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INTRODUZIONE

Gli organismi vegetali rappresentano per molti insetti una fondamentale risor-
sa alimentare fin dai tempi della comparsa degli esapodi sul nostro pianeta; non
stupisce pertanto che le piante abbiano evoluto, nei loro confronti, sofisticate
strategie di difesa. Alcuni meccanismi sono sempre attivi nelle piante (difese co-
stitutive), mentre altri vengono attivati solo in presenza degli insetti fitofagi (dife-
se indotte).

L’attivazione delle vie biochimiche, che si verifica nel corso dell’infestazione, ri-
sulta strettamente correlata sia al modo di nutrirsi dei fitofagi che al grado di
danneggiamento nel punto di nutrizione.

Gli insetti ad apparato boccale pungente-succhiatore, come afidi e aleurodidi, che
inducono danni lievi alle foglie, sono percepiti come se fossero agenti patogeni e
attivano sia la via dipendente dall’acido salicilico che quella dipendente
dall’acido giasmonico/etilene. Gli insetti ad apparato boccale masticatore e quelli
che si nutrono di liquidi cellulari, come ad esempio coleotteri, acari e tripidi,
provocano ai tessuti danni piu estesi che portano all’attivazione di una via bio-
chimica regolata dall’acido giasmonico, che segnala alla pianta la presenza di una
lesione. L’effetto perd cambia, a seconda che la ferita sia provocata dall’attivita
di nutrizione di un insetto fitofago o da un danno meccanico. In particolare le ri-
sposte indotte da un danno meccanico rappresentano una parte di quelle indotte
dagli insetti (Walling, 2000). Tutti questi meccanismi, che agiscono interferendo
con la nutrizione, con la crescita e lo sviluppo, con la fecondita e la fertilita dei
fitofagi, provocandone la morte o ritardi nello sviluppo, sono definiti difese diret-
te.

L’attacco dei fitofagi induce nelle piante anche la sintesi di tutta una serie di

composti volatili, che fanno parte di un meccanismo di difesa indiretta. La fun-



zione biologica di questi composti ¢ di richiamare sulla pianta infestata 1 nemici
naturali, affinché limitino, attraverso la loro azione di predazione e parassitizza-
zione, le popolazioni delle specie dannose. Numerosi parassitoidi localizzano 1
propri ospiti sfruttando le miscele di volatili rilasciate dalla piante danneggiate
dai fitofagi (Turlings et al., 1995; De Moraes et al., 1998), che sono piu facil-
mente reperibili nell’ambiente rispetto agli odori emessi dai soli fitofagi (Vet e
Dicke, 1992). Anche Diglyphus isaea (Walker), un ectoparassitoide paleartico
impiegato nella lotta biologica contro vari fillominatori, localizza 1’ospite Li-
riomyza trifolii (Burgess) (Diptera Agromyzidae) sfruttando gli odori emessi dal
complesso pianta (Phaseolus vulgaris L.) — minatore (L. trifolii) (Finidori-Logli
et al., 1996; Bazzocchi e Maini, 2000). Nonostante questi autori abbiano dimo-
strato come le piante infestate rivestano un ruolo fondamentale durante la ricerca,
resta pero ancora da chiarire quali siano le sostanze responsabili dell’attrazione

del parassitoide D. isaea da parte di piante di fagiolo infestate da L. trifolii.



CAPITOLO 1

La comunicazione chimica nei sistemi tritrofici

1.1 Semiochimici

Con il termine semiochimici vengono indicati tutti quei composti che pren-
dono parte alle interazioni tra gli organismi viventi, nei quali sono in grado di in-
durre modificazioni soprattutto di carattere etologico, talvolta anche fisiologico o
perfino anatomico (Masutti e Zangheri, 2001). Sono composti attivi a concentra-
zioni molto basse e vengono generalmente classificati in feromoni e allelochimici
(tab. 1.1). I primi agiscono a livello intraspecifico e favoriscono la comunicazio-
ne all’interno della specie, gli allelochimici hanno invece un effetto interspecifico

e mediano la comunicazione tra specie e regni diversi.

Tabella 1.1 Messaggeri chimici (semiochimici) negli insetti.

