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RIASSUNTO
5i riferiscona i risultati di una sperimentazione condotta nel 1989 in
un vivaio situsto nelle vicinanze di Firenze sulla persistenza e sulla ef-

ficacis di due preparati commercisli di Bscillus thuringiensis var. Kur-

staki {Bactucide P e Thuricide HP) nei confronti delle larve di 2% geme-
razione di Lobesia botrana. I batteri sono stati distribuiti come sospen-
sione acquosa addizionata di ossicloruro di rame (500 g/hl) e di zolfo ba-
gnabile (300 g/hl) su viti dells cv Sangiovese. Foglie e acini sono sta-
ti esaminati periodicamerte per determinere la percentuale di sopravvi-
venza dei batteri e il grado di infestazione di L.botrana.

I1 numero di spore vitali presenti sulle foglie e sugli acini di vite
& apparso alto in tutti e due i tipi di trettamento negli B giorni succes-
sivi alla distribuzione. Successivamente le spore vitali sono diminuite
drasticamente. Comungue, un numero elevato di spore & stato rilevato sul-
le foglie e, soprattutto, sugli acini 6 settimane depo il trattamento.
In generale, sugli acini la sopravvivenza di Thuricide HP & apparsa mag-
giore di guella del Bactucide.

Quanto alle larve di L.botrana, & stata rilevata un'azione soddisfacen-

te di Thuricide HP, mentre pil modesta & apparsa gquella del Bactucide P.

SUMMARY

Survival of Bacillus thuringiensis Berl. var. Kurstaki on grapes attacked

by Lobesia botrana, in Tuscany.

The resulis of trials carried out during 1989 in Tuscany to test the

Lavoro eseguito nell'ambito dells ricerca sull'impiego dei presidi sani-
tari della Regione Toscana.
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persistence and affectiveness of two commercial preparations of Bacillus
thuringiensis var. Kurstaki (Bactucide P snd Thuricide HP)} against 2nd
generation larvee of Lobesis botrana are referred. Bacteria were applied
as agueous suspensions of wettable powders (100 g/100 1) plus copper oxy-
chloride {500 g/100 1) and sulphur (300 g/100 1) to grapevines cv Sangio-
vese. Leaves and berries were sampled perindically to determine survival
of applied bacteris and infestation of L. botrana.

Recoverable populations of B. thuringiensis in both bacterial treat-
ments were high within B days following the distribution, then bacteria
sharply declined. Mowever, a greast number of viable spores were recovered
from leaves and, especially, from berries 6 weeks after the treatment. In
general, grester persistence was observed for Thuricide HP.

With regerd to the larvae of L. botrans a satisfactory action of Thu-
ricide HP was recorded, while the effectiveness of Bactucide P appeared
less evident.

Tra i fitofagi pib pericolosi della vite un ruolo di primaria impor-

tanza & sanz'altro rivestito dalle Tignole: Eupoecilia ambigquella (Hb.) e

Lobesia hotrana (Den. et Schiff.). Questi due lepidotteri sono ampiamente
distribuwiti nelle diverse regioni italiane e, con 1'eccezione di alcune
zone collinari del Nord Ttalia dave E. ambiguella fa registrare pericolose
infestazioni, la specie duﬁinante & senza dubbio L. botrana la cui danno-

sith & anche legata a possibili sttacchi di Botrytis cinerea Pers.

Nella lotta contro ta "Tignoletta della vite" da tempo si impiegano

preparati a base di Bacillus thuringiensis Berl. Tuttavia, dalle notizie

riportate inm letteratura, ancora limitate appaiono le informazioni sulla vi-
talita del batterio in natura. Infatti, mlle numerose esperienze pratiche
effettuste sull'uso di B. thuringiensis nel controllo di fitofagi dannosi
a piante agrarie e forestali (si ricordsno, tra gli altri, i contri-

buti ¢i De Bellis e Cavalcaselle, 1967; Ronchetti, 1573; Celli et al.,
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18975 e 18980; Trénfaglia e Viggiani, 1576 e 1981; Triggiani, 1979; Niccoli e
Tiberi, 1885), non corrispende una adeguata informazione sulla sopravvivenza
e sulla vitalitd delle spore del batteric dopo la distribuzione in natura
(Triggiani e Sidor, 1982; Niccoli e Pelagatti, 1986).

