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1. INTRODUZIONE

Uno dei principali problemi dell’agricoltura, sin dalla sua nascita, &
il controllo degli insetti dannosi per le piante coltivate. Nell’ultimo
secolo la lotta e stata condotta mediante I'utilizzo di composti
organici di sintesi. Questi, in un primo momento, hanno
rappresentato un sistema di controllo efficace e lasciato
intravedere una risoluzione definitiva del problema. Ma le
straordinarie capacita di sopravvivenza e adattamento degli insetti
hanno rivelato i limiti di queste tecniche di difesa e, con il tempo,
sono emersi ulteriori problemi direttamente collegati all’utilizzo
degli insetticidi di sintesi. Linquinamento delllambiente
soprattutto ad opera dei composti piu persistenti, I'instabilita
dovuta alla estrema semplificazione degli agroecosistemi e i danni
alla salute dei lavoratori del settore e dei consumatori sono gli
aspetti piu evidenti degli effetti collaterali dell’'uso di queste
tecniche di lotta. La consapevolezza di dover trovare delle
strategie alternative si e fatta strada a partire dagli anni sessanta
del secolo scorso e nell’arco di qualche decennio ha portato alla
definizione di tecniche di difesa piu rispettose dell’ambiente e
della salute pubblica. Hanno contribuito a cio anche l'introduzione
di norme piu restrittive all'impiego delle sostanze di sintesi e la
sempre maggiore attenzione dei consumatori verso prodotti
biologici. Anche I'attenzione verso i processi produttivi rispettosi
dell’ambiente e della dignita dei lavoratori € aumentata nel tempo
e insieme alle problematiche relative alla sicurezza alimentare
hanno determinato, nel nuovo millennio, un incremento delle
forme di agricoltura alternative alla grande agricoltura
industrializzata.

L’agricoltura urbana e le varie forme di agricoltura biologica ne
Sono un esempio.



Secondo la Federazione Internazionale dei Movimenti per
I’Agricoltura Biologica (IFOAM) alla fine del 2015 circa 60 milioni di
ettari nel mondo erano coltivati secondo i metodi dell’agricoltura
biologica, 6,5 milioni di ettari in piu rispetto al 2014. Una crescita,
secondo I'IFOAM, mai registrata prima. Anche |'agricoltura urbana
e destinata a diventare una realta stabile di molte citta dei paesi
poveri e ricchi (Gianquinto e Tei, 2010). Secondo gli autori essa
contribuira alla sicurezza alimentare dei cittadini soprattutto nei
paesi piu poveri e al miglioramento delle loro condizioni di salute.
Il potenziale produttivo dell’agricoltura urbana e i benefici che essa
puo apportare in termini di incremento della biodiversita e
diminuzione delle emissioni dei gas serra sono oggetto di studi
sempre piu numerosi. Uno di questi ha riguardato la citta di
Bologna ed ha dimostrato che se venissero coltivati tutti i terrazzi
e i tetti piani si avrebbe a disposizione una superficie di 80 ettari
che produrrebbe circa 12,495 t di vegetali freschi I’'anno, ossia il
77% del fabbisogno annuo della citta (Orsini et al.,2014).
L’agricoltura urbana e piu in generale le questioni riguardanti
I’ecologia in ambiente urbano hanno assunto negli ultimi anni un
rilievo maggiore che in passato. Ma ad una crescita di interesse su
qguesti temi non & corrisposto una adeguata attivita di ricerca
riguardante la gestione, dal punto di vista fitosanitario, di sistemi
di piccole dimensioni e in ambienti fortemente antropizzati. Le
problematiche e le possibili soluzioni relative alla lotta biologica
agli insetti dannosi in piccoli sistemi sono infatti diverse da quelle
relative alle aziende agricole di medie e grandi dimensioni e vanno
indagati in modo specifico.

L’agricoltura urbana, quindi, non e esente da rischi e tra questi
sicuramente vanno annoverati quelli legati ad un uso improprio
dei fitofarmaci.



L'uso degli estratti vegetali con proprieta insetticide, se efficaci,
potrebbe rappresentare una valida alternativa ai prodotti organici
di sintesi. Tra questi meritano di essere studiati gli oli essenziali.



2. GLI OLI ESSENZIALI.
2.1 Brevi cenni storici sull’uso degli oli essenziali

Sebbene il processo di distillazione come metodo per produrre gli
oli essenziali sia stato usato in Egitto, India e Persia piu di 2000 anni
fa e sia stato migliorato ad opera degli Arabi durante il IX secolo, la
prima testimonianza scritta sulle modalita di estrazione dagli
organi vegetali risale al Xlll secolo ed e dovuta all’opera del fisico
catalano Villanova (Guenther, 1948). Durante il basso medioevo gli
oli essenziali erano prodotti dai farmacisti e i loro effetti
farmacologici erano descritti dalla farmacopea dell’epoca (Bauer
et al., 2001). Cio nonostante, il loro uso in Europa rimase limitato
fino al XVI secolo, quando cominciarono ad essere
commercializzati nella City di Londra (Crosthwaite, 1998). Nel
corso del XVII secolo la produzione degli oli essenziali era un
procedimento ben conosciuto e le farmacie potevano averne a
disposizione anche 15-20 diversi (Gaunther, 1948). Bisogna
attendere pero la fine del XVIII secolo per avere notizie certe
sull’uso di un olio essenziale per scopi medici (Carson e Riley, 1993)
e la fine del secolo successivo per i primi esperimenti sulle
proprieta battericide di queste essenze (Boyle, 1955). Nel corso
degli ultimi due secoli, comunque, I'uso degli oli essenziali a scopo
medico diventa secondario rispetto al loro uso come aromi
nell’industria alimentare e come fragranze nell'industria dei
profumi (Guenther, 1948).

Nell’ultimo mezzo secolo, inoltre, si € andato via via affermando
I'interesse per I'uso degli oli essenziali come prodotti naturali per
il controllo degli insetti dannosi; |'attenzione per questo nuovo
campo d’'impiego e dimostrato dalle migliaia di lavori scientifici
pubblicati sulle riviste specializzate di tutto il mondo (Regnault-
Roger et al., 2012).



2.2 Metodi di estrazione e caratteristiche degli oli essenziali

Gli oli essenziali sono composti naturali di natura complessa
ottenuti mediante distillazione in corrente di vapore,
idrodistillazione, distillazione a secco o spremitura a freddo di
organi vegetali. (European Pharmacopoeia, 2008). Il metodo
classico di estrazione e quello basato sulla distillazione in corrente
di vapore. Usato anche su scala industriale, il metodo richiede
apparati di grandi dimensioni per contenere la biomassa vegetale
da cui estrarre gli oli essenziali ed e molto costoso perché Ia
distillazione richiede elevate temperature. Le essenze estratte
dagli agrumi rappresentano una eccezione a questo metodo:
grandi quantita di prodotto possono essere ottenuti mediante la
spremitura a freddo degli esocarpi dei frutti (Regnault-Roger et al.,
2012). Una variante della distillazione in corrente di vapore e
I"idrodistillazione nella quale il materiale vegetale € immerso in
acqua che viene scaldata fino ad ebollizione. Si genera in questo
caso un flusso di vapore che trasporta l'olio essenziale nel
condensatore e poi nel sistema di decantazione. Metodi piu
moderni di estrazione prevedono l'uso di microonde e di fluidi
come l'anidride carbonica supercritica che trovandosi ad uno
stadio intermedio tra quello gassoso e quello liquido ha elevate
capacita solvatanti (Regnault-Roger et al., 2012).

| differenti metodi di estrazione incidono sulle caratteristiche finali
del prodotto (Chiasson et al., 2001). Gli autori hanno comparato le
caratteristiche chimiche e le proprieta acaricide degli oli essenziali
di Artemisia absinthium L. e Tanacetum vulgare L. estratti
mediante l'uso di microonde, idrodistillazione e distillazione in
corrente di vapore. La diversa composizione chimica, rilevata
mediante gascromatografia, degli oli essenziali estratti in corrente
di vapore rispetto agli altri due metodi di estrazione era all’origine,
secondo gli autori, della loro maggiore efficacia acaricida.

7



Gli oli essenziali vengono estratti da decine di migliaia di piante
diverse appartenenti soprattutto alle famiglie delle Myrtaceae,
Lauraceae, Lamiaceae e Asteraceae (Regnault-Roger et al., 2012).
La sintesi e I'accumulo di queste essenze avviene all’interno di
strutture secretorie diverse nelle varie famiglie: cavita secretrici
nelle Myrtaceae e Rutaceae, tricomi ghiandolari nelle Lamiaceae e
condotti resiniferi nelle Asteraceae e Apiaceae (Rodriguez et al.,
1984). Gli oli essenziali inoltre vengono immagazzinati in organi
diversi nelle diverse specie di piante: nei fiori [bergamotto, Citrus
aurantium L. spp bergamia (Risso & Poit) Wight & Arn], nelle foglie
(citronella, Citronella spp., eucalipto Eucalyptus spp), nel legno
(sandalo, Sandalus spp.), nelle radici (vetiver, Chrysopogon
zizanioides(L.) Roberty), nei rizomi (zenzero, Zingiber officinale
Roscoe; curcuma, Curcuma longa L.), nei frutti (anice, Pimpinella
anisumL.) e nei semi (noce moscata, Myristica fragrans Houtt.)
(Regnault-Roger et al., 2012).

La composizione degli oli essenziali € molto variabile e dipende da
numerosissimi fattori tra cui, come abbiamo visto sopra, anche i
metodi di estrazione. Anche quando il metodo di estrazione ¢ lo
stesso, le variazioni nella composizione degli estratti vegetali sono
la norma. D’altra parte la variabilita nella composizione chimica di
una merce proveniente da estratti vegetali non dovrebbe essere
una sorpresa per tutti gli operatori del settore, come non lo e per
tutti coloro che apprezzano il caffe, il te, il vino o il cioccolato
(Isman, 2006). La composizione chimica degli oli essenziali estratti
da piante della famiglia delle Lamiaceae, per esempio, dipende
dall’ambiente di coltivazione, dai metodi di coltivazione e dalle
condizioni di stress delle piante (Delfine et al., 2005; Russo et al.,
2013). Quella degli oli provenienti dalle specie del genere
Lavandula cambiano a secondo delle parti della pianta analizzata
(Skoula et al., 1996; Gonzales-Coloma et al., 2011), dei fattori
ambientali (Munoz-Bertomeu et al.,, 2007), del metodo di

8



estrazione (Kim e Lee, 2002; Fakhari et al., 2005) e delle specie
utilizzate (Touati et al., 2011). Anche il suolo di coltivazione puo
influire in maniera significativa sulla composizione di un olio
essenziale. Flamini et al. (2011) hanno eseguito uno studio sulla
composizione chimica degli oli essenziali estratti da due
popolazioni di Teucrium flavum L. subsp. flavum presenti su
calcare sul promontorio del Caprione (Liguria orientale) e su ofioliti
fra Nebbia e Gabbro (Colline livornesi). L'olio essenziale ottenuto
dalle piante raccolte su calcare aveva una percentuale di
monoterpeni del 47,7% mentre quelle raccolte su ofioliti del
61,2%; i sesquiterpeni invece erano piu abbondanti nelle piante
raccolte su calcare (42,6%) rispetto alle piante raccolte su ofioliti
(22,7%). E ancora, I'olio essenziale estratto dall’Artemisia vulgaris
L. presenta differenze qualitative e quantitative in funzione del
paese di coltivazione (Govindaraj and Kumari, 2013). La
composizione di quello di Eucalipto dipende dalla specie,
dall’lambiente di coltivazione, dal clima, dalla stagione, dall’eta
delle foglie, dal tipo di suolo e non ultimo dai metodi di
disidratazione del materiale e di estrazione dell’olio essenziale
(Batish et al., 2008). L'olio essenziale di rosmarino estratto da
piante raccolte in due zone diverse dell’ltalia contengono
concentrazioni di 1,8-Cineolo che variano dal 7% al 55% e di o-
pinene dall’11% al 36% (Isman et al., 2007). La grande variabilita
nella composizione degli oli essenziali rende necessaria la loro
caratterizzazione mediante gascromatografia (GC) associata a un
rilevatore di spettrometria di massa (MS) o, molto diffuso, ad un
rilevatore a ionizzazione di fiamma (FID-Flame lonization Detector)
che consentono di determinare le varie miscele di composti
organici. Naturalmente questa variabilita ha importanti
conseguenze sull’attivita biologica di queste essenze tanto che la
produzione e la standardizzazione dei vari prodotti rappresentano
una sfida per questo settore (Regnault-Roger et al., 2012).
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2.3 Biosintesi degli oli essenziali.