FEROMONI ALLELOCHIMICI
(effetto intraspecifico) (effetto interspecifico)
sessuali allomoni

aggregazione
dispersione cairomoni

aggressione o allarme

traccia sinomoni




1.1.1 Feromoni

I feromoni sono miscele di composti chimici che favoriscono la comunica-
zione tra individui appartenenti alla medesima specie. Ogni miscela si contraddi-
stingue per composizione e concentrazione delle sostanze che la compongono ed
¢ strettamente specie-specifica (Birch e Haynes, 1984). A seconda del tipo di ri-
sposta comportamentale che sono in grado di indurre, si distinguono diversi tipi
di feromoni:

- feromoni sessuali

- feromoni di aggregazione

- feromoni di dispersione

- feromoni di aggressione o di allarme

- feromoni di traccia

I feromoni sessuali regolano 1’accoppiamento, che avviene dopo due principali
fasi comportamentali: una prima fase di localizzazione del partner, mediata da
composti chimici definiti attrattivi sessuali, che hanno un effetto a distanza e una
seconda fase di corteggiamento, mediata da specifici feromoni di corteggiamen-
to, che hanno un effetto piu ravvicinato. Per evitare che il corteggiamento possa
avvenire tra individui dello stesso sesso, alcuni insetti emettono spesso anche fe-
romoni di contatto. Questa efficace strategia ¢ ad esempio utilizzata dai maschi
di Glossina morsitans Westwood che, prima di iniziare il corteggiamento, si toc-
cano con 1 tarsi. Se 1l contatto avviene tra maschi si libera un feromone (astinone)
che inibisce il corteggiamento (Birch e Haynes, 1984).

Dal punto di vista chimico 1 feromoni sessuali sono spesso miscele di alcoli, al-
deidi ed esteri, che possono essere sintetizzati dalle femmine, come avviene nella
maggior parte dei Lepidotteri notturni, o dai maschi, come si verifica ad esempio
in Ceratitis capitata (Wiedemann), o coinvolgere entrambi 1 sessi, in un vero e
proprio “colloquio chimico”, come avviene in Bactrocera oleae (Gmelin) (Celli e

Maini, 1988).



I feromoni di aggregazione sono composti che inducono 1 membri di una mede-
sima specie ad affluire e a concentrarsi nei pressi della sorgente emettitrice. So-
no, per esempio, molto frequenti negli Scolitidi dove svolgono una duplice fun-
zione. L’arrivo di migliaia di individui presso lo stesso albero consente a questi
insetti di sopraffare i meccanismi di difesa della pianta, mentre la presenza di in-
dividui di sesso opposto aumenta la probabilita di accoppiamento (fig. 1.1 J)
(Birch e Haynes, 1984).

I feromoni di dispersione hanno un effetto opposto a quelli di aggregazione e,
anziché portare ad un aumento numerico di individui conspecifici su un determi-
nato substrato, stimolano un comportamento che limita 1’aggregazione e di con-
seguenza la competizione intraspecifica (Birch e Haynes, 1984). Uno dei fero-
moni di dispersione piu studiati ¢ quello di Rhagoletis pomonella (Walsh), la mo-
sca americana delle mele. Dopo aver ovideposto in un frutto, la femmina lo mar-
ca con un feromone che ha I’effetto di ostacolare 1’ovideposizione di altre fem-
mine, riducendo in tal modo la competizione delle future larve per la fonte di nu-
trizione (fig. 1.1 N).

I feromoni di aggressione o di allarme innescano la fuga ed altri comportamenti
di difesa (Masutti e Zangheri, 2001). Negli Afidi vengono emessi dai sifoni dor-
sali e inducono fenomeni di dispersione. Negli Imenotteri sociali vengono emessi
da ghiandole poste in corrispondenza del pungiglione e stimolano comportamenti
quali ’aggressivita e il raggruppamento degli individui.

I feromoni di traccia sono molto comuni tra gli insetti sociali, specialmente tra
formiche e termiti, che 1i utilizzano soprattutto per marcare itinerari di foraggia-
mento o durante il trasferimento della colonia ad una nuova sede (Birch e Ha-
ynes, 1984). A differenza dei feromoni di allarme, che si diffondono rapidamente
e altrettanto rapidamente evaporano, quelli di traccia sono piu stabili ed il mes-

saggio persiste piu a lungo.



1.1.2 Allelochimici

Gli allelochimici sono messaggeri chimici che consentono la comunicazione
tra specie e regni diversi (vegetale e animale). Vengono inclusi negli allelochimi-
ci gli allomoni, 1 cairomoni e 1 sinomoni.

Gli allomoni sono segnali utili solo all’organismo che li emette. Fanno parte di
questo gruppo tutte quelle sostanze chimiche di tipo difensivo, pit 0 meno volati-
11, che sollecitano 1’allontanamento di altre specie a vantaggio di quella emittente
(Tremblay, 1999). Sono allomoni, per esempio, 1’acido formico delle formiche,
le sostanze repellenti secrete dalle cimici a scopo di difesa, il falso feromone di
allarme di alcune specie di formiche schiaviste (es. Formica subintegra Emery e
Formica pergandei Emery) usato per mettere in fuga dai loro nidi le operaie delle
specie vittime allo scopo di rapirne le larve e le pupe (Regnier ¢ Wilson, 1971)
ed il secreto repellente “ant guard” che alcuni Imenotteri Vespoidei usano per al-
lontanare le formiche dal proprio nido, impedendo loro di saccheggiarlo (Jeanne,
1970; Pardi e Turillazzi, 1985).