Le notizie riferite nella presente nota costituiscono un primo cantributo
di uyna pil ampia indegine sulla valutazione dell'efficacia di metodi di lot-
te basati sulla utilizzazione di microrganismi e di feromoni sessuali contro
i principali fitofagi della vite. In particolare, gli Autori discutono i ri-
sultati ottenuti nel corso di osservazioni effettuaste nel 1989 sulla soprav-
vivenza delle spore di B.thuringiensis suv acini e foglie di vite e sulle mo-
dificazioni indotte nell'andamento delle infestazioni di L.botrana, nella se-

conda generazione, in seguito slla morte delle larve causata dal batterio,

MATERIALE E METODI

Le osservazioni sono state svolte in un vigneto di cires S ettari di esten-
sione, compreso in una pil vasta area viticola ubicates nelle vicinanze di Fi-
renze, a circa B0 mgtri di altitudine., Le cultivar presenti erano, in ordine
di importanza, Sangiovese, Trebbiano, Malvasiz s Casnaiolo.

In questa zops ls "Tignoletta” causa, ormai da tempo, danni di rilievo con
perdite sensibili di prodotto, tanto che negli ultimi anni i viticoltori han-
no fatto ricorso, in maniera crescente, alla lotta con insetticidi chimiei
seguendo uno schema d'intervento a “calendario”. Solo alcuni imprenditori a-
gricoli hanno adottato e applicato le innovazioni emerse nel settore fitosa-
nitario, soprattutto se basate sui prinéipi della lotta integrata.

In questa nota si riferisce sulle osservazioni svolte in due parcelle di
circa 1 ettaro, trattate con due diversi formulati commerciali di B.thurin-

gienis: Bactucide P (Bacillus thuringiensis var. Kupstaki, sierctipo H-3A3B,

1600¢ U.T.I./mg di formulato) & Thuricide HP (stesse caratteristiche del
Bactucide).

I due preparati, entrambi in polvere bagnabile, sono stati impiegati alla
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dose di 100g/hl con 1'aggiunta di un adesivante (50g/hl) e dei classici anti-
erittogamici utilizzati per il controllo delle infezioni di peronospora e del
mal bianco: ossicloruro di rame e zolfu bagnabile (500 g e 300 g per ettoli-
tro di acqua, Tispettivamente). Una terza parcella, di pil limitata estensio-
ne ma rappresentgtiva dells promiscuitd delle varietd presentl nel vigneto,
tenuta come testimone, & stata irrorsta con acqua.

I1 6 luglio 1989, subito dopo il picco massimo delle catture nelle trappo-
le a feromone, collocate & dimora gié nelles primavera precedente, & stato ef-
fettyato il trattamento, utilizzando le attrezzature in dotazione all’azien-
da (*).

I rilievi succe§sivi relativi alle infestazioni di Lobesis e alla vitalita.
del Bacillus hanno rigusrdato la cv Sangiovese, in guanto la pib rappresenta-
ta in ciascuna parcella.

Rilievo delle infestazioni di Lobesia botrana

Il giorno precedente 1'intervento & stato effettuato un controllo per ve-
rificare il livello dell'infestazione della "Tignoletta" eseminando B0 viti,
scelte a caso: 20 per ciascuna parcella. In questi rilievi si & tenuto conto
dei "nidi larvali" e della matura del danno a carico degli acini ancora nel-
le prime fasi di accrescimento.

A partire dal 10 luglio, cioké dopo 4 giorni dal trattemento, si sono sus-
sequiti 5 comtrolli: 4 nello stesso mese di luglio (10, 14, 20 e 28) e 1'ul-
timo i1 4 agosto.

In occasiore di ciascun controllo venivano scelte a caso 40 viti per par-
cella e su queste si esaminavano tutti i grappoli, individuando quelli infe-

stati dal tortricide. A questo esame in campo ne seguiva un altro in labora-

(*) S§i ringrazia vivamente il Signor Adorni, proprietaric dell'azienda, per
1z cortese accoglienza e la costante collaborazione nelle operazioni di
campa.
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torio su campioni di grappoli, scelti fra quelli attaccati di ogni parcells,
sui quali si verificsva allo stersoscopio la presenza e la fese di sviluppa
delle larve vive, nonché il numerc di quelle morte. Inoltre sugli stessi
grappoli si controllava il numerc medio degli acini dannepgiati.

Nella valutaziene del livello d'infestazione sono stati sempre esclusi
tutti i grappoli in cui 1'attacco di Lobesia si arrestava alla fase inizisle
e gli scini riuscivano, durante la crescita, a ciestrizzare i tentativi di
penetrazione delle larve.

Rilievo delle popolazioni batteriche

Il controlle del numero dells spore vitali di Bacillus thuringiensis &

stato effettuato subito dopo che la sospensione distribuita era asciugata e
poi a distanza di 1, 4, 6, B, 11 e 14 giorni dal trattamento.