Gli oli essenziali sono un miscuglio eterogeneo di numerosi
composti chimici prodotti dal metabolismo secondario delle
piante. In genere sono costituiti da 20-60 composti a differente
concentrazione di cui due o tre rappresentano il 20-70%
dell’essenza mentre gli altri sono presenti in tracce (Bakkali et al.,
2008). | principali costituenti, tutti caratterizzati dall’avere un
basso peso molecolare, sono molecole appartenenti alla famiglia
dei terpeni, dei terpenoidi, ossia terpeni contenenti ossigeno, e in
minor misura dei fenilpropanoidi (Regnault-Roger et al., 2012;
Pichersky et al., 2006). Terpeni e terpenoidi sono i prodotti naturali
piu abbondanti e pit ampiamente diffusi nelle piante (Capasso e
Violante, 2003). Sono composti caratterizzati da una notevole
varieta strutturale costituiti da una o piu unita isopreniche a
cinque atomi di carbonio (Cs), legate tra loro secondo un sistema
detto testa-coda (Capasso e Violante, 2003). Possono essere
distinti in emiterpeni (Cs) costituiti da una singola unita isoprenica,
monoterpeni (Cy) costituiti da due unita isopreniche,
sesquiterpeni (Cis) da tre unita isopreniche, diterpeni (Cy) da
quattro unita isopreniche, sesterterpeni (Cys) da cinque unita
isopreniche diffusi nei microrganismi e i triterpeni (Cso) costituiti da
sei unita isopreniche. Negli oli essenziali sono presenti i composti
piu volatili e profumati, soprattutto monoterpeni e sesquiterpeni
e in minore misura i composti aromatici derivati dal fenilpropano
(fig.2.1). | monoterpeni possono essere regolari, molto piu
comuni, e irregolari e comprendono composti lineari o ciclici. Dalla
struttura base dei monoterpeni regolari attraverso reazioni di
ossidoriduzione si possono formare gruppi funzionali tipici degli
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alcoli, delle aldeidi, dei chetoni, degli esteri ed degli eteri. Anche i
sesquiterpeni possono essere distinti in lineari e ciclici e a seguito
di reazioni di ossidoriduzione si possono formare gruppi funzionali
come per i monoterpeni.
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Figura 2.1. Struttura ch|m|ca di alcuni componenti degli oli
essenziali. Immagine tratta da Bakkali et al., 2008.
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La biosintesi dei terpeni ha origine dall’acido mevalonico (AMV),
presente nelle cellule nella sua forma dissociata il mevalonato
(MVL), un composto a sei atomi di carbonio che si forma dalla
sintesi di tre molecole di acetil-CoA provenienti dal piruvato. |
mevalonato poi e trasformato in isopentenil pirofosfato (IPP) e
guesto infine mediante una reazione reversibile in dimetilallil
pirofosfato (DMAPP). La condensazione del DMAPP con I'IPP
mediante il sistema testa-coda da origine al geranil pirofosfato che
e il precusrore aciclico dei monoterpeni, mentre la successiva
condensazione di una ulteriore unita di IPP da origine al farnesil
pirofosfato che e il precursore dei sesquiterpeni (Capasso e
Violante, 2003). | composti aromatici invece vengono prodotti da
una via biosintetica diversa che ha come intermedio |'acido
shikimico (Regnaul-Roger et al., 2012). | monoterpeni sono i
costituenti piu abbondanti presenti negli oli essenziali (Bakkali et
al., 2008).

2.4 Effetti biologici degli oli essenziali.

A causa del loro elevato numero di costituenti, gli oli essenziali
sembrano non avere bersagli cellulari specifici (Carson et al.,
2002). Nei batteri i meccanismi che portano alla morte cellulare
possono essere i piu disparati. La citotossicita puo essere dovuta
alla capacita di queste essenze di alterare la permeabilita della
parete cellulare e della membrana citoplasmatica in seguito alla
distruzione degli strati di polisaccaridi e fosfolipidi che le
costituiscono (Bakkali et al., 2008). Altre volte la morte cellulare
puo essere causata dalla coagulazione del citoplasma (Gustafson
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et al., 1998) o avvenire in seguito ai danni riportati dalle molecole
lipidiche e proteiche (Burt, 2004). Nelle cellule degli eucarioti gli oli
essenziali possono provocare danni alle membrane mitocondriali
che diventano permeabili in modo abnorme; cido conduce alla
morte della cellula in seguito a necrosi o per apoptosi (Yoon et
al.,,2000; Armstrong, 2006). Alcuni studiosi hanno messo in
evidenza la capacita di molti monoterpeni di raggiungere ed essere
incorporati all'interno delle membrane biologiche per alterarne la
funzionalita dinamica (Turina et al., 2006), mentre altri hanno
studiato i cambiamenti nella composizione degli acidi grassi delle
membrane quando vengono attuate colture cellulari in terreni di
crescita contenenti sostanze presenti negli oli essenziali (Di Pasqua
et al., 2006). Le proprieta citotossiche dei componenti degli oli
essenziali rendono queste essenze potenzialmente efficaci per
combattere non solo organismi unicellulari procarioti come i
batteri, ma anche protozoi (Monzote et al., 2006), funghi (Hammer
et al., 2002) acari (Rim e Jee, 2006) e insetti (Regnault et al., 2012;
Masetti, 2016). L'attivita insetticida degli oli essenziali € dovuta a
meccanismi d’azione diversi a causa della enorme varieta di
molecole presenti in queste essenze e cid conferma quanto gia
detto a proposito dell’attivita citotossica. Kostyukovsky et
al.,(2002) hanno studiato i meccanismi d’azione di due oli
essenziali estratti da piante aromatiche coltivate in Israele efficaci
per combattere insetti dannosi alle derrate immagazzinate. Gli
autori hanno dimostrato che i due costituenti piu abbondanti
hanno una attivita inibitoria sull’enzima acetilcolinestrerasi solo ad
elevate concentrazioni. Essi inoltre svolgono un ruolo chiave
nell’attivazione dei recettori dell’octopamina, un
neurotrasmettitore, che probabilmente in questi insetti determina
la distensione addominale fondamentale per i movimenti
respiratori e la muta. Gli autori, inoltre, hanno dimostrato il ruolo
degli oli essenziali sul sistema octopaminergico studiando anche
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gli effetti che questi hanno su culture di cellule epidermiche
addominali di Helicoverpa armigera (Hubner 1808). Il ruolo di
alcuni componenti degli oli essenziali di legarsi ai recettori
dell’octopamina impedendo al neurotrasmettitore di svolgere
correttamente la propria funzione e stato dimostrato in uno studio
condotto sugli insetti Periplaneta americana (Linnaeus 1758),
Camponotus pennsylvanicus De Geer e Blattella germanica
(Linnaeus 1776) (Enan, 2001). Alcuni oli essenziali sono noti per
inibire i citocromi P450, una super famiglia di enzimi che svolgono
un ruolo fondamentale nel processo di detossicazione
dell’organismo da agenti esogeni ed endogeni e che in molti casi
sono coinvolti nell'insorgenza di resistenza agli insetticidi
(Regnault-Roger et al., 2012). Altri ricercatori hanno individuato
numerosi recettori implicati nella trasmissione degli impulsi
nervosi che rappresentano siti target per numerosi monoterpeni
presenti negli oli essenziali (Hiugnard et al., 2008). Infine altri
costituenti di queste essenze come per esempio il terpinen-4-ol e
il 1,8-cineolo inibiscono I'’enzima acetilcolinesterasi (Regnault-
Roger et al., 2012). | meccanismi d’azione quindi sono molto
diversificati e cio dovrebbe ritardare I'insorgenza del fenomeno
della resistenza che invece € molto frequente quando si usano gli
insetticidi di sintesi (Koul et al., 2008).

