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Riassunte

Nell'ambito di una ricerca coordinata sono stati saggiati in laboratorio su larve, adulti di
allevamento e adulti selvaggi di Bactrocera oleae (Gmel.), 59 isolati di Bacillus thuringiensis
procurati in Sardegna e altri 18 provenienti dall'Angola. Sospensioni di spore e cristalli di circa
meta degli isolati sono risultate tossiche per larve o aduiti e solo una decina per ambedue gli
stadi. La mortalith degli adult selvaggi & risultata, per gli stessi ceppi di By, in media due volte
inferiore rispetto agli adulti ottenuti in laboratorio. Solo in qualche caso i supernatanti hanno
determinato mortalitd significative. L'isolato di Bt pitt efficace sugli adulti & stato impiegato in

una prova preliminare di serni-campo con adulti di laboratorio ingabbiati ¢ ha determinato una
bassa mortalitd. : .

Parole chiave: Bactrocera oleae, Bucillus thuringiensis, lotta microbiologica

Summary

Insecticidal activity of isolates of Baeillus thuringiensis on Bactrocera oleae
Gmelin (Dipt. Tephritidae)

In the context of a coordinated research program, 59 isolates of Bacillus thuringiensis obtained
in Sardinia (Ttaly) and 18 isolates from Angola, have been laboratory tested. Experiments were
performed on larvae and on adults (wild and laboratory population) of Bactrocera oleae
(Gmel.). Almost 50% of isalates (spore and crystal suspension) resulted toxic for adulis and
larvae while only a few of them were efficient for both stages. The mortalities on wild adults,
for the same isolates of Bt, were always lower than on lab-adults, on average about twice, Only
in a few cases the supemnatant showed a detectable level of toxicity. A selected isolate of B¢
with the higher efficiency on adults of B. oleae was used in a preliminary field assay on caged
olive plants, and showed a low mortality rate.
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Introduzione

La mosce delle olive {Bactrocera oleae Gmel., Dipt., Tephritidae) & l'insetto pilt dannoso alle
colture olivicale. Gli attacchi in alcune annate pessono essere cost gravi da comprometiere gran
parie della produzione in alcune aree meridionali,

La lotta chimica contro questo fitofago viene effettuata con due modalith: 1) lotta curativa,
trattando completamente Ia pianta con insetticidi endoterapici; 2) lotta preventiva o adulticida,
con trattamenti localizzati con esche proteiche avvelenate. Con questo secondo tipo di lotta &
possibile ridurre di circa 10 volte la quantitd di insetticida utilizzata per ettaro, € diminuire
pertanto gli effetti secondari di ordine ambientale ¢ tossicologico, aumentando la selettivitd nei
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confronti dell'entomofauna utile e riducendo 1 residui di insetticida nell'alio (Delrio, 1995).
L'ampio impiego a livello mondiale e le numerose ricerche condotte sull'efficacia di Bacilfus
thuringiensis su numerosi organismi (Lepidotteri, Ditteri, Coleotteri, Nematodi, ecc.), aprono
nuave prospettive di lotta indirizzate in senso ecologico.

Considerate le scarse notizie sulla efficacia di tale agente nei confronti dei Ditteri Tefritidi, sia
allo stadio di larva (Karamanlidou et al,, 1992) che di adulto (Dancer e Varlez, 1992), si &
ritenuto di grande interesse ampliare le ricerche in tale direzione.

Per questo motivo sono stati iselati da campioni di terreno prelevati in Sardegna e in Africa
(Angola) ceppi di Br per essere saggiati nei confronti del fitofago in questione.

Oltre all'efficacia sul fitofago si & voluto anche saggiare 1a selettiviti nei confronti di uno dei pii
importanti limitatori naturali della mosca olearia, il parassitoide Opins concolor (Szepl.) (Hym.
Braconidae).

Altri temi di ricerca sviluppat nel corso del programma sono stati rivolt all'analisi genetica dei
ceppi aitivi per tutti 1 geni conosciutl (49) e per tentare l'identificazione di nuovi geni non ancora
conosciuti.

In questo lavoro viene riportata una parte dei risultati ottenuti presso PIstituto di Entomeologia
agraria di Sassari sulla tossicitd di Bt su larve e adulti di laboratorio del Dittero e sugli adulti
selvaggi. ' ‘

Materiali e metodi

Gl isolati utilizzati nei biosaggi sono stati ricercati in campioni di terreno, di larve, pupe e adulti
dell'insetto e su campioni di vegetazione e sono stati ottenuti secondo la metodologia di Ohba e
Aizawa (1986). Gli isolati collezionati in Sardegna ammontano complessivamente a 309 di cui
295 provengono dal terreno, 10 dalle pupe e 4 dagli adulti di B. oleae. Alut 54 isolad seno stati
ottenuti da campieni di suolo prelevati in Angola.