In ciascuno di questi soprsllucghi sono stati preleveti da 3 viti di ogni
parcella, scelte sempre a casn, e poi immediatamente trasportate in labora-
torio, 10 foglie e 3 grappoli. Sei campioni di 12 acini & sei di 10 pezzi di
foglis di circa 2x2 cm (mediamente 80 cm? complessivi, considerando sia la
superficie inferiore che quella superiore), sono stati ripartiti in beute
sterili contenenti 10 ml di tampone fosfete 10 mM a pH 6,8 e 1o 0,1% di so-
dio docecilsolfato, Con le sospensioni batteriche ottenute dopo 30 minuti
di agitazione sono state preparate serie di diluizioni decimali. Aliquote di
0,1 ml di ciascuna di esse sono state distribuite sulla superficie di piastre
Petri, contenenti 20 ml di substrato B di King et al (1954} modificato con
1'aggiunta di actidiocne (70 mg/l). Le piastre sono state collocate in termo-
stato a 27°C e dopo 4B ore si & proceduto al conteggio delle colonie di B.
thuringiensis nel frattempo accresciuvtesi. I1 numero dei battsri & stato ri-
ferito a 1 g di peso fresco {acini) o a 1 cm?® {foglie).

ATSULTATI

Efficacia dei due prodotti nei confronti delle larve di Lobesia botrana
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Nonostante il modesto numero di individui di prime generaziene catturati
nelle trappole a feramone (il valore medic pil elevato, per giorno e per trap-
pola, registrato sgli inizi di luglin, era di 11 esemplari), 1'infestazione

di Lobesia nella seconda generazione B apparsa piuttosto intensa (Tab. 1)

Tabella 1 - Percentuali dei grappoli infestati riscontrate nei 5 controlli
post-trattamento

Data dei Percentuali di greppoli con larve vive
contralli -
Bactucide P Thuricide HP Testimone

10 luglio 25,0 14,3 27,2

14 31,25 26,6 39,3

20 " 31,50 18,4 43,6

28 v 29,5 11,2 56,8

4 agosto 38,3 13,4 58,4

Le percentuali d'infestaziane riscontrate nei 5 controlli posi-trattamento
oscillano intorno a valari ben lontani della soglia di tolleranza che preve-
de un limite messimo di grappoli con larve vive del 10% (Viggiani e Tranfa-
glia, 1975). ‘

I due preparati a base di Bacillus thuringiensis utilizzati nella prova,

hanno mostrato una diversa efficacia nel ridurre il livello d'attacco, inte-
so come percentuale di grappoli con larve vive.

11 Bactucide P, se messo a confronto con il testimone, si & dimostrato
capace di ostacalare lo sviluppo dell'infestazione, senza perd determinare
nel tempo una soddisfacente riduzione dei danni, cosa che invece si & veri-

ficata nella parcella trattata con Thuricide. Infatti da un livello di in-

festazione pre-trattamento del 17,6% si & passati, in occasione del primo
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controllo, quello del 10 lugiio, al 25% e poi ancora in maniera progressiva
fino al 38,3% nel controllo del 4 agosto. Di contro,nells parcella trattata
con Thuricide HP a un primo periodo in cui si registra una crescita dells per-
centuale di grappoli infestati, segue una successiva fase {ultimi 3 control-
1i) in cui 1'infestazione, intesa sempre come grappoli con larve vive, si ri-
duce sensibilmente fino & sfiorare negli vltimi due rilievi quel livelln del
10% che, come riferito, costituisce il limite massimo tollersbile.

Nella parcella testimone invece, cosa tras 1'altro sttendibile, 1'inciden-
za dei grappoli asttaccati & crescivta in meniers progressiva e in occasione

dell'ultimo controllo ha toccato il livello del 58,4%.

Vitalitd delle spore di Bacillus thuringiensis

La presenza di B.thuringiensis & stata rilevata sia sugli acini che sulle
foglie in tutti i rilievi effettuati. In generale 1'andamento delle popola-
zioni del batterio si & mamtenuto entra 1'intervallo di un ciclo logaritmico
per circa B giorni per poi subire un greduale declino. I1 compartamento dei
batteri presenti in ciascuno dei due formulati & apparso sostanzialmente a-
naloge sia sugli acini che sulle foglie, mentre leggermente diverso & risul-
tato 1'andamento del sierotipe H-3A3B in Bactucide P rispetto allo stesso
siergtipo in Thuricide HP (d'cra in avanti, per comoditd di esposizione, in-
dicheremc i batterl presenti nei due formulsti, rispettivamente con le sigle

BH-3A3B ¢ TH-3A3B) (Tab.2).