2.5 Impiego degli oli essenziali come insetticidi.

Gli insetticidi di origine vegetale giocano ancora un ruolo
marginale nel controllo degli insetti dannosi alle derrate
immagazzinate e nella protezione delle colture in campo. Solo una
manciata di prodotti hanno raggiunto il mercato in Europa e negli
Stati Uniti negli ultimi venti anni (Isman, 2008). Tuttavia la sempre
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maggiore attenzione per la salute dei cittadini e I'inquinamento
dell’ambiente stanno creando nuove opportunita per I'uso degli
insetticidi botanici. Gli oli essenziali e i loro costituenti potrebbero
essere utilizzati come mezzo di difesa delle derrate alimentari e
delle piante coltivate in tutte quelle situazioni in cui la salute e il
benessere dei cittadini e degli animali hanno un ruolo di primaria
importanza. Nei paesi ricchi potrebbero svolgere un ruolo
fondamentale nella produzione degli alimenti biologici e nel
controllo dei parassiti che provocano danni nei giardini, negli orti
famigliari e urbani o che infestano gli animali domestici. Nei paesi
poveri potrebbero giocare un ruolo anche superiore ai prodotti
chimici di sintesi dato I’enorme patrimonio vegetale da cui queste
essenze possono essere estratte e il contributo che la conoscenza
indigena e la pratica tradizionale possono dare per la produzione
alimentare locale (Isman, 2008). Naturalmente l'uso di queste
sostanze andrebbe supportato da studi scientifici rigorosi che
dovrebbero riguardare la loro efficacia e la tossicita verso 'uomo
e gli organismi no target. Nonostante gli studi siano nel complesso
ancora pochi e sono svolti soprattutto da ricercatori di paesi poveri
alcuni di essi confermano la potenzialita che questi prodotti
possono ricoprire in un prossimo futuro nella protezione delle
piante coltivate e delle derrate alimentari. Kesdek et al.,(2015)
hanno testato la tossicita acuta di alcuni oli essenziali ottenuti da
14 piante diverse appartenenti ai generi Achillea, Origanum,
Artemisia e Thymus su Leptinotarsa decemlineata Say e hanno
riscontrato un tasso di mortalita che va dal 2% al 100%. Wang et
al.,(2006) in un lavoro condotto sulla repellenza e sull’efficacia
fumigante dell’olio essenziale estratto da Artemisia vulgaris contro
Tribolium castaneum (Herbst),un insetto dannoso alle derrate
immagazzinate, hanno riscontrato che Ila mortalita puo
raggiungere il 100% degli insetti se si aumenta il tempo di
esposizione e la concentrazione del trattamento. Batish et
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al.,(2008) affermano che gli oli essenziali estratti dal genere
Eucalyptus sono conosciuti da centinaia di anni per la loro
proprieta battericide, fungicide e antisettiche. Gli autori, pur
ammettendo un’azione sinergica tra i vari composti che formano
qgueste essenze, individuano nel 1,8-Cineolo la molecola che li
caratterizza e che conferisce loro le proprieta biocide. Kumar et al.,
(2012) hanno condotto uno studio sull’attivita insetticida per
contatto e sull’efficacia fumigante dell’olio essenziale estratto dall’
Eucalyptus globulus Labill. contro la mosca domestica (Musca
domestica Linnaeus 1758). Gli autori, pur ottenendo buoni risultati
in tutti i saggi, hanno riscontrato sia sulle larve che sulle pupe una
maggiore efficacia fumigante dell’olio essenziale rispetto alla sua
tossicita per contatto. Ko et al.,(2009) dopo aver valutato la
tossicita per contatto e I'efficacia fumigante dell’olio essenziale
estratto dalla Melaleuca cajuputi Powell contro Sitophilus zeamais
Motschulsky e Tribolium castaneum concludono che questo olio
essenziale puo rappresentare una valida alternativa all’uso dei
prodotti chimici di sintesi. Lee et al., (2001) hanno scoperto che
anche l'olio essenziale estratto da Rosmarinus officinalis L. e
tossico contro Sitophilus oryzae (L.) e cio € dovuto alla elevata
presenza in questa essenza dell’1,8-Cineolo, caratteristica questa
che lo accomuna agli oli essenziali estratti dalle piante del genere
Eucalyptus. L'efficacia insetticida dell’olio essenziale di rosmarino
e I'azione sinergica dei suoi due maggiori costituenti, 1,8 Cineolo e
Camphor, su Trichoplusia ni (Hubner1803) sono stati studiati da
Tak e Isman (2015). Secondo gli autori a volte gli effetti di un olio
essenziale dipende da quello dei suoi maggiori costituenti, ma cio
non sempre € vero in quanto anche il contrario € possibile;
I’efficacia di un olio essenziale non €& la semplice somma
dell’efficacia dei singoli costituenti in quanto tra questi possono
esserci effetti sinergici e antagonisti. Anche i singoli composti
presenti negli oli essenziali sono stati studiati per valutarne
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|’efficacia insetticida. Kordali et al.,(2007) hanno verificato
I"efficacia insetticida di 30 monoterpeni contro le larve e gli adulti
di Leptinotarsa decemlineata. | ricercatori hanno scoperto che il
Myrcene ha una elevata tossicita contro tutti gli stadi larvali del
coleottero, che trai monoterpeni ossigenatil’1,8-Cineolo € uno dei
composti piu tossici contro gli adulti e che il Limonene causa il
100% di mortalita degli adulti della dorifora dopo 24 ore
dall’esposizione.

2.6 L’afide verde del pesco: ciclo biologico, danni provocati e
strategie di difesa.

Il Myzus persicae Sulzer , un insetto della famiglia Aphididae
dell’ordine Hemiptera, € uno degli afidi piu importanti in
agricoltura se non altro per la sua straordinaria versatilita nel
trasmettere virosi agli ospiti secondari (Masutti e Zangheri, 2001).
E un piccolo insetto di 2-3,5 mm, di colore verde diffuso in gran
parte del mondo. Svolge un olociclo eteroico tra |'ospite primario,
il pesco, e numerosi ospiti secondari. Sverna come uovo sul pesco,
primario privilegiato nei nostri climi, e su rosacee affini, o anche
come forma attera su ospiti secondari sopravvissuti al freddo o
coltivati in luoghi riparati o perfino su prodotti immagazzinati
come le patate (Masutti e Zangheri, 2001). Nell’'olociclo, le
fondatrici, a partire dal mese di marzo, colonizzano le gemme
rigonfie del pesco e danno origine a tre successive generazioni di
virginopare. Queste provocano danni a carico delle foglie e dei
germogli che risultano completamente accartocciati e in seguito
anche a carico dei piccoli frutti che crescono irregolarmente
(Pollini et al., 1988). Le forme alate che compaiono sempre piu
numerose nel corso della primavera sono in grado di diffondere
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I'infestazione sugli oltre 400 ospiti secondari. Nell’ltalia
settentrionale il fogliame del pesco e completamente
abbandonato entro il mese di giugno, mentre in quella meridionale
e nell’area mediterranea cio avviene gia in aprile-maggio (Masutti
e Zangheri, 2001). Sugli ospiti secondari si avvicendano diverse
generazioni di virginogenie dapprima attere e poi alate che
diffondono l'infestazione. L'ospite primario viene rioccupato a
secondo dei climi da settembre a dicembre da maschi alati e
ginopare. | danni che I'afide verde del pesco provoca sugli ospiti
secondari sono dovuti soprattutto alla trasmissione di oltre 100
virosi diverse; particolarmente gravi sono quelle trasmesse alla
patata, alla barbabietola e al tabacco (Masutti e Zangheri, 2001).
Anche se i nemici naturali dell’afide verde del pesco sono molto
numerosi, (adulti e larve di coleotteri coccinellidi, larve di
neurotteri crisopidi ed emerobidi, di ditteri sirfidi e cecidomidi,
larve di Allothrombium fuliginosum Her. ecc) essi intervengono
guando le colonie sono molto sviluppate e hanno gia causato i
danni (Pollini et al., 1988). A causa dell’elevata pericolosita
dell’afide verde del pesco si preferisce intervenire precocemente
sulle fondatrici o sulle fondatrigenie quando ancora non hanno
causato accartocciamento fogliare e non hanno attirato schiere di
predatori e parassiti. Secondo il Disciplinare di Produzione
Integrata 2016 della Regione Emilia Romagna la soglia di
intervento e:

-3% di germogli infestati in pre e post-fioritura per le nettarine

-3% di germogli infestati in pre-fioritura, 10% di germogli infestati
in post-fioritura per le pesche e le percoche

| principi attivi e il numero degli interventi autorizzati dal
Disciplinare di Produzione Integrata sono riportati nella tabella
seguente (tab 2.1).
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Tabella 2.1. Sostanze attive e numero di interventi ammessi.

Sostanze (1) (2) |Limitazioni d’uso e note
attive(s.a.)

. *
Fluvalinate 1 ( ) Solo in pre fioritura se nell’anno precedente

non stiano stati usati acaricidi

Spirotetramat 1 (*) A partire dalla scamiciatura

Imidacloprid 1(*) (**)Ammessi solo contro afide verde

Thiamethoxam 1(*)(**) 2 (*) Solo dopo fioritura

Acetamiprid 2

Clothianidin 1((™)

Pirimicarb (*) (*) Si consiglia di sospendere I'uso a 30 giorni dalla
raccolta
Flonicamid 1(*) (*) Ammesso solo contro afide verde

Sali potassici di
acidi grassi

(1) N. massimo di interventi anno per singola s.a., o per sottogruppo, indipendentemente

dall’avversita
(2) N. massimo di interventi per gruppo di s.a., indipendentemente dall’avversita

La lotta all’afide verde del pesco, quindi, fa un largo uso di prodotti
chimici di sintesi e tra questi di insetticidi neonicotinoidi come
I"Imidacloprid, il Clothianidin, il Thiamethoxam e I’Acetamiprid che
hanno mostrato di avere una scarsa selettivita verso gli organismi
utili presenti negli agroecosistemi (Goulson et al., 2015).
Sicuramente questo ha rappresentato uno stimolo per
sperimentare nuovi prodotti che all’efficacia abbinassero una
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maggiore selettivita verso gli organismi utili. Alcuni di questi studi
hanno riguardato gli oli essenziali. Ricci et al., (2010) hanno
verificato che I'effetto repellente del 1,8-Cineolo su M. persicae e
Brevicoryne brassicae L. poteva raggiungere il 100% quando il
composto era usato alla massima concentrazione del 2,5%.
Petrakis et al.,(2014) hanno verificato che tutti gli oli essenziali
estratti da piante della famiglia delle Lamiaceae riducono Ia
longevita e la fecondita dell’afide verde del pesco. Un risultato
simile e stato ottenuto da Tomova et al.,(2005) usando I'olio
essenziale di Tagetes minuta L. contro tre specie di afidi tra cui il
M.persicae. La riduzione della fecondita poteva raggiungere il
100% dopo 5 giorni dall’esposizione. Pinheiro et al.,(2013) hanno
valutato invece |'efficacia insetticida dell’olio essenziale estratto
da Cymbopogon winterianus Jowitt nei confronti di Frankliniella
schultzei (Trybom 1910) e M. persicae. La sperimentazione ¢ stata
condotta utilizzando ninfe di M. persicae poste su foglie di cavolo
poste all’interno di capsule Petri che dopo il trattamento venivano
chiuse con il proprio coperchio. In questo modo i ricercatori hanno
ottenuto una mortalita dell’afide verde del pesco del 96.9%.
Faraone et al., (2015), infine, oltre a studiare I'efficacia insetticida
di alcuni oli essenziali e loro componenti hanno valutato 'effetto
sinergico che gueste essenze possono avere se miscelati con
insetticidi di sintesi. Hanno scoperto che gli oli essenziali di
Lavandula angustifolia Mill. e di Thymus vulgaris L. hanno un
notevole effetto sinergizzante sull’insetticida Imidacloprid mentre
diminuiscono I'efficacia dell’insetticida Spirotetramat.
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3. MATERIALI E METODI

3.1 Scopo della ricerca

Il presente lavoro & stato condotto per valutare [I'efficacia
insetticida per contatto di alcuni oli essenziali e loro componenti.
Questi composti rivestono nelle piante un ruolo importante nel
limitare gli attacchi di microorganismi fungini e batterici e nella
difesa dagli insetti fitofagi (Bakkali et al., 2008, Isman, 2000). Gli oli
essenziali inoltre sono poco persistenti nelllambiente e
possiedono una bassa tossicita acuta e cronica verso 'uomo e gli
organismi utili che popolano gli agroecosistemi (Koul et al., 2008).
| trattamenti sono stati eseguiti per via fogliare su piante di pisello
su cui erano allevate neanidi di Myzus persicae. L’efficacia
insetticida e stata valutata rilevando la mortalita a 24, 48 e 72 ore
dal trattamento.