I cairomoni sono segnali favorevoli solo all’organismo che li riceve (Tremblay,
1999). Rientrano in questo gruppo i1 composti volatili emessi dalle piante che ri-
chiamano 1 fitofagi, la melata degli afidi che attira le crisope (fig. 1.1 L), gli odori
presenti sulle uova che richiamano 1 parassitoidi oofagi (fig. 1.1 K) (Celli e Mai-
ni, 1988). Tra questi ultimi si pud annoverare 1’acido eptanoico emesso dalla lar-
va della Tignola della patata (Phthorimaea operculella Zeller) e utilizzato dal suo
parassitoide, I’Imenottero Orgilus lepidus Muesebeck, per localizzarla nelle gal-
lerie scavate nei tuberi (Hendry et al., 1973).

I sinomoni sono segnali favorevoli sia all’organismo emittente che al ricevente
(Tremblay, 1999). Rientrano in questo gruppo 1’odore emesso dai fiori che attira
insetti pronubi (vantaggio per la pianta: la fecondazione incrociata; vantaggio per
I’insetto: nettare e polline) (fig. 1.1 B) (Celli e Maini, 1988) e le sostanze volatili

rilasciate da piante infestate che attirano 1 nemici naturali dei fitofagi. Foglie di



pomodoro infestate da Liriomyza bryoniae (Kaltenbach) e foglie di Phaseolus
lunatus L. infestate da Liriomyza sativae (Blanchard), attirano rispettivamente 1
Braconidi Dacnusa sibirica (Telenga) (Dicke e Minkenberg, 1991) e Opius dissi-
tus Muesebeck (Petitt ez al., 1992).

Figura 1.1 Differenti ruoli dei semiochimici negli insetti (da Hagen ez al., 1984).



Figura 1.1 segue

A - Sfingide che si nutre di nettare.

B - Ape che sta visitando un fiore. Il fiore emette composti volatili (sinomoni), responsabili
dell’attrazione del pronubo.

C - Nettari extrafiorali: si tratta di un esempio di coevoluzione tra insetti e piante. I nettari
emettono sostanze volatili (sinomoni) che attirano e ricompensano predatori e parassitoidi,
che proteggono la pianta dagli attacchi dei fitofagi.

D - Danaus plexippus (L.): gli stadi larvali, nutrendosi di Euphorbiaceae, accumulano car-
denolidi (allomoni), sostanze repellenti che verranno trasferite agli stadi seguenti di pupe e
adulti, preservandole dai potenziali predatori.

E - Anthonomus sp. attratto dagli oli essenziali (cairomoni) emessi da piante di cotone. 11
fatto che il &' del Curculionide sia costretto a nutrirsi della pianta di cotone per attirare le
QQ, suggerisce la possibilita che uno o piu costituenti della pianta vengano convertiti in
feromoni sessuali.

F - Saturnide ¢ che attira un & utilizzando un feromone sessuale che si origina da un idro-
carburo volatile emesso dalla pianta ospite.

G - Ortottero nell’atto di ovideporre. L’ovideposizione avviene solo in caso di vegetazione
rigogliosa e ricca di azoto.

H - Pseudorhyssa sternata Merril ovidepone sfruttando il foro gia praticato da Rhyssa per-
suasoria (L.) per paralizzare e ovideporre su una larva di Siricide, individuandolo grazie a
sostanze volatili prodotte da un fungo simbionte del Siricide ed altre rilasciate da R. per-
suasoria durante ’ovideposizione.

I - Anche le radici emettono composti (a/lomoni) che agiscono da deterrenti per gli insetti
che vivono nel suolo.

J - I terpeni volatili emessi dalla pianta attirano alcuni Coleotteri Scolitidi (detti “pionie-
ri”) che, una volta penetrati nel tronco di un pino, emettono feromoni di aggregazione, che
attirano altri 33 e Q¢ fino a che non viene raggiunta una certa densita. A quel punto, per
evitare un sovraffollamento che sarebbe fatale, alcuni dei componenti della miscela fungo-
no da deterrenti (allomoni), impedendo ad altri Scolitidi di colonizzare lo stesso substrato.
K - Ovatura di una farfalla. Alcune scaglie dell’insetto si depositano sulle uova e sulle fo-
glie liberando idrocarburi (cairomoni), che vengono utilizzati dai parassitoidi oofagi per
localizzare il proprio ospite. Durante la ricerca, i tricogrammi sfruttano anche i composti
(cairomoni) emessi dalle feci delle larve e dalle aree fogliari erose.

L - Chrysoperla carnea (Stephens) localizza la melata degli afidi, di cui si nutre, grazie ai
composti (cairomoni) in essa contenuti.

M - Colonia di afidi su una foglia, attratti dagli zuccheri di cui ¢ ricca la pianta.