Una colonia di ogni isolato & stata seminata in 100 ml di Nutrient Broth in beute da 500 ml
mintenute in agitazione (220 rpm) per 4 giorni alla temperatura di 30 °C. La sospensione
ottenuta, costitnita in maggioranza da spore libere e cristall, & stata centrifugata per 10 minut a
10000 rpm. Quattro-cingne ml di supernatante sono stati conservati per saggiare la tossiciti
delle esotossine prodotte da Bt in fese vegetativa; il pellet dopo lavaggio in acqua sterile & stato
sospeso in circa 3-4 ml di acqua e diluito a 1/100 per la misura della densith ottica. Le
sospensioni le cui dilnizioni davano OD 600 inferiori a 0,9 venivano scartate, mentre quelle con
valori superiori venivano aggiustate all'unith. La concentrazione delle sospensioni utilizzate &
stata misurata con la camera di Thoma ed & risultata di 2x10'

L'allevamento del fitofago & avvenuto in laboratorio su substrat artificiali a 25 °C (Tzanakakis,
1989). In queste condizioni la durata di sviluppo larvale era di circa 11-12 giorni e quella
pupale di circa 10 giomi. I biosaggi sulle larve sono stati effettuati su esemplari al quinto giome
di sviluppo (corrispondente a larve di 11 etd) impiegando 0,4 mi di spore e cristalli di Bf o di
supernatante in 0,6 g di pabulum larvale ed impiegando acqua per il testimone. La mortalitd
larvale & stata contrellata dopo 72 cre.

Le prove sugli adulti sono state effettuate su individui (maschi e femmine) di 1 giorno di eth
tenuti in gruppi di 10 in contenitori di plastica trasparente e alimentati con idrolizzato di lievito
di birra solido € una dieta liquida. Detta dieta veniva somministrata con capillar in vetro da 25

pl riempiti con la sospensione di spore e cristalli o con it supernatante diluiti nel rapporto di 1:1
con una soluzione acquosa di saccarosio al 60%. Con la sostituzione giornaliera dei capillari
veniva rilevatn la mortalith settimanale. I ceppi di Bt risultati pid attivi sono stati sottoposti ad
alcuni saggi su adult selvaggi, usando Ia stessa metodologia,

I tests di tossicitd su Opins concolor sono stati effettuarti su adulti ottenuti in laboratorio ed
allevati sull'ospite di sostituzione Ceratitis capitata Wied.. Le prove soro state fatte con
individui di un giome di eth somministrando la dieta liquida in goccioline zuccherate.

Tutte le prove sono state effettuate con 4 replicazioni e e percentuali di mortalith trasformate
nell'arcseny sono state elaborate con I'analisi della varianza. Nelle tabelle i dati di mortalita
sono stati corretti rispetto alla morialiti del testimone con la formula di Abbott (1925).

1l ceppo risultato piil attive sugli adulti & stato saggiato in una prova preliminare su piante
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ingabbiate utilizzando 1000 aduiti di laboratorio di un giorno di et. Il primo giomo
dell'esperimento & stata irrorata sulle piante una miscela costituita da 100 ml di una sospensione
di spore e i cristalli alla concentrazione di 4,5x10°, da 50 ml di idrolizzato proteico e 7,5 g di
zucchero. Sono state fatte due replicazioni con una pianta testimone in cui veniva irrorata la
stessa quantiti di miscela priva della sospensione di Bt.

Risultati

Sugli adulti di laboratorio sono stati saggiati spore e cristalli di 77 isolati di Br (59 della
Sardegna e 18 dell'Angola) e 29 di essi hanno causato mortalith statisticamente different dal
testimane (p<0,03) dopo una settimana. In genere l'effetto tossico non & risultato elevato, ma in
4 casi & stata rapgiunta una mortalitd superiore al 60% con un valore massimo dell'80%. Su
questo stadio I'effetio letale appare evidente a partire dal 3° giorno e aumenta regolarmente fino
ad una settimana di vita.

Sulle larve allevate artificialmente & stata saggiata solo una parte degli stessi isolati (60) e per 17
di essi sono state osservate differenze significative dal testimone; in un caso & stata raggiunta
una mortalith deli'80% e in alid 3 & stata superata la soglia dell'60%.

I supernatanti sono-risultati meno efficaci delle corrispondenti sospensioni di spore e cristalli
(Tab. 2); solo quello relative all'isolato dotato di maggiore tossicitd sugli adulti ha rivelato una
potenzialitd insetticida elevata,

Tab. 1 - Tossicith di spore e cristalli di 77 isolati di Baciflus thuringiensis su larve e adulti di
laboratorio di Bactracera oleae.

% DI ISOLATI ATTIVI SU
MORTALITA CORRETTA _ ,
(%) LARVE ADULTI
0-20 59,5 33,9
20-40 26,2 45,8
40-60 7,1 13,5
60-80 4.8 6,8
20-100 . 24 0

‘Tab. 2 - Tassicitd dei supernatanti di 77 isolati di Baciflus thuringiensis su larve e adulti di
laboratorio di Bactrocera oleae.