La scelta del M. persicae come insetto target e dipesa dal fatto che
qguesto fitofago, estremamente polifago, € uno dei piu dannosi e
difficili da controllare in agricoltura. Inoltre era particolarmente
adatto al tipo di sperimentazione che si era deciso di condurre in
guanto I'insetto puo essere allevato solo su piante in attiva crescita
e non in vitro su substrati ad hoc. Di conseguenza i trattamenti
sono stati eseguiti irrorando le piante ospiti con le miscele
opportunamente preparate, per simulare il piu possibile le
condizioni di campo.

3.2 Prove preliminari

Alla fine del primo anno di dottorato, dopo accurata ricerca
bibliografica, sono state condotte prove preliminari al fine di
mettere a punto una strategia per saggiare adeguatamente la
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tossicita degli oli essenziali. Allo scopo gli afidi allevati in camera di
crescita venivano trasferiti sulle foglie di piante di Solanum
melongena L. allevate in serra. Gli insetti venivano confinati
all’interno di clip cages da me costruite per consentire il conteggio
successivo al trattamento e per evitare perdite di insetti a causa
del trattamento stesso (fig3.1).
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Figura 3.1. Clip cages con afidi su piante di melanzana.

Questa modalita di condurre la ricerca si e rivelata
particolarmente problematica. In primo luogo la melanzana ha un
ritmo di crescita molto lento e per ottenere piante idonee ad
essere infestate erano necessari oltre due mesi di tempo. Inoltre
I"utilizzo delle clip cages limitava la penetrazione del trattamento
all'interno delle stesse dove erano presenti gli afidi. Questo
rappresentava un problema non trascurabile dovendo saggiare
prodotti che agiscono per contatto. Visti i risultati e gli ostacoli
incontrati in questa prima fase sperimentale si & deciso, in accordo
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con il coordinatore, di trovare una valida alternativa all’uso delle
piante di melanzana. La strategia alternativa e stata individuata al
mio rientro da un periodo di quattro mesi di studio all’estero
presso I’Universita di Malta utilizzando le piante di Pisum sativum
L.

3.2.1 Allevamento di Myzus persicae Sulzer su Pisum sativum L.

Le piante di pisello, coltivate in due camere di crescita del
Dipartimento di Scienze Agrarie dell’Universita di Bologna, sono
state quindi utilizzate sia per I'allevamento dell’afide verde del
pesco sia per ottenere piantine da infestare su cui effettuare i
trattamenti.

L’allevamento (fig3.2) e stato realizzato in ambiente controllato
alla temperatura di 20°C, con una umidita relativa del 50-70% e
con un fotoperiodo L:D=16:8.
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Figura 3.2. Camera di crescita con contenitori
per allevamento dell’afide verde.

Per I'allevamento sono stati utilizzati:
-agriperlite con funzione di substrato
-vaschette di plastica trasparente: altezza 6,5 cm, lunghezza 18,5

cm e larghezza 11,5 cm
-contenitore delle vaschette: altezza 13,5 cm, lunghezza 34,5cm e

larghezza 22 cm
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-coperchio del contenitore con rete anti-insetto

-barattolo di vetro con capacita di 600 ml

-cilindro grande in plastica trasparente: altezza 8 cm e diametro di
10cm

-cilindro piccolo in plastica trasparente: altezza 4 cm e diametro
3,2¢cm

-semi di Pisum sativum L.

-forbici

-pinzetta entomologica

Per ottenere le piante di pisello da infestare con |’afide verde sono
state riempite le vaschette di plastica trasparente di agriperlite (un
cilindro grande pieno di agriperlite per vaschetta). Sull’agriperlite
sono stati distribuiti i semi di pisello (un cilindro piccolo pieno di
semi per vaschetta). | semi poi sono stati ricoperti da un piccolo
strato di agriperlite (un cilindro grande pieno di agriperlite per tre
vaschette). Queste tre vaschette sono state collocate all’interno
del contenitore grande, dove, usando il barattolo di vetro, & stata
aggiunta I'acqua (600ml). Questa quantita d’acqua era sufficiente
per garantire la germinazione e la sopravvivenza delle piantine. A
guesto punto il contenitore e stato chiuso con il coperchio retato
e collocato nella camera di crescita. Dopo quattro giorni, quando i
germogli erano appena sviluppati, si € proceduto all’'infestazione.
Allo scopo sono state prelevate alcune piantine infestate da un
allevamento precedente tagliandole alla base e sono state
depositate nelle vaschette con i nuovi germogli di pisello. Gli afidi
sono migrati sulle nuove piantine dove si sono nutriti e riprodotti.
Dopo tre giorni dal trasferimento 'infestazione delle piantine era
compiuta(fig3.3).
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Figura 3.3. Allevamento di Myzus persicae
su pisello.

Le operazioni sono state ripetute ogni settimana con le modalita
sopra descritte per avere sempre afidi a disposizione per infestare
le piantine di pisello utilizzate per valutare l'efficacia degli oli
essenziali.

Le piantine di pisello da infestare (fig.3.4) su cui poi eseguire i
trattamenti sono state coltivate nell’ altra camera di crescita con i
seguenti parametri fisici:
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-temperatura di 25°C
-umidita relativa del 50-70%
-fotoperiodo L:D=16:8

Figura 3.4. Pianta di pisello isolata dal substrato.

Per eseguire ogni singola prova sperimentale 150 semi di P.
sativum sono stati piantatiin 75 vasi (quindici in piu del necessario)
alti 7 cm e con base quadrata di 6 cm di lato, riempiti di agriperlite.
| vasi poi sono stati collocati in 5 contenitori grandi in plastica
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trasparente la cui dimensione sono riportate sopra. In ogni
contenitore sono stati versati 1,2 | di acqua sufficienti a soddisfare
le esigenze delle piantine per l'intera durata della prova.

3.2.2 Principi attivi e oli essenziali utilizzati

E’ stata valutata I'efficacia insetticida di quattro principi attivi
normalmente presenti in numerosi oli essenziali - Limonene ,
Eucaliptolo (1,8-Cineolo), Myrcene e Canfora (Camphor) - e di otto
oli essenziali in cui questi principi attivi sono presenti in elevata
concentrazione. L'olio essenziale di Artemisia € stata ricavato da
Artemisia vulgaris L.,una pianta della famiglia delle Asteraceae.
L'olio essenziale di Canfora e stato ricavato da Cinnamomun
canphora (L.) J. Presl., una pianta della famiglia delle Laureaceae.
L’olio essenziale di Limone e stato ricavato dagli esocarpi dei frutti
di Citrus limon (L.) Burm. f. , una pianta della famiglia delle
Rutaceae. L'olio essenziale di Eucalipto e stato ricavato da
Eucalyptus globulus Labill., una pianta della famiglia delle
Mirtaceae. L'olio essenziale di Cajeput e stato ricavato dalla
Melaleuca cajuputi Powell, una pianta della famiglia delle
Mirtaceae. L'olio essenziale di Rosmarino & stato ricavato da
Rosmarinus officinalis L., una pianta della famiglia delle Lamiaceae.
La composizione di questi oli essenziali e stata determinata grazie
al contributo della Prof.ssa Stefania Benvenuti del Dipartimento di
Scienze della Vita dell’Universita degli Studi di Modena e Reggio
Emilia che ha eseguito le analisi gascromatografiche (tab.3.1.).
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Tabella 3.1. Composizione chimica degli oli essenziali%.

Composti LRI Artemisia OE Canfora OE Limone OE Eucalipto OE Cajeput OE Rosmarino OE
a-Thujene 926 0.06 0.36 0.11
a-pinene 933 0.13 5.44 1.91 4.23 1.84 23.17
camphene 947 2.41 0.08 0.07 9.44
sabinene 973 1.58 2.76 1.92 0.23

B-pinene 975 0.10 12.11 0.48 0.31 5.09
myrcene 992 0.93 1.51 0.67 0.64 0.88
a-phellandrene 1004 0.52 0.40 0.34 0.09
a-terpinene 1016 0.10 0.14 0.74

p-cymene 1025 | 0.96 7.30 1.03 5.05 5.35 3.04
limonene 1032 | 0.47 68.42

1,8-cineolo 1033 44.67 87.82 73.31 21.45
Cis-ocimene 1038 0.06

Trans-ocimene 1048 0.36 0.10

y-terpinene 1059 | 0.20 23.26 7.55 1.15 1.53

terpinolene 1088 3.13 0.32 0.24 0.07
Trans-sabinene hydrate 1100 1.40

linalool 1101 0.11 1.94 0.99
a-thujone 1110 | 64.81

B-thujone 1118 | 9.98

Trans-pinocarveol 1139 | 041

camphor 1147 | 14.27 0.12 23.85
borneol 1167 | 0.53 0.23 2.97
Terpinen-4-ol 1178 | 0.57 3.40 3.07 0.05
o-terpineol 1191 2.70 0.18 0.14 6.13 2.45
myrtenal 1195 | 0.44

Cis-carveol 1230 | 0.07

neral 1245 0.77

geranial 1275 1.40

Bornyl acetate 1289 1.47
carvacrol 1299 0.34
Neryl acetate 1368 0.31

Geranyl acetate 1386 0.20

B-caryophyllene 1425 0.17 0.54 0.63
Trans-o-bergamotene 1440 0.34

o-humulene 1460 0.11
Caryophyllene oxide 1593 0.59
TOTALE 96.98 96.41 98.98 99.93 96.22 96.81
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La prof.ssa Stefania Benvenuti, inoltre, ha eseguito anche le analisi
che hanno consentito di determinare la composizione chimica
degli oli essenziali delle varieta Carmagnola e Felina di Canapa
sativa L.(tab.3.2).

Tabella 3.2. Composizione chimica degli oli essenziali delle varieta
di Canapa sativa Carmagnola e Felina.