N - Dittero Tefritide nell’atto di ovideporre. Nel compiere questa operazione, I’insetto
mareca il frutto con un feromone, che funge da deterrente per le altre © 9 della sua specie e
contemporaneamente da cairomone, segnalando la presenza dell’ospite ai suoi parassitoidi.

1.2 Metaboliti secondari delle piante e loro ruolo nella comunicazione

Le piante danneggiate meccanicamente o da un insetto producono composti
chimici volatili diversi per quantita e qualita da quelli prodotti dalle piante in-

denni. II tipo di composti emessi sembra essere legato principalmente al fitofago



(specie, stadio di sviluppo) e alla pianta (specie, genotipo, eta), sebbene anche gli
stress ambientali possano determinare cambiamenti nella composizione delle mi-
scele rilasciate (Paré e Tumlinson, 1999). Questi composti rappresentano nelle
piante un meccanismo di difesa indiretta, in quanto possono attirare i predatori e
1 parassitoidi, possono indurre risposte difensive nelle piante vicine a quelle infe-
state e prendere parte ai processi che regolano il comportamento degli insetti fito-
fagi, facilitando o sfavorendo le loro interazioni con le piante. A questo riguardo
si ¢ visto che piante di grano indenni attirano gli afidi, mentre quelle gia infestate
rilasciano una miscela di composti che ha un effetto repellente su altri afidi (Qui-
roz et al., 1997).

Oltre a rendere una foglia appetibile o sgradevole ad un fitofago, le miscele rila-
sciate a seguito del danno da insetto possono mediare le interazioni tra piante e
terzo livello trofico, consentendo ai parassitoidi e ai predatori di distinguere le
piante infestate da quelle indenni. E stato dimostrato, ad esempio, che piante di
fagiolo e melo infestate da Tetranychus urticae Koch emettono composti volatili
che attirano i suoi predatori (Takabayashi e Dicke, 1996), mentre piante di mais e
cotone infestate da larve di Lepidotteri rilasciano composti che attirano i parassi-
toidi (Tumlinson et al., 1993).

In tutti gli esempi riportati si osservano notevoli similitudini tra i composti emes-
si dalle foglie direttamente danneggiate dai fitofagi e quelli rilasciati dalle foglie
indenni delle stesse piante. Inoltre, il fatto che piante infestate appartenenti a fa-
miglie vegetali differenti emettano miscele chimiche simili, ha portato ad ipotiz-
zare che, nel corso delle infestazioni, possano essere attivate vie biosintetiche
comuni e che 1 prodotti di queste vie possano essere percepiti da un ampio spettro
di entomofagi. La capacita di questi ultimi di percepire i segnali emessi dalle
piante, distinguendoli da quelli di sottofondo presenti nell’ambiente, indica che le
piante danneggiate dai fitofagi emettono composti chimici che sono distinguibili
chiaramente da quelli emessi in risposta ad altri tipi di danno o da quelli rilasciati

dalle piante indenni. La capacita delle piante di differenziare le proprie emissioni



sulla base del tipo di danno subito potrebbe essere legata alla presenza di indutto-
r1 associati all’attivita di nutrizione dell’insetto, che non sono presenti quando la

foglia subisce un danno generico (Paré e Tumlinson, 1999).

1.2.1 Gli attacchi degli insetti fitofagi inducono nelle piante il rilascio di nume-

rosi composti volatili

Una pianta indenne ¢ caratterizzata da un livello base di metaboliti volatili,
che sono emessi a livello della superficie fogliare e/o da siti specifici localizzati
all’interno della foglia, in cui tali sostanze vengono accumulate. Queste riserve
chimiche costitutive, rappresentate spesso da monoterpeni, sesquiterpeni € com-
posti aromatici (fig. 1.2), vengono accumulate in quantitd considerevoli
all’interno di strutture specializzate, rappresentate da ghiandole o tricomi (Par¢ e
Tumlinson, 1997a). Oltre a queste riserve, vi ¢ un altro insieme di composti noti
come green-leaf volatiles, che include alcoli saturi ed insaturi a sei atomi di car-
bonio, aldeidi ed esteri, prodotti attraverso la rottura dei lipidi di membrana (fig.
1.2) e rilasciati quando le foglie subiscono un danno meccanico.

Il danno compiuto dai fitofagi attraverso ’attivita di nutrizione provoca, a livello
delle porzioni danneggiate, il rilascio di numerosi composti chimici volatili, che
rendono 1 profili gas-cromatografici di queste piante marcatamente differenti da
quelli di piante indenni o danneggiate meccanicamente. Nel cotone, ad esempio,
la rottura di speciali ghiandole presenti nelle foglie provoca il rilascio dei terpeni
immagazzinati e aumenta I’emissione dei composti prodotti attraverso la via del-
la lipossigenasi (green-leaf volatiles). Mentre 1l rilascio di questi metaboliti risul-
ta strettamente correlato al danno inferto dall’insetto alla foglia, attraverso la sua
attivitd di nutrizione, (Loughrin et al., 1994), ’emissione di un sottoinsieme di
terpeni (linalolo; f-ocimene; a-farnesene; f-farnesene; nonatriene; tridecatetrae-
ne), dell’indolo (un composto contenente azoto) e dell’acetato di 3-esenile ¢ re-

golato prevalentemente dal fotoperiodo, con bassi livelli durante la notte e livelli

10



elevati durante il periodo di massima fotosintesi, sebbene il danno compiuto

dall’insetto possa incrementarne 1’emissione.