Tabella 2 - Percentvale di spore di Bacillus thuringiensis sopravvissute
surlle foglie e sugli acini dopo B & 14 giorni dal trattamento*

Tesi Bactucicde P Thuricide HP
Acini: 8 gg 24,7 91,2

14 gg 2,3 4,7
Foglie: 8 gg 21,3 13,7

14 gg 0,56 0,34

* La percentuale di sopravvivenzs & stata calcolsta dividendo il numero di
batteri isolati 8 e 14 giorni dopo il trattamento per il numero di batteri
isolati subito dopo il trattamento e moltiplicando per 100.
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Sugli asini il numero delle spore BH-3A38 non ha subito modificazioni nel-
le prime 24 ore dal trattamento; & diminuito dal 31° al 4° giorno {da 1,7 x 1[)4
al5x 103/5) ed & in seguito aumentato. 5i & mantenuto pressoché costante
fino 811'11° giorno ed & tornato poi a diminuire (3,5 x 102/9 alla fine della
prova). Sulle foglie H-3A3B & subito diminuito de 4,5 x 104 & 2,5 per 103 spo-
re/em?, dopo 24 ore, e & 7,1 X 102il 4° giorna.

E' guindi aumentato leggermente dal 6° all'8° giorno ed & tornato & dimi-
nuire dali'8° al 14° gieorno attestandosi su valori di 2,5 x 102 spore/cm?.

TH-3A3B si & invece mantenuto pressochi costante durante i primi 8 giorni
dalla prova (solo sulle foglie si & osservata una netta diminuzione nelle pri-
me 24 ore). E' poi diminuito fine a circa 1,6 X 1D3 spora/g di acino e 2,4 x
10°/ cm? di foglia.

Successivamente, dal 14° giorno e fino a 36 giorni dope il trattamento,
si & continuato a rilevare, a intervalli di 4 - 5 giorni, la presenza di spo-

re vitali di Bacillus thuringiensis semplicemente imprimendo pezzi di foglia

sulla superficie del substrato B di King v lasciandovi "rotolsre" per 2-3 mi-
nuti 4-5 acini. In tutti i casi & stata rilevata la presenza del hatterio e
anche 1l'ultimo rilievo, effettuato 1'11 agosto, he indicato 1'abbondante pre-

semza di B.thuringiensis sulle foglie e, soprattutio, sugli acini.

CONCLUSIONI

L'adeguata valutazione del potenziale impiego di un microrganismo antago-
nista nella lotta contro "egenti di malattia™, crittogame o insetti, compor-
ta senpre il rilevamento, durante gli esperimenti, delle popolazioni applica-
te in campo, Tali rilievi, oltre a fornire informszioni sulla persistenza del
microrganismo somministrato, consentono di valutare 1'efficacia di formulati
commerciali diversi ed eventualmente di ottimizzare le modalitd di sommini-
strazione al fine di ottenere una migliore e pil duratura copsrtura delle

piante da proteggere. I Tisultati degli esperimenti qui descritti indicano
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(anche se il semplice conteggio delle cellule batteriche vive non & indicati-
vo dell'efficacia di un preparato)} che, nelle condizioni adottate, un numero
significativamente elevato di spore di B.thuringiensis si mantiene vitele
sulle foglie &, soprattutto, sugli acini di vite dzlls cv Sangiovese per al-
meno una settimana. A cid & corrisposte, almeno quando si & impiegato il Thu-
ricide HP, un efficace contenimento della popolazione larvale di Lobesia bo-
trana. Infatti il livello dell'infestazione dope un primo, ma contenuto, in-
cremento & diminuite progressivamente nel tempo, fino ad attestarsi su valo-
ri di poco superiori al limite massimo di tolleranza, Bactucide P, invece,
pur dimostrando una soddisfacente cepacitd nel contenimento dell'sttaceo di
Lobesia, se raffrontato com guello registrato nella parcells testimone, non
ha impedito che questo crescesse nel periodo successivo al trattamenta.

.I risultati ottenuti sulla persistenza delle spore di B.thuringiensis con-
trastano, in parte, con i dsti riportati in letteratura, Al momento possiamo
avanzare due ipotesi esplicative: i) il ricco spparato fogliare dells piante
ha protetto i grappoli, dove la persistenza delle spore batteriche & apparsa
maggiore, dall'aziome insttivente dei raggi ultravioletti; ii) 1'esggiunta di
rame e zolfo slla sospensione distribuita in campo ha forse favorite la so-
pravvivenza del batieric eliminando eventuali microrganismi antagonisti gre-
esistenti. Questi dati comungue , pur con le necessarie verifiche che richie-
dono, suggeriscono la possibilitd di allungare il tempo di sopravvivenza in
campo di B.thuringiensis agendo sulle modalitd di somministraziene e sulla
formulazione dei. prepsrati commerciali.

Circa la diversa efficacia sulle larve di Lobesia dei due preparati, non
disponiamo per il momento di sufficienti elementi per individuare quale o
guali fattori possono aver influito in maniers differente sulla loro attivi-
ta, visto che entrambi contenevano lo stesso sierotipo batterico (H-3A3B) e

che sono state sdottate le medesime metodologie di applicazione.
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