Composti LRI Carmagnola% Feline%
a-thujene 925 0.10 0.14
a-pinene 932 9.16 19.21
camphene 946 0.21 0.31
B-pinene 974 3.84 6.44
myrcene 992 35.36 31.13
o-phellandrene 1004 0.32 0.46
3-carene 1009 0.38 0.52
a-terpinene 1015 0.27 0.35
Limonene 1027 5.58 2.28
1,8 cineolo 1029 0.31 0.28
Cis-ocimene 1037 0.30 1.07
Trans-ocimene 1047 3.09 7.65
y-terpinene 1057 0.23 0.32
terpinolene 1087 9.84 12.20
linalool 1099 0.32 0.29
Fenchol 1112 0.15

Terpinen-4-ol 1177 0.13 0.21
o-terpineol 1190 0.12

B-caryophyllene 1425 16.07 8.46
o-bergamotene 1440 0.18 0.72
a-humulene 1460 5.41 3.30
alloromadendrene 1467 0.32 0.31
B-selinene 1492 0.78 0.42
o.selinene 1500 0.78 0.35
-bisabolene 1510 0.93 0.22
y-cadinene 1524 0.29

Germacrene B 1566 0.11

Caryophyllene oxide 1592 1.16 0.62
TOTALE 95.74 97.27
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Di gueste due varieta Si fornisce anche il
gascromatogramma(fig.3.5)

Cannabis essential oils phytochemical analysis
Gaschromatogram Carmagnola cultivar EO
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Figura 3.5. Analisi fitochimica degli oli essenziali di Canapa sativa.
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3.3 Emulsionanti ed insetticidi di sintesi utilizzati

| singoli principi attivi, ad esclusione della Canfora, e gli oli
essenziali sono stati miscelati con emulsionanti non ionici per
poter essere dispersi in acqua prima del trattamento.
L’emulsionante utilizzato in undici prove e stato il Tween 20
(polyoxyethylene sorbitan monolaureate-E432). In una sola prova
sono stati utilizzati altri emulsionanti come il Ricinoleato e
L’Emulan. La scelta del Tween 20 e dovuta alla sua bassa tossicita
acuta e cronica. Hopper et al. (1949) e Bartsch et al. (1976) hanno
verificato che la dose letale (LD50) nel topo e superiore a 20g/kg
di peso corporeo. Molti studi sulla tossicita subacuta e subcronica
dimostrano che l'unico effetto sia la diarrea (EFSA,2015). Per
qguanto riguarda la genotossicita tutti gli studi hanno dato un
responso negativo ad eccezione di quello condotto da Odunola et
al.(1998) sui batteri. Infine per quanto riguarda la tossicita cronica
e la carcinogenicita numerosi studi dimostrano che i polysorbati
non sono carcinogeni quando sono applicati sulla pelle (EFSA,
2015) Gli emulsionanti sono stati utilizzati sempre in dose doppia
rispetto a quella dei principi attivi e degli oli essenziali. In una prova
e stato utilizzato come controllo chimico [linsetticida
neonicotinoide Imidadacloprid (f. c. Confidor 200 SL) alla dose
indicata in etichetta.

3.4 Metodi
Dopo aver valutato i tempi di crescita delle piantine nella camera
di crescita si e deciso di procedere alla semina dei piselli il lunedi

per ottenere piante da infestare sufficientemente sviluppate il
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sabato seguente. |l sabato mattina si procedeva alla selezione delle
piante ottenute, eliminando la meno adatta da ogni vaso e
all'isolamento delle stesse dal substrato di agriperlite mediante un
foglio bianco di carta fissato al vaso con nastro adesivo. Questa
operazione era necessaria per evitare la caduta degli afidi nel
substrato che avrebbe reso impossibile il conteggio (fig.3.4).

A questo punto utilizzando gli afidi allevati nell’altra camera di
crescita si procedeva all'infestazione delle singole piantine
collocando con un pennello entomologico un afide adulto su
ognuna di esse. A distanza di circa 48 ore dall’'infestazione,
I’adulto, che aveva avuto tempo sufficiente per riprodursi, veniva
rimosso da ogni singola piantina e si procedeva al conteggio delle
neanidi presenti su ognuna di esse (fig3.6). Terminato il conteggio
e la numerazione delle singole piante si dava inizio ai trattamenti.

Figura.3.6. Neanidi di afide verde del pesco su foIia di pisello.
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Questi sono stati effettuati utilizzando gli oli essenziali e alcuni loro
principi attivi a concentrazioni differenti sia singolarmente che in
combinazione tra loro. La preparazione delle miscele insetticide
veniva realizzata la mattina stessa dell’intervento aggiungendo agli
oli essenziali o ai singoli principi attivi una dose doppia di
tensioattivo non ionico come il Tween 20, e in una prova I'Emulan
e il Ricinoleato. Le diverse miscele venivano disperse in acqua e
poste in flaconi di polietilene di 100ml| dotati di un erogatore
orientabile dal dosaggio medio di 0.140ml(fig.3.7). Solo la prova
con la Canfora non ha richiesto l'uso degli emulsionanti. La
Canfora, la cui solubilita in acqua e di circa 1g/L, e stata utilizzata a
concentrazioni che vanno dallo 0.01% allo 0.1%.

Figura.3.7. Contenitore ed erogatore per i trattamenti.
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Le singole piante venivano trattate con cinque erogazioni, una
dall’alto e quattro facendo ruotare il vaso di 90°, in modo da
ottenere una uniforme bagnatura.

Ogni singolo esperimento e stato svolto utilizzando 60 piantine
infestate, divise in tre blocchi da 20 piante controllate
rispettivamente a 24, 48 e 72 ore dal trattamento. Ogni blocco era
costituito da 5 tesi con 4 piante per tesi. Le 4 piante delle differenti
tesi di ogni singolo blocco sono state poste in 5 vaschette diverse
e collocate in ambiente controllato (fig.3.8)

Figur'a 3.8. Piante infestate per ogni tesi.
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Tabella 3.3. Prove effettuate.

Tweenl%

Tween2%

Prov | Tesi 1 Tesi 2 Tesi 3 Tesi 4 Tesi 5

d

1 Controllo Acqua | Tween 20% Limonenel%+ Limonene5%+ Limonenel0%+
deionizzata Tween2% Tween10% Tween20%

2 Tween 10% Mircene0.5%+ Mircenel%+ Mircene5%+

Tweenl10%

Tween 10%

Eucaliptolo0.1%+
Tween0.2%

Eucaliptolo0.5+

Tweenl%

Eucaliptolo1%+

Tween2%

Eucaliptolo5%+
Tween10%

deionizzata

Tween6%

Tweenl12%

arino
Artemisia)+Twee

n6%

4 Limonenel%+Mi | Limonenel%+Eucal | Eucaliptolol%+Mi | Lim1%+Mirl%+E | Lim2%+Mir2%+E
rcenel%+Tween | iptolo 1%+ rcene ucl%+Tween6% | uc2%+Tweenl2
2% Tween2% 1%+Tween2% %

5 Controllo Acqua | Lim1%+Mirl%+Euc | Lim2%+Mir2%+Eu | Lim1%+Mirl%+E | Lim2%+Mir2%+E
deionizzata 1%+ 2%+ Tweenl12% ucl%+Canfora+T | uc2%+Canfora+T

Tween6% ween6% weenl2%
6 Canfora 0.01% Canfora 0.025% Canfora 0.05% Canfora 0.075% Canfora 0.1%
7 Emulan 10% Ricinoleato 10% Limonene5%+ Eucaliptolo5%+ Mircene5%+
Ricinoleato10% Ricinoleato10% Ricinoleato10%

8 Controllo Limone Limone Eucalyptus Eucalyptus
Confidor OE1%+Tween2% OE2%+Tweend% G.1%+Tween2% | G.2%+Tweend%
(Imidacloprid)

9 Controllo Rosmarino Rosmarino Cajeput Cajeput
Tweend% OE1%+Tween2% OE2%+Tweend% 0il1%+Tween2% | 0il2%+Tweend%

10 Controllo Artemisia Artemisia2%+Twe | CanforaOE1%+T | CanforaOE2%+T
Tweend% 1%+Tween2% end% ween2% ween4%

11 Controllo Canapa Canapa Canapa Canapa
Tweend% Felinal%+Tween2 | Felina2%+Tweend | Carmagnola Carmagnola

% % 1%+Tween2% 2%+Tweend%
12 Controllo Acqua 1%(Lim.Mir,euc)+ 2%(Lim,Mir,Euc)+ | 1%(Limone,Rosm | 1%(Limone,Eucal

ipto,Artemisia)+

Tween6%
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3.5 Analisi statistica

Per ciascun intervallo di esposizione (tempo di contatto) le
percentuali di mortalita osservate nei diversi trattamenti sono
state trasformate angolarmente e analizzate tramite ANOVA. In
caso di differenze significative rilevate dallANOVA e stato
utilizzato il test HSD di Tukey per i confronti multipli tra i
trattamenti.

Qualora anche a seguito della trasformazione angolare
permanessero deviazioni dalla normalita o eteroscedasticita, le
percentuali di mortalita sono state analizzate con test non
parametrico di Kruskal-Wallis seguito, in caso di differenze
statisticamente significative, da test di Dunn per i confronti
multipli.

Tutte le analisi sono state eseguite con il software Statistica 6
(Statsoft Inc.) fissando il livello di significativita allo 0,05%.
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4. RISULTATI E DISCUSSIONE

4.1 Risultati

La mortalita degli afidi nelle diverse prove e stata determinata
conteggiando gli insetti morti rispetto al totale a 24, 48 e 72 ore
dal trattamento.

| prova: Limonene

Nella tabella (tab.4.1.1) sono riportate le percentuali medie di
mortalita riscontrate nelle cinque tesi.

Tabella 4.1.1. Mortalita media di tre emulsioni a diversa
concentrazione di Limonene.

Tesi | Trattamento %Mortalita a %Mortalita a 48h | %Mortalita a Media
24h 72h
1 | ControlloAcqua 5.7 20.6 16.1 14.1
deionizzata 3
p) Controllo Emulsionante 47.4 80.0 58.3 61.9
Tween 20% bC
3 Limonenel%+Tween2% 30.0 27.0 17.6 24.9
b
4 Limonene5%+Tween10% 82 9 406 500 578
d
5 Limonenel0%+Tween20% 667 577 775 673
cd
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Testimone non Tween 202 Limonene 126 Limonene5%o Limonene
trattato + Tween 2% +Tween 102 10% 0+ Tween
20%0

Figura 4.1.1. Mortalita a 24 h dal trattamento di tre emulsioni a
diversa concentrazione di Limonene. Lettere diverse indicano
differenze statisticamente significative, ANOVA (F;15=37,81;
p<0,0001) seguita da test HSD di Tukey per i confronti multipli
(p<0,05).

100%

90%

80%

70%

60%

50%

40%

30%
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10%
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Testimone non Tween 20% Limonene 1% + Limonene5%  Limonene 10%+
trattato Tween 2% +Tween 10% Tween 20%

Figura 4.1.2. Mortalita a 48 h dal trattamento di tre emulsioni a
diversa concentrazione di Limonene. L'ANOVA (F415=1,08;
p<0,400) non ha rilevato differenze statisticamente significativi tra
i trattamenti.
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Figura 4.1.3. Mortalita a 72 h dal trattamento di tre emulsioni a
diversa concentrazione di Limonene. Il test HSD di Tukey, eseguito
dopo I"’ANOVA (F415=3,08. p=0,049) non ha rilevato differenze
significative (p<0,05).

La bassa mortalita (5.7%) riscontrata nel testimone a 24 ore dal
trattamento e statisticamente significativa rispetto a tutte le altre
tesi. La piu alta mortalita osservata nella tesi 4 (Limonene5%+
Tween10%) risulta statisticamente significativa rispetto alle tesi 1
(Testimone trattato con acqua deionizzata), 2 (Tween al 20%) e 3
(Limonenel%+Tween2%). A 48h e a 72h dal trattamento, pero, i
dati relativi alla mortalita non sono statisticamente significativi. E’
interessante notare come la mortalita media delle tesi 2 (Tween
20%) e 5 (Limonenel0%+ Tween al 20%) abbia valori molto simili.