Carbon Dioxide
, Acetyl Co-enzyme A fatty acid/ _ Green Leaf

Calvin cycle lipoxygenase Volatiles

1 pathway
Glucose 449”"’“’”"3 Glycerald-3-P HaC{C‘\/\=/\

+ Pyruvate 0
pentose phosphate hexenyl acetate
or glycolysis alt IPP mevalonate
pathway pathway

Erythrose- ‘
phosphate Isopentenyl Pyrophosphate — Homoterpenes

shikimic acid/ / \ N

tryptophan pathway dimethyt
Indole-3-glycerol-P Monoterpenes Sesquiterpenes || nonatriene

tryptophan or non- OH

tryptohan pathway z s

4 I ]
Cﬁ ) |
N I ]
Indole ocimene  linalool farnesene  caryophyllene

Figura 1.2 Vie biosintetiche che conducono al rilascio nelle piante dei composti volatili (da
Paré e Tumlinson, 1999). L’indolo rappresenta il precursore di una famiglia di composti di
difesa contenenti azoto e si forma a partire dall’indolo-3-glicerol-fosfato attraverso la via
biosintetica dell’acido scichimico (Frey et al., 1997). Sia i sesquiterpeni che i monoterpeni
sono sintetizzati a partire dall’isopentenil pirofosfato. La sintesi dei sesquiterpeni avviene
nel citosol attraverso la via del mevalonato, mentre i monoterpeni sono sintetizzati a livello
dei plastidi attraverso una via alternativa che coinvolge la gliceraldeide-3-fosfato e il piru-
vato (Lichtenthaler ef al., 1997). L’omoterpene (E)4,8-dimetil-1,3,7-nonatriene si forma a
partire dal farnesil pirofosfato, attraverso una serie di reazioni enzimatiche che portano
complessivamente alla perdita di unita a quattro atomi di carbonio (Donath e Boland,
1994). 1 composti definiti “green leaf volatiles” si formano a partire da un derivato
dell’acido linolenico, ovvero dall’acido 13-idroperossilinolenico, che viene scisso in due
frammenti, rispettivamente di 12 e di 6 atomi di carbonio. Dal frammento a 6 atomi di
carbonio (3-esanale) derivano, attraverso numerosi riarrangiamenti, la vasta serie di com-
posti denominati “green leaf volatiles™.

Paré e Tumlinson (1997b) sostengono che 1 composti rilasciati in quantita piu
abbondante durante il giorno, soprattutto conseguentemente al danno compiuto
dall’insetto, non siano immagazzinati nella pianta ma siano sintetizzati de novo,

seguendo vie biosintetiche che risultano connesse strettamente al processo foto-
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sintetico. Il ritardo che intercorre tra 1’inizio del danno e il momento in cui 1
composti indotti cominciano ad essere emessi, conferma ’ipotesi che per sinte-
tizzarli sia necessaria tutta una serie di reazioni biochimiche, che include anche

I’espressione di geni, I’assemblamento di proteine e/o I’attivazione di enzimi.

1.2.2 Esistenza nelle piante di un segnale sistemico

L’identificazione dei composti volatili rilasciati dalle porzioni indenni di
piante attaccate da insetti fitofagi ha permesso di dimostrare nelle piante
I’esistenza di una emissione sistemica. Sia nel mais (Turlings e Tumlinson, 1992)
che nel cotone (Rose et al., 1996) il danno compiuto da larve di Spodoptera exi-
gua (Hiibner) si ripercuote anche sulle porzioni distali dal sito attaccato, dove in-
duce il rilascio di numerosi composti volatili che risultano differenti da quelli
emessi dalla pianta integra. In particolare, tra i composti emessi per via sistemica
non si rinvengono i prodotti della via biosintetica della lipossigenasi (esenoli e
esenali) e neppure 1’idolo, che sono invece rilasciati a livello delle porzioni o dei
tessuti appena danneggiati, ad eccezione dell’acetato di 3-esenile, mentre si ritro-
vano numerosi terpenoidi (linalolo; 4,8-dimetil-1,3,7-nonatriene; f-ocimene, f-
farnesene, a-farnesene). Molti di questi composti volatili risultano emessi da nu-
merose piante di interesse agrario, appartenenti a specie e famiglie differenti (tab.
1.2).