% DI ISOLATI ATTIVI SU
MORTALITA CORRETTA ,
(%) LARVE ADULTI
0-20 80,0 83,1
20-40 16,7 14,3
40-60 | 3,3 1.3
60-80 0 0

80-100 0 1,3
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I valori di mortaliti causati dagli isolati piit attivi sono riportat in tabella 3, In alcuni casi (16 su
60) l'effetto letale & stato osservato solo sughi adult, in altri (6 su 60) solo sulle larve, in altri
ancora (11 su 60) su entrambi gli stadi.

Cinque degli isolati provenienti dalla Sardegna dotati di maggiore attivitd, oltre che su adulii di
laboratorio, sono stati saggiati anche su adulti selvaggi. Anche su questi ultimi le mortalith
rilevate sono risultate statisticamente significative tranne che per un jsolato; esse tuttavia sono

apparse in generale pilt di 2 volte inferiori rispetto a quelle riscontrate sugli adulti di laboratorio
(Fig. 1).

Tab. 3 - Tossicitd di spore e cristalli degli isolati di Baciflus thuringiensis che hanna

determinata su larve o adulti di Bactrocera oleae mortalith statisticamente si gnificative superiori
al 50%.

Montaliti Monalitd
Mortalitd adultia 7 Mortalith adultia 7
Isolati larvale a 72h glorni Isolati larvale a 72h giorni
_ Isolati sardi
- 8§ 151 13,1 71,8 85 40 62 24.3
55 152 15,7 65,6 SS 46 65,5 37,8
5§29 59,3 350 8521 10,2 80
5831 80,5 29,7 5524 12,8 67,5
Isolati dell'Angola
AF5 67,6 14,8 AF21 55,8 62,1
AF 18 50,1 11,1 AR 22 41,2 58,7
Aduld di lnboratorio

Adulfi selvaggi

% MORTALITA'

NREEN

5521 8§ 151 85 152 552 S8 141

Fig. 1 - Confronto fra le tossicith di alcuni isolati sardi di Bacillus thuringiensis su adulti
selvapgi e di laboratorie di Bactrocera oleae.
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La prova preliminare effettuata irrorando una miscela di proteine idrolizzate, zucchero e
sospensione del ceppa dotato di maggiore efficacia direttamente su piante ingabbiate, non ha
permesso di confermare Ia tossicit rilevata in laboratorio (Fig. 2). Infatti 1a mortalitd nelle
gabbie & risultata piuttosto bassa e pari alla meth di quella riscontrata nei contenitori di plastica.
Questa differenza & probabilmente da attribuirsi sia alla possibilith di scelta dell'alimento da
parte delle mosche in natura, sia al fatto che in laboratorio il Bt & statn somministrato
giomalmente, mentre sulle piante & stato irrorato solo all'inizio dell'esperimento.

Gli isolati pill attivi sugli adulti di B. oleae sono stati saggiati anche sul parassitoide Opius
concolor; il 40% di questi & risultato tossico nei confronti deli'entomofago, anche se i valori di
mortalith sono risultat piiy bassi di quelli dell'ospite.

50 . . o
Testimone gl‘:‘g:iecf:lﬂﬂ di

40 4 [1Spore e cristalli
30 -

20 -

% di morfalitd

10 4

50 5 Piante ingabbiate

40

30 4

s di morialitd
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Fig. 2 - Effetti dell'isolato pid efficace di Bf somministrato con soluzione zuccherina agli adulti
di Taboratorio di Bactrocera oleae tenuti in scatole di plastica o irrorato direttamente su piante di
olivo ingabbiate in miscela con esche proteiche e zuccherd.
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Conclusioni

Le ricerche in corso hanno consentito di reperire isolati di B¢ efficaci sugli adulti ¢ sulle larve
della mosca delle olive. Alcuni di guesti isolati si sono rivelati attivi nei confronti delle larve,
altri sugli adulti e solo pochi su ambedue gli stadi. E' probabile che nella tossicita rilevata sui
diversi iselati di B¢ siano ceinvolti geni diversi e/o receltori differenti. L'analisi genetica
consentird di individuare eventuali differenze nel tipe di geni conosciuti della delta-endotossina
nei diversi isolati tossici nei confronti delia mosca delle olive. La loro tossicitd potrebbe essere
attribuita a nuovi geni della endotossina oppure essere dovuta all'effetto congiunto di diversi
tipt di geni. Tl ritrovamento di ceppi attivi sugli adulti potrebbe aprire Ia strada ad applicazioni
dirette contro la mosca delle olive utilizzando il Bt in sostituzione degli insetiicidi nella tecnica
delle esche avvelenate. Tuttavia questi isolati, molto efficact sugli adulti di laboratorie, sono
risultati meno tossici sugli adulti selvaggi e quando irrorati direttamente sulle piante in miscela
con le esche proteiche. Le ricerche continuano per ottenere isolati pin efficaci ¢ individuare i
geni coinvolti. Le esperienze sullOpins concolor hanno dimostrato che & possibile trovare
ceppi di Br dotati di selettiviti soprattutto nei confronti degli entomofagi che potrebbero essere
ateratti dalie esche avvelenate,
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