Il prova: Myrcene
Nella tabella (tab.4.1.2) sono riportate le percentuali medie di
mortalita riscontrate nelle quattro tesi.
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Tabella 4.1.2. Mortalita media di

concentrazione di Myrcene.

tre emulsioni

a diversa

Testimone Tween Mircene 0.5%+

Tween 1%o

Mircene 1%+
Tween 2%

Mircene 5%+
Tween 10%o

Tesi | Trattamento %Mortalita a 24h | %Mortalita a 48h | %Mortalita a Media
72h
1 TestimoneTween10% 52.1 58.6 83.7 64.8
3 b
2 Mircene0.5%+Tween1% 4.4 6.3 10.0 6.9
b d
3 | Mircenel%+Tween2% 21.9 15.0 35.7 24.2
ab ab
4 Mircene5%+Tween10% 418.8 56.9 58.5 54.7
a b
100%0
90%b0
80%0
70%
60%0
50%06 =
40%0
30%0
o ab
0o I .

Figura 4.1.4. Mortalita a 24 h dal trattamento di tre emulsioni a
diversa concentrazione di Myrcene. Lettere diverse indicano

differenze

statisticamente

significative,

ANOVA

(F3,12=8,61}

p=0,0026) seguita da test HSD di Tukey per i confronti multipli

(p<0,05).
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Tesimone Tween 10%Mircene 0.5%+ Tween Mircene 1%+ Tween Mircene 5%+ Tween
1% 2% 10%

Figura 4.1.5. Mortalita a 48 h dal trattamento di tre emulsioni a
diversa concentrazione di Myrcene. Il test di Dunn eseguito dopo
il testo non parametrico di Kruskal-Wallis (Hs16=10,92; p<0,012)
non ha riscontrato differenze significative tra i trattamenti.

100%
90%
b
80%
70%
b
60%
50%
40% F19)
30%
20%
10% = I
0% . . .
Tesimone Tween Mircene 0.5%+ Mircene 1%+ Mircene 5%+
10% Tween 1% Tween 2% Tween 10%

Figura 4.1.6. Mortalita a 72 h dal trattamento di tre emulsioni a
diversa concentrazione di Myrcene. Lettere diverse indicano
differenze statisticamente significative, ANOVA (F315=8,57;
p=0,0015) seguita da test HSD di Tukey per i confronti multipli
(p<0,05).
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La bassa mortalita a 24 ore dal trattamento riscontrata nella tesi 2
(Myrcene 0.5%+ Tween1%) e statisticamente significativa rispetto
alle tesi 1 (Tweenl0%) e 4 (Myrcene 5%+ Tweenl0%). Il
trattamento con Myrcene all’1% della tesi 3 non e statisticamente
significativa sia rispetto alla tesi 2 che alle tesi 1 e 4. A 48 ore dal
trattamento non si riscontra alcuna significativita mentre a 72 ore
si conferma la stessa significativita riscontrata a 24 ore dal
trattamento.

lll prova: Eucaliptolo
Nella tabella (tab.4.1.3) sono riportate le percentuali medie di
mortalita riscontrate nelle cinque tesi.

Tabella 4.1.3. Mortalita media di quattro emulsioni a diversa
concentrazione di Eucaliptolo.

Tesi | Trattamento %Mortalita a %Mortalita a 48h | %Mortalita a Media
24h 72h

1 | Controllo Tween10% 43.8 65.8 72.0 60.5
d

2 | Eucaliptolo0.1%+Tween0.2% | () 0.0 5.9 2.0
b

3 | Eucaliptolo0.5%+Tweenl% | 1 g 12.1 2.6 55
b

4 Eucaliptolo1%+Tween2% 0.0 0.0 13.3 4.4
b

g | Eucaliptolo5%+Tween10% | 7 @ 18.4 4.2 10.1
b
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Tween 10% 0.1%+ Tween 0.5%+ Tweeen 1%+ Tween 5%+ Tween
0.2% 1% 2% 10%

Figura 4.1.7. La mortalita a 24 ore dal trattamento di quattro
emulsioni a diversa concentrazione di Eucaliptolo € estremamente
ridotta e non e possibile eseguire alcuna analisi statistica.
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Tween 10% 0.1%-+ Tween 0.5%+ Tweeen 1%+ Tween 5%+ Tween
0.2% 1% 2% 10%

Figura 4.1.8. Mortalita a 48 h dal trattamento di quattro emulsioni
a diversa concentrazione di Eucaliptolo. LANOVA (F,;9=1,15;
p<0,360) non ha rilevato differenze statisticamente significativi tra
i trattamenti.
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0.2% 1% 2% 10%

Figura 4.1.9. Mortalita a 24 h dal trattamento di quattro emulsioni
a diversa concentrazione dell’Eucaliptolo. Lettere diverse indicano
differenze statisticamente significative, ANOVA (F;15=11,93;
p<0,0002) seguita da test HSD di Tukey per i confronti multipli
(p<0,05).

In questa prova la mortalita nel controllo € molto piu elevata
rispetto alle tesi trattate con dosi diverse di Eucaliptolo. Tale
mortalita diventa statisticamente significativa a 72 ore dal
trattamento. E’ interessante notare come la mortalita nella tesi 1
(Tween 10%) sia sempre maggiore di quella della tesi 5
(Eucaliptolo5%+ Tween10%) sia a 24 ore che a 48 e 72 ore dal
trattamento.

IV prova: Miscela di principi attivi

Nella tabella (tab.4.1.4) sono riportate le percentuali medie di
mortalita riscontrate nelle cinque tesi.
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Tabella 4.1.4 Mortalita media di cinque differenti emulsioni di

principi attivi.

Tesi | Trattamento %Mortalita a | %Mortalitaa | %Mortalita a | Media
24h 48h 72h
H (o) H (o) o)
1 Limonenel%+Mircenel%+Tween2% 167 3 13 412 297
1 (o) H (o) 0,
p) Limonenel%+Eucaliptolo%+Tween2% 16.7 36.8 38.1 30.5
1 (o) H o, (o)
3 Eucaliptolo1%+Mircenel1%+Tween2% 0.0 0.0 44.4 14.8
1 (o) 1 o) (o) 0,
4 Lim1%+Mirl%+Eucl%+Tween6% 267 696 667 543
H (o) 1 (o) (o) (o)
5 Lim2%+Mir2%+euc2%+Tween12% 179 811 923 638
100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20% |
1% | | Ii_l_
0% T

Lim 1%+ Mirc Lim 1%+ Euc
1% + Tween 1% + Tween
4% 4%

Euc 1%+ Lim 1%+ Mirc Lim 2%+ Mirc
Mirc1% + 1%+ Euc 1% + 2%+ Euc 2% +

Tween 4%

Tween 6%

Tween 12%

Figura 4.1.10. Mortalita a 24 h dal trattamento di cinque differenti
emulsioni di principi attivi. LANOVA (F51,=0,15; p<0,929) non ha
rilevato differenze statisticamente significative tra i trattamenti.
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Figura 4.1.11. Mortalita a 48 h dal trattamento di cinque differenti
emulsioni di principi attivi. Il test non parametrico di Kruskal-Wallis
(H316=7,32; p=0,062) non ha rilevato differenze statisticamente
significative tra i trattamenti.
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Figura 4.1.12. Mortalita a 72 h dal trattamento di cinque differenti
emulsioni di principi attivi. LANOVA (F415=1,84; p=0,174) non ha
rilevato differenze statisticamente significative tra i trattamenti.
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In questa prova non si riscontrano differenze significative tra le tesi
a 24,48 e 72 ore dal trattamento. La mortalita delle tesi 4 e 5 pero
aumenta notevolmente a 48 e a 72 ore dal trattamento e
raggiunge il 92.3% nella tesi trattata con la miscela al 2% dei singoli

principi attivi.

V prova: Miscela di principi attivi con aggiunta di Canfora

Nella tabella (tab.4.1.5) sono riportate le percentuali medie di
mortalita riscontrate nelle cinque tesi.

Tabella 4.1.5. Mortalita media di quattro differenti emulsioni di

principi attivi e Canfora.

Tesi | Trattamento %Mortalita a | %Mortalitaa | %Mortalita | Media
24h 48h a72h

1 Controllo Acqua deionizzata 0.0 0.0 0.0 0.0

2 Lim1%+Mirc1%+Eucl%+Tween6% 17.5 7.3 10.5 11.8
b

3 Lim2%+Mir2%+euc2%+Tween12% 19.3 17.6 28.3 21.7
b

4 3%(Lim+Mir+Euc)+Canfora+Tween6% 8.2 13.6 14.5 12.1
b

5 6%(Lim+Mir+Euc)+Canfora+Tween12% 30.0 54.0 36.8 40.3
d
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Figura 4.1.13. Mortalita a 24 h dal trattamento di quattro
differenti emulsioni di principi attivi e Canfora. Il test non
parametrico di Kruskal-Wallis (Hs16=1,79; p=0,617) non harilevato
differenze statisticamente significative tra i trattamenti.
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Figura 4.1.14. Mortalita a 48 h dal trattamento di quattro
differenti emulsioni di principi attivi e Canfora. Lettere diverse
indicano differenze statisticamente significative, ANOVA
(F31,=10,35; p=0,0012) seguita da test HSD di Tukey per i confronti
multipli (p<0,05).
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Figura 4.1.15. Mortalita a 72 h dal trattamento di quattro
differenti emulsioni di principi attivi e Canfora. L'ANOVA
(F312=2,42; p=0,117) non ha rilevato differenze statisticamente
significative tra i trattamenti.

In questa prova si riscontra una maggiore mortalita nella tesi 5. Il
trattamento con la miscela di principi attivi al 2% con I’aggiunta
della Canfora e risultata piu efficace e statisticamente significativo
rispetto a tutte le altre tesi a 48 ore dall’intervento. Le tesi 2 e 3,
inoltre, corrispondono alle tesi 4 e 5 della prova precedente. Come
si puo notare la mortalita media questa volta € sensibilmente
inferiore: 11.8%(Tesi2) e 21.7(Tesi3) rispetto ad un 54.3%(Tesi4) e
63.8%(Tesi5) della IV prova.

VI prova: Canfora

Nella tabella (tab.4.1.6) sono riportate le percentuali medie di
mortalita riscontrate nelle cinque tesi.
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Tabella 4.1.6. Mortalita media di cinque diverse concentrazioni di

Canfora
Tesi | Trattamento %Mortalita a 24h | %Mortalita a 48h | %Mortalita a Media
72h
(o)

1 | Canfora001% 0.0 2.2 6.9 3.0
2 | Canfora0.025 0.0 0.0 1.8 0.6
3 | Canfora0.05 0.0 0.0 0.0 0.0
4 | Canfora0.075 3.1 0.0 2.3 1.8
5 | Canfora0.1 0.0 0.0 6.7 2.2
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0% I h

Canfora Canfora Canfora Canfora Canfora
0.01% 0.025% 0.05% 0.075 0.1%

Figura 4.1.16. Mortalita a 24 h dal trattamento di cinque diverse
concentrazioni di canfora. La mortalita e estremamente ridotta e

non e possibile eseguire alcuna analisi statistica.
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Figura 4.1.17. Mortalita a 48 h dal trattamento di cinque diverse
concentrazioni di Canfora. La mortalita € estremamente ridotta e
non e possibile eseguire alcuna analisi statistica.
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Figura 4.1.18. Mortalita a 72 h dal trattamento di cinque diverse
concentrazioni di Canfora. La mortalita e estremamente ridotta e
non e possibile eseguire alcuna analisi statistica.