Stando ai risultati ottenuti da Paré e Tumlinson (1998) i composti volatili siste-
mici sarebbero sintetizzati a livello del punto di rilascio, mentre la trasmissione
del messaggio dal sito danneggiato alle porzioni distali sarebbe legata alla pre-
senza di particolari messaggeri chimici mobili, che sarebbero dislocati fino alle
foglie distali indenni, dove indurrebbero la sintesi ed il rilascio dei composti vo-
latili coinvolti nei meccanismi di difesa delle piante. Non ¢ ancora chiaro se il
rilascio di miscele simili in piante di specie o famiglie diverse sia innescato da un

segnale comune o, al contrario, se I’emissione sia indotta da segnali differenti.
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Tabella 1.2 Terpeni volatili rilasciati da diverse specie vegetali in risposta al danno com-
piuto da insetti fitofagi (da Paré e Tumlinson, 1999).

Pianta o(g r; gne Linalolo 1(55)74:05;’:;?:6 Fg:;hi)s-gr;e Fa(r’;_)e' fe'ne Tr(liftl)ljgla1 Indicazioni bibliografiche
tridecatetraene

Cetriolo + + + + Takabayashi et al. , 1994
Melo + + + + Takabayashi et al ., 1991
Fagiolo di Lima + + + + + Takabayashi et al ., 1994
Cotone + + + + + + Paré e Tumlinson, 1997a
Mais + + + + + + Turlings et al ., 1990
Tabacco + + + + De Moraes et al ., 1998
Patata + + + + Bolter et al ., 1997

1.2.3 Ruolo biologico dei composti volatili emessi dalle piante danneggiate dai

fitofagi

Se 1 parassitoidi localizzassero 1 propri ospiti affidandosi unicamente alla
proprie capacita visive, la ricerca finirebbe spesso per essere vana. Infatti, a diffe-
renza degli insetti impollinatori, che vanno alla ricerca di bersagli (fiori) facil-
mente individuabili dal punto di vista visivo, 1 parassitoidi si sono specializzati
nella ricerca di insetti fitofagi piccoli, che spesso sono ben mimetizzati e localiz-
zati solitamente sulla pagina inferiore delle foglie. Sia McCall et al. (1993) che
Steinberg et al. (1993) hanno dimostrato, attraverso una serie di analisi gas-
cromatografiche e di prove condotte in tunnel del vento, come 1 soli odori emessi
dai fitofagi siano segnali poco attrattivi e poco abbondanti, a differenza dei com-
posti rilasciati dalle piante danneggiate dai fitofagi, che sono invece piu facil-
mente reperibili nell’ambiente (Vet e Dicke, 1992).

Per la maggior parte degli entomofagi le piante sulle quali si nutrono 1 fitofagi
forniscono importanti informazioni e contribuiscono alla localizzazione delle
prede e degli ospiti.

Per esempio ¢ stato dimostrato che piante di fagiolo (P. lunatus) danneggiate da
T. urticae rilasciano una complessa miscela di composti volatili che attira Phyto-

seiulus persimilis Athias-Henriot, predatore di acari, contribuendo indirettamente
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alla difesa della pianta (Dicke et al., 1990; Bouwmeester et al., 1999). Di tutti 1
composti volatili indotti dall’attivita di nutrizione del tetranichide, 1 terpeni /-
ocimene, linalolo, 4,8-dimetil-1,3,7-nonatriene ¢ metil salicilato sembrano rico-
prire un ruolo importante per il predatore, facilitando la localizzazione della pian-
ta dove ¢ presente la preda (Dicke et al., 1990).

In studi condotti in tunnel del vento, femmine di Aphidius ervi Haliday (Hyme-
noptera Braconidae) si dirigono verso piante di Vicia faba L. infestate dal proprio
ospite, I’afide Acyrthosiphon pisum (Harris) (Homoptera Aphididae) (Du et al.,
1996, 1997; Guerrieri et al., 1993, 1997; Powell et al., 1998). I soli ospiti e le so-
le piante risultano scarsamente attrattivi, a differenza delle piante infestate o re-
centemente danneggiate da afidi, suggerendo che 1’attivita di nutrizione del fito-
mizo induca nelle piante danneggiate I’emissione di composti volatili che agireb-
bero da sinomoni (Guerrieri ef al., 1996).

De Moraes et al. (1998) riportano che piante di tabacco, di cotone e di mais infe-
state da Heliothis virescens (F.) producono miscele di composti volatili differenti
da quelle che le stesse piante rilasciano quando vengono attaccate da Helicoverpa
zea (Boddie). 1l parassitoide Cardiochiles nigriceps Viereck ¢ in grado di perce-
pire queste differenze, utilizzandole per distinguere le piante infestate dal proprio
ospite, H. virescens, da quelle danneggiate da H. zea. La produzione da parte di
specie di piante filogeneticamente differenti di segnali chimici altamente specifi-
ci, correlati alle specie fitofaghe e la capacita dei parassitoidi di sfruttare queste
miscele, sottolineano la complessita delle interazioni che intercorrono tra piante e
entomofagi.

