 samples of grapes were all but three with B.thu=

ringiensis.
Furthermore 2 young larvae of Cossus cossus L. (Lepidopt.;

Cossidae) of the 10 specimens originating from cne place and the
only larva of Laspeyresia molesta Buck {LepidoptgTortricidae) re=
sulted to be infected by B.thuringiensis (table 2).

‘gymptoms of the disease cauged by B.thurinqiensis are descri=

bed, Whereas dead larvae of O.,nubilalis have an intact cuticule;
those of L,botrana usually are damaged and B.thuringiensis may

be found near the destroyed larvas.
The importance of the natural occurrence of B.thuringiensis
is discussed, since in Italy, by the time being (January,1984),

the use of this product is not’allowgd,howevar its authorisation

is under examination.
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