Fra tutte le prove effettuate questa e quella in cui si e riscontrato
la piu bassa mortalita. Le cinque tesi non hanno evidenziato alcuna
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efficacia insetticida e non sono risultate significativamente

differenti tra loro.

VIl prova: Emulsionanti con principi attivi

Nella tabella (tab.4.1.7) sono riportate le percentuali medie di
mortalita riscontrate nelle cinque tesi.

Tabella 4.1.7. Mortalita media di due emulsionanti uno dei quali
(il Ricinoleato) usato per disperdere tre principi attivi.

10%

Tesi | Trattamento %Mortalita a %Mortalita a 48h | %Mortalita a Media
24h 72h

1 | Fmulan10% 59.3 66.7 100.0 75.3

2 | Ricinoleato 10% 41.2 23.8 31.9 32.3

3 Limonene5%+ Ricinoleato 114 362 486 321
10%

4 Eucaliptolo5%+Ricinoleato 35.3 33.3 14.3 27.6
10%

5 Mircene5%+ Ricinoleato 130 273 176 193
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Figura4.1.19. Mortalita a 24 h dal trattamento di due emulsionanti
uno dei quali (il Ricinoleato) usato per disperdere tre principi attivi.
Il test non parametrico di Kruskal-Wallis (H420=8,846; p=0,0651)
non ha rilevato differenze statisticamente significative tra i
trattamenti.
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Figura4.1.20. Mortalita a 48 h dal trattamento di due emulsionanti
uno dei quali (il Ricinoleato) usato per disperdere tre principi attivi.
L’ANOVA (F415=1,29; p=0,318) non ha rilevato differenze
statisticamente significative tra i trattamenti.
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Figura4.1.21. Mortalita a 72 h dal trattamento di due emulsionanti
uno dei quali (il Ricinoleato) usato per disperdere tre principi attivi.
L’ANOVA (F31,=0,48; p=0,703) non ha rilevato differenze
statisticamente significative tra i trattamenti.

aaaaa

Fig. 4.1.22. Fitotossicita dell’emulsionante Emulan.
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In questa prova al posto del Tween sono stati saggiati altri due
emulsionanti, 'Emulan e il Ricinoleato. Quest’ultimo é stato usato
sia tal quale sia come emulsionante del limonene, del mircene e
dell’eucaliptolo. La differenza di mortalita tra le varie tesi non €
statisticamente significativa. L'elevata mortalita riscontrata nella
tesi 1 (Emulan 10%), soprattutto a 72 ore dall'intervento dove
raggiungeva il 100%, e stata provocata dalla fitotossicita del
prodotto (fig.4.1.22.).

VIl prova: Oli essenziali e Confidor

Nella tabella (tab.4.1.8) sono riportate le percentuali medie di
mortalita riscontrate nelle cinque tesi.

Tabella 4.1.8. Mortalita media degli oli essenziali di Limone e
Eucalyptus a due diverse concentrazioni e del neonocotinoide

Confidor.
Tesi | Trattamento %Mortalita a %Mortalita a 48h | %Mortalita a Media
24h 72h

1 | Controllo Confidor 100.0 100.0 100.0 100.0

2 | Limone 24 .4 40.5 22.2 29.0
0.E.1%+Tween2% a a ab

3 | Limone 32.6 37.3 56.1 42.0
0.E.2%+Tweend% a a b

4 | Eucalyptus 21.1 26.2 16.7 21.3
G.1%+Tween2% ab a ab

5 | Bucalyptus 3.9 2.6 0.0 2.2
G.2%+Tweend% b b a
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Figura 4.1.23. Mortalita a 24 h dal trattamento degli oli essenziali
di Limone e Eucalyptus a due diverse concentrazioni e del
neonicotinoide Confidor. Lettere diverse indicano differenze
statisticamente significative, ANOVA (F51,=4,62; p=0,0226) seguita
da test HSD di Tukey per i confronti multipli (p<0,05).
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Figura 4.1.24. Mortalita a 48 h dal trattamento degli oli essenziali
di Limone e Eucalyptus a due diverse concentrazioni e del
neonicotinoide Confidor. Lettere diverse indicano differenze
statisticamente significative, ANOVA (Fs:,=8,77; p=0,00237)
seguita da test HSD di Tukey per i confronti multipli (p<0,05).
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Figura 4.1.25. Mortalita a 72 h dal trattamento degli oli essenziali
di Limone e Eucalyptus a due diverse concentrazioni e del
neonicotinoide Confidor. Lettere diverse indicano differenze
statisticamente significative, ANOVA (F31,=9,09; p=0,00205)
seguita da test HSD di Tukey per i confronti multipli (p<0,05).

Nel rilevamento eseguito a 24 ore, il trattamento con l'olio
essenziale di Limone all'1% e 2% provoca una mortalita che e
statisticamente superiore rispetto all’intervento con Eucalyptus G.
al 2%. Anche a 48 ['efficacia di quest’ultimo intervento e
significativamente inferiore a tutte le altre tesi. A 72 ore
I'intervento con l'olio essenziale di Limone al 2% e
significativamente piu efficace dell’intervento con Eucalyptus G. al
2%. L'insetticida Confidor ha provocato una mortalita del 100%
degli insetti in tutte le tesi.

IX prova: Oli essenziali di Rosmarino e Cajeput

Nella tabella (tab.4.1.9) sono riportate le percentuali medie di
mortalita riscontrate nelle cinque tesi.
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Tabella 4.1.9. Mortalita media degli oli essenziali di Rosmarino e
Cajeput a due diverse concentrazioni.

Testimone  Rosmarino 1% Rosmarino 2% Cajeput oil 1% Cajeput oil

Tween 4%

+ Tween 2% + Twenn 4% + Tween 2%

2% + Tween
4%

Tesi | Trattamento %Mortalita a 24h | %Mortalita a 48h | %Mortalita a Media
72h
0,
1 | ControlloTween4% 39.3 46.5 51.1 45.6
2 | Rosmarino 21.1 5.6 13.9 13.5
1%+Tweeen2%
3 Rosmarino2%+Tween4% 15.4 233 313 233
1 1 0, o)
4 Cajeput 0il1%+Tween2% 0.0 11.8 9.7 7.2
1 1 0, 0,
5 Cajeput oil2%+tweend% 16.7 11.9 7.1 11.9
100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20% 1}
10% II _I—
0%

Figura 4.1.26. Mortalita a 24 h dal trattamento degli oli essenziali
di Rosmarino e Cajeput a due diverse concentrazioni. ANOVA
(F312=1,96; p=0,174) non ha rilevato differenze statisticamente
significative tra i trattamenti.
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Figura 4.1.27. Mortalita a 48 h dal trattamento degli oli essenziali
di Rosmarino e Cajeput a due diverse concentrazioni. Il test non
parametrico di Kruskal-Wallis (H420=7,91; p=0,095) non harilevato
differenze statisticamente significative tra i trattamenti.
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Figura 4.1.28. Mortalita a 72 h dal trattamento degli oli essenziali
di Rosmarino e Cajeput a due diverse concentrazioni. ANOVA
(F215=2,42; p=0,0942) non ha rilevato differenze statisticamente
significative tra i trattamenti.
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| risultati di questa prova sono in linea con quelli delle prove
precedenti. Pur non essendoci differenze significative tra gli
interventi, nella tesi con il solo emulsionante (Tween al 4%) si e

ottenuta la maggiore mortalita.

X prova: Oli essenziali di Artemisia e Canfora OE

Nella tabella (tab.4.1.10) sono riportate le percentuali medie di
mortalita riscontrate nelle cinque tesi.

Tabella 4.1.10. Mortalita media degli oli essenziali di Artemisia e
Canfora a due diverse concentrazioni.

Tesi | Trattamento %Mortalita a 24h | %Mortalita a 48h | %Mortalita a Media
72h

1 | Controllo Tween4% 28.9 69.1 89.5 62.5
b b b

2 Artemisia 1%+Tweeen2% 2.0 2.2 8.0 4.1
a a d

3 Artemisia2%+Tween4% 36.5 34.8 28.6 33.3
b ab a

4 | Canfora OE1%+Tween2% |18 8 25.0 12.8 18.9
ab ab a

5 Canfora OE2%+tweend% 56 27.8 24.1 19.2
a a d
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Figura 4.1.29. Mortalita a 24 h dal trattamento degli oli essenziali
di Artemisia e Canfora a due diverse concentrazioni. Lettere
diverse indicano differenze statisticamente significative, ANOVA
(F4,15=9,58; p=0,0005) seguita da test HSD di Tukey per i confronti
multipli (p<0,05).
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Figura 4.1.30. Mortalita a 48 h dal trattamento degli oli essenziali
di Artemisia e Canfora a due diverse concentrazioni. Lettere
diverse indicano differenze statisticamente significative, ANOVA
(F415=6,72; p=0,0026) seguita da test HSD di Tukey per i confronti
multipli (p<0,05).
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Figura 4.1.31. Mortalita a 72 h dal trattamento degli oli essenziali
di Artemisia e Canfora a due diverse concentrazioni. Lettere
diverse indicano differenze statisticamente significative, ANOVA
(F415=9,55; p=0,00048) seguita da test HSD di Tukey per i confronti
multipli (p<0,05).

A 24 ore dall’intervento il Controllo trattato con Tween al 4% e la
tesi 3 trattata con olio essenziale di Artemisia al 2% + Tween al 4%
provocano una mortalita significativamente superiore rispetto alle
tesi 2 (Artemisia 1%+Tween2%) e 5(Canfora OE+Tweend%). La
mortalita nella tesi 1 si mantiene significativamente piu elevata
rispetto alla tesi 2 e 5 anche a 48 ore dal trattamento. A 72 ore dal
trattamento la mortalita della tesi di Controllo & sensibilmente piu
elevata e statisticamente significativa rispetto a tutte le altre tesi.

Xl prova: Oli essenziali di Canapa Felina e Carmagnola

Nella tabella (tab.4.1.11) sono riportate le percentuali medie di
mortalita riscontrate nelle cinque tesi.
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Tabella 4.1.11. Mortalita media degli oli essenziali di canapa Felina
e Carmagnola a due diverse concentrazioni.