Piante di V. faba e P. vulgaris danneggiate dall’attivita di nutrizione e ovideposi-
zione di Nezara viridula (L.) (Heteroptera Pentatomidae), un insetto ad apparato
boccale pungente-succhiatore, rilasciano una miscela di composti volatili che at-
tira 1l parassitoide oofago Trissolcus basalis (Wollaston) (Hymenoptera Scelio-
nidae) (Colazza et al., 2004). L’analisi degli estratti ottenuti da entrambe le le-

guminose ha rivelato che il danno compiuto da N. viridula incrementa 1l rilascio
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di alcuni terpenoidi come linalolo, p-cariofillene, 4,8,12-trimetil-1,3,7,11-
tridecatetraene e 4,8-dimetil-1,3,7-nonatriene, che potrebbero essere coinvolti
nell’attrazione del parassitoide.

Questi esempi e 1 risultati ottenuti da numerosi altri studi rivelano, quindi,
I’intricata e complessa moltitudine di interazioni che possono essere innescate

dai metaboliti secondari emessi dalle piante.

1.2.4 Meccanismi di induzione dei composti volatili

Uno studio recente suggerisce che le risposte difensive delle piante, incluse
quelle indirette che portano al rilascio dei composti volatili, siano potenziate da
fattori presenti nella secrezione orale dei fitofagi. Questi composti, trasmessi at-
traverso I’attivita di nutrizione, consentirebbero alle piante di distinguere un dan-
no generico da uno specifico, provocato da un insetto, e quindi di modulare, sulla
base della tipologia di danno, la qualita, la quantita e la durata delle proprie emis-
sioni. Finora sono stati isolati due fattori che incrementano il rilascio di composti
volatili nelle piante.

Una p-glucosidasi, isolata dal rigurgito di larve di Pieris brassicae (L.), induce
nelle piante di cavolo il rilascio di una miscela di composti volatili simile a quel-
la indotta dalle larve attraverso 1’attivita di nutrizione (Mattiacci et al., 1995). Le
[S-glucosidasi sono enzimi che agiscono, presumibilmente, catalizzando in alcune
famiglie vegetali (es. Brassicaceae) la scissione del glucosio dai composti orga-
nici a cui si trova legato. Una volta scissi dal glucosio, questi composti divengo-
no volatili e possono essere rilasciati.

La volicitina, isolata dal rigurgito di larve di S. exigua (Alborn et al., 1997), ¢ un
enzima che viene sintetizzato nella cavitda boccale dell’insetto attraverso
I’aggiunta di un gruppo idrossilico e di glicina all’acido linolenico, che ¢ fornito
direttamente dalla pianta di cui si nutre il fitofago (Paré et al. 1998). Nonostante

Stanley-Samuelson (1994) abbia dimostrato come 1’acido linolenico, fornito dalle
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piante, sia indispensabile per la maggior parte delle larve di Lepidotteri, sorpren-
de che questi insetti favoriscano la conversione di un acido grasso in un compo-
sto capace di innescare il meccanismo di difesa della pianta. E probabile, quindi,
che questa molecola svolga una funzione importante nell’insetto, tale da rendere
comunque questa sintesi vantaggiosa. Alcuni autori (Alborn et al., 2000) hanno
ipotizzato che la volicitina possa facilitare il trasporto e la digestione del cibo.

Rimangono da chiarire ancora molti aspetti circa le interazioni chimiche che si
instaurano tra piante ed insetti fitofagi. Sappiamo, per esempio, che esistono ne-
gli insetti altri composti attivi, strutturalmente simili alla volicitina e che danni
provocati da specie fitofaghe differenti inducono nelle piante il rilascio di misce-
le quantitativamente diverse. E plausibile che induttori provenienti da insetti di-
versi inducano nelle piante risposte differenti. Ad oggi il meccanismo biochimico
con cui questi induttori innescano la sintesi e il rilascio dei composti volatili non

€ ancora noto.
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CAPITOLO 2

Il sistema tritrofico

pianta ospite — Liriomyza trifolii — Diglyphus isaea

2.1 Il genere Liriomyza Mik

Il genere Liriomyza Mik, istituito nel 1894, comprende piu di 300 specie, dif-
fuse principalmente nelle zone temperate. Di queste, 23 sono considerate seria-
mente dannose dal punto di vista economico potendo causare, attraverso la loro
attivita di minatrici fogliari, ingenti danni a piante coltivate e¢ ornamentali
(Spencer, 1973). Le specie sono quasi tutte monofaghe, eccezione fatta per L.
bryoniae, Liriomyza strigata (Meigen), L. trifolii, Liriomyza huidobrensis (Blan-
chard) e L. sativae, che al contrario possono compiere il loro ciclo biologico su

diverse specie vegetali.