Tesi | Trattamento %Mortalita a 24h | %Mortalita a 48h | %Mortalita a Media
72h
1 Controllo Tween4% 24.5 38.1 57.1 39.9
a
2 | Cenapa 19.4 60.9 37.0 39.1
Felinal%+Tweeen2% ab
3 | Canapa 33.3 68.4 57.1 52.9
Felina2%+Tweend% b
4 | Canapa 31.3 27.9 62.2 40.5
Carmagnolal%+Tween2% ab
5 | Canapa 35.7 42.9 57.8 46.1
Carmagnola2%+tweend% ab
100%
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2% 4%

Figura 4.1.32. Mortalita a 24 h dal trattamento degli oli essenziali
di canapa Felina e Carmagnola a due diverse concentrazioni.
L’ANOVA (F415=0,73; p=0,587) non ha rilevato differenze
statisticamente significative tra i trattamenti.
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Figura 4.1.33. Mortalita a 48 h dal trattamento degli oli essenziali
di canapa Felina e Carmagnola a due diverse concentrazioni.
Lettere diverse indicano differenze statisticamente significative,
ANOVA (F;15=0,357; p=0,0308) seguita da test HSD di Tukey per i
confronti multipli (p<0,05).
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Figura 4.1.34. Mortalita a 72 h dal trattamento degli oli essenziali
di canapa Felina e Carmagnola a due diverse concentrazioni.
L’ANOVA (F415=0,889; p=0,489) non ha rilevato differenze
statisticamente significative tra i trattamenti.
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In questa prova non si evidenziano differenze significative tra le
tesi a 24 e 72 ore dal trattamento. L'olio di canapa Felina al 2%
+Tween al 4% mostra il picco piu alto di mortalita a 48 ore. La
maggiore mortalita di questa tesi e statisticamente significativa
rispetto al Testimone trattato solo con Tween al 4% e differenzia
questo risultato da quelli ottenuti nelle precedenti prove
sperimentali.

Xll prova: Miscele di principi attivi e di oli essenziali

Nella tabella (tab.4.1.12) sono riportate le percentuali medie di
mortalita riscontrate nelle cinque tesi.

Tabella 4.1.12. Mortalita media di miscele di principi attivi e oli
essenziali a due diverse concentrazioni.

Tesi | Trattamento %Mortalita | %Mortalita | %Mortalita | Media
a 24h a48h a72h

1 Controllo Acqua deionizzata 0.0 0.0 3.9 1.3

p) 1%(Limonene,Mircene,Eucaliptolo)+Tween6% 28.6 30.2 20.4 26.4

3 2%(Limonene,Mircene,Eucaliptolo)+Tween12% 1 19 24.2 320 22_7

4 1%(Limone,Rosmarino,Artemisia)+Tween6% 14.0 12.9 28.8 18.6

5 1%(Limone,Eucalipto,Artemisia)+Tween6% 13.5 3.7 10.8 9.3
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Figura 4.1.35. Mortalita a 24 h dal trattamento di miscele di
principi attivi e oli essenziali a due diverse concentrazioni.
L’ANOVA (F31,=0,92; p=0,459) non ha rilevato differenze
statisticamente significative tra i trattamenti.
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Figura 4.1.36. Mortalita a 48 h dal trattamento di miscele di
principi attivi e oli essenziali a due diverse concentrazioni.
L’ANOVA (Fs31,=1,25; p=0,336) non ha rilevato differenze
statisticamente significative tra i trattamenti.
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Figura 4.1.37. Mortalita a 72 h dal trattamento di miscele di
principi attivi e oli essenziali a due diverse concentrazioni.
L’ANOVA (F415=1,20; p=0,353) non ha rilevato differenze
statisticamente significative tra i trattamenti.

Le miscele di principi attivi a differenti concentrazioni (1% e 2% di
ogni singolo principio attivo) e le due differenti miscele di oli
essenziali non hanno prodotto mortalita statisticamente
significative anche rispetto al controllo non trattato. La mortalita e
risultata contenuta in tutte le tesi della prova.
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4.2 Discussione

| risultati ottenuti nelle diverse prove hanno dimostrato una scarsa
efficacia insetticida sull’afide verde del pesco, sia dei composti
contenuti negli oli essenziali sia degli oli essenziali stessi.

Nelle prove con il Myrcene e I'Eucaliptolo (1,8-Cineolo) la mortalita
media e stata elevata quando I’emulsionante veniva utilizzato da
solo mentre si € abbassata notevolmente quando veniva utilizzato
per disperdere i due composti in acqua. Si & osservato lo stesso
andamento della mortalita nella prova con il Limonene a 48 ore dal
trattamento. | risultati quindi suggeriscono una efficacia
insetticida dell’emulsionante, molto probabilmente dovuta alla
capacita del prodotto di alterare il tegumento dellinsetto
esponendolo alla disidratazione. L'efficacia insetticida del Tween
20, infatti, diminuisce in presenza dei composti testati
verosimilmente perché la parte idrofoba dell’emulsionante
essendo legata ad essi non riesce ad aggredire o aggredisce con
minore efficacia le cere del tegumento dell’insetto.

Le prove quindi, in accordo con quanto rilevato da numerosi
autori, alcuni dei quali citati di seguito, hanno messo in evidenza
che I'efficacia insetticida non aumenta se i composti presenti negli
oli essenziali vengono utilizzati in purezza, (Isman et al., 2011).
Significativo, a questo proposito, € quanto ottenuto da Miresmailli
et al. (2006) comparando la tossicita dell’olio essenziale di
Rosmarinus officinalis L. con quella dei suoi maggiori costituenti.
L'olio essenziale provocava in Tetranychus urticae Koch una
mortalita superiore al 90% mentre inaspettatamente il miscuglio
dei quattro maggiori costituenti produceva una mortalita del 25%.
Se pero questi venivano miscelati con i composti meno attivi la
mortalita saliva al 75% mettendo in evidenza un effetto sinergico
tra i principi attivi. Effetti di questo tipo sono stati rilevati da
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numerosi altri autori (Hummelbrunner et al. 2001; Tak and Isman,
2015; Batish et al., 2008).

Miscelare i componenti piu abbondanti di un olio essenziale che
ha mostrato wuna certa efficacia, quindi, non porta
necessariamente ad avere un prodotto altrettanto efficace.
Questo rappresenta un problema di notevole rilevanza in quanto
rende estremamente difficile avere a disposizione formulati con
una composizione standardizzata. Gli oli essenziali infatti, come ho
gia detto nella parte introduttiva di questo lavoro, hanno una
composizione estremamente variabile che dipende da numerosi
fattori.

Le prove effettuate con le miscele di principi attivi non hanno dato
risultati significativamente differenti da quelli dei singoli principi
attivi. La mortalita media infatti non e stata molto diversa se si
confrontano le tesi dove I'emulsionante e stato impiegato a dosi
simili ( 5% e 10% nelle prove con i singoli composti e 6% e 12%
nelle prove con le miscele di principi attivi). Cio conferma l'ipotesi,
sopra esposta, che miscelare i componenti principali di un olio
essenziale non aumenta l'efficacia insetticida del preparato.
Anche le prove effettuate con gli oli essenziali non hanno dato i
risultati sperati e non si sono osservati gli effetti sinergici tra i
composti in essi presenti. La mortalita media non ha presentato
differenze di rilievo se si confrontano le tesi in cui i composti e gli
oli sono utilizzati alla stessa concentrazione ( es. 1% di olio
essenziale o di composto + 2% di Tween).

Viene confermata invece la discreta efficacia insetticida del Tween
20 soprattutto quando usato da solo. Nelle prove IX e X il Tween
20 al 4% ha provocato una maggiore mortalita media (45.6% e
62.5% rispettivamente) del Tween 20 al 4% + gli oli essenziali al
2%. Unica eccezione alla regola il trattamento con Tween 20 + olio
essenziale di canapa Felina che a 48 ore dall’intervento € risultato
significativamente piu efficace del solo emulsionante.
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Anche nell’ultima prova, in cui venivano testate |'efficacia di due
differenti miscele di oli essenziali e di principi attivi, non si sono
riscontri effetti sinergici tra i vari componenti e la mortalita e stata
talmente bassa da non differenziarsi da quella del controllo non
trattato.

Spicca invece I’enorme differenza di efficacia tra gli oli essenziali di
Limone ed Eucalipto e quella di un aficida classico come il Confidor
nella prova VIIl. La mortalita nella tesi trattata con il Confidor
raggiungeva il 100% gia a 24 ore dall’intervento.

Degna di nota e anche la totale inefficacia insetticida della Canfora
nella prova VI.

Eppure I'efficacia degli oli essenziali e dei composti in essi presenti
sono ben documentati nella letteratura scientifica internazionale
(Don Pedro, 1996; Lee et al. 1997, 2003; Prates et al., 1998; Isman
etal.,2001; Kim and Ahn, 2001; Park et al., 2003; Aslan et al., 2004;
Papachristos et al., 2004). Kordali et al. (2007) hanno riscontrato
un’elevata tossicita di numerosi monoterpeni su Leptinotarsa
decemlineata Say; fra questi il Limonene, il Myrcene e il 1,8-
Cineolo, oggetto di studio in questo mio lavoro, provocavano una
mortalita compresa fra il 90% e il 100% dei primi due stadi larvali
del coleottero e del 100% degli adulti gia a 24 ore dal trattamento.
Le prove sono state condotte utilizzando, come ambiente per
valutare la tossicita, capsule Petri del diametro di 9cm e profonde
1.5cm in cui venivano rinchiusi gli insetti. Altri autori hanno
valutato la tossicita degli oli essenziali o dei loro componenti
applicando direttamente il prodotto sul torace degli insetti. Per
esempio Padin et al.(2013) hanno valutato la tossicita acuta di
nove estratti di piante applicando direttamente i preparati sul
torace del coleottero Tribolium castaneum mediante una
microsiringa. Pinheiro et al.,(2013) hanno ottenuto una mortalita
del 96,9% utilizzando I'olio essenziale di Cymbopogon winterianus
contro Frankliniella schultzei e Myzus persicae. La sperimentazione
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e stata condotta utilizzando ninfe di M. persicae poste su foglie di
cavolo poste all’interno di capsule Petri che dopo il trattamento
venivano chiuse con il proprio coperchio.

La mia ricerca e stata portata avanti seguendo un protocolo
sperimentale simile a quello adottato da Walthall and Stark (1997)
per valutare la tossicita acuta del neoinicotinoide Imidacloprid su
Aphis pisum(Harris 1776). | risultati che ho ottenuto mettono in
evidenza che quando si eseguono prove che simulano condizioni
di campo l'efficacia degli oli essenziali e dei loro componenti &
abbastanza contenuta.

Il protocollo sperimentale messo a punto consente pero di
valutare con costi contenuti e in poco tempo numerosi prodotti
che potrebbero avere efficacia insetticida.
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CONCLUSIONI

L"attivita di ricerca di questi tre anni e stata condotta con lo scopo
di valutare l|'efficacia insetticida di alcuni oli essenziali e loro
componenti nei confronti dell’afide verde del pesco.

Il protocollo sperimentale messo a punto e stato individuato per
simulare le condizioni di campo.

Gli oli scelti per le prove sono stati utilizzati da soli e in
combinazione tra loro per valutare eventuali effetti sinergici.
Inoltre sono stati testati i singoli componenti predominanti delle
diverse essenze, sia singolarmente che miscelati con altri
componenti.

Sulla base dei risultati ottenuti possiamo affermare che |'efficacia
dei prodotti testati non e generalmente elevata e pertanto non
sembrano costituire una valida alternativa agli insetticidi in uso.
Gli oli essenziali comunque hanno una grande variabilita nella
composizione chimica ed e quindi auspicabile proseguire la ricerca
in quanto, una volta verificatane I'efficacia e la tossicita verso
I"'uomo e gli organismi che popolano gli agroecosistemi, possono
costituire una valida alternativa ai fitofarmaci convenzionali
attualmente utilizzati.
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