2.2 Liriomyza trifolii

2.2.1 Sistematica, distribuzione e piante ospiti

Questa specie ¢ stata descritta per la prima volta nel 1880 come Oscinis trifo-
lii da Burgess, che la rinvenne su trifoglio negli Stati Uniti d’America e inclusa
nel genere Liriomyza da Mik De Meijere nel 1925 (Del Bene, 1984).
A partire dai primi anni ottanta ¢ stata segnalata anche in Europa, introdotta pro-
babilmente attraverso talee di gerbera e crisantemo. In Italia ha fatto la sua com-
parsa nel 1978, anno in cui fu avvistata in Liguria per la prima volta (Arzone

1979). Successivamente Quaglia (1980) ne ha segnalato la presenza in Toscana e
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Lazio, mentre Calabretta e Firullo (1983) in serre del ragusano. In Emilia-
Romagna 1 primi danni su gerbera sono stati segnalati a partire dagli anni ’80
(Benuzzi e Nicoli, 1988).

L. trifolii ¢ una specie estremamente polifaga. Puo infatti attaccare 45 generi di-
versi di piante, il 40% delle quali appartengono alle Composite ed il 15% alle
Leguminose (Spencer, 1973).

2.2.2 Morfologia e biologia

L’adulto di L. trifolii misura circa 2 mm e presenta una livrea giallo-nera. Il
capo, la parte inferiore di torace e addome, le zampe e lo scutello sono di un bel
giallo brillante, mentre le restanti parti si presentano grigio-nerastre (fig. 2.1 A). I

maschi sono leggermente piu piccoli delle femmine (Parrella, 1983).

Figura 2.1 Schema del ciclo biologico di Liriomyza trifolii. A, adulto; B, larva; C, pupario.
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Lo sfarfallamento e I’accoppiamento avvengono al mattino ed una sola copula ¢
sufficiente a fecondare tutte le uova.

Le femmine adulte incidono con 1’ovopositore 1’epidermide delle foglie, prati-
cando delle lacerazioni che servono sia per [D’alimentazione che per
I’ovideposizione (fig. 2.1 A). Le punture di ovideposizione sono piccole e di
forma tubolare, quelle di alimentazione sono piu grandi e a forma di ventaglio
(Parrella, 1987). Gli adulti si nutrono principalmente dei succhi cellulari che fuo-
riescono dalle lacerazioni fogliari e, in misura minore, del nettare dei fiori e della
melata prodotta dagli afidi (Charlton e Allen, 1981). Entrambe le fonti alimentari
sono indispensabili per le femmine; le proteine, presenti nei succhi cellulari, con-
sentono la maturazione degli oociti (Spencer, 1973), mentre le sostanze zucche-
rine, presenti nella melata, incrementano la produzione di uova (Zoebisch e
Schuster, 1987). I maschi, incapaci di perforare la superficie fogliare, si nutrono
della linfa che fuoriesce dalle lacerazioni praticate dalle femmine.
L’ovideposizione avviene principalmente a livello della superficie fogliare supe-
riore e il numero di uova deposte ¢ strettamente dipendente dalla temperatura
(Leibee, 1984; Parrella, 1984; Minkenberg, 1990; Olivera et al., 1993) e dalla
pianta ospite (Parrella, 1983).

Dall’ uovo sguscia una larva incolore, che a maturita diviene giallo brillante (fig.
2.1 B). Essa presenta un capo, 3 segmenti toracici, 8 segmenti addominali, uncini
boccali ad una estremita e spiracoli respiratori dall’altra. L. trifolii trascorre tutto
il proprio stato larvale all’interno di una galleria scavata nel mesofillo fogliare,
nutrendosi del tessuto a palizzata (Parrella et al., 1985), da cui emerge solo al
completamento del terzo stadio larvale, praticando un’apertura semilunare
nell’epidermide superiore della foglia. Trascorse dalle 2 alle 4 ore dall’uscita del-
la larva, si ha la formazione del pupario (fig. 2.1 C) (Leibee, 1984). L. trifolii ¢
solita impuparsi nel terreno o, nel caso di forti infestazioni, anche sulla foglia
stessa (Del Bene, 1984). I pupari, inizialmente di colore giallo-arancio, imbruni-

scono leggermente in prossimita dello sfarfallamento.
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La durata complessiva del ciclo biologico dipende strettamente dalla temperatura
e dalla pianta ospite (Charlton e Allen, 1981; Leibee, 1984; Miller e Isger, 1985;
Minkenberg, 1990; Lanzoni ef al., 2002).

La sex-ratio ¢ generalmente equilibrata. Gli adulti possono vivere, a seconda del-
la temperatura, dai 15 ai 30 giorni. Le femmine sono in genere piu longeve dei
maschi (Parrella, 1987).

Nelle serre riscaldate L. trifolii ¢ presente ed attiva tutto 1’anno, mentre nelle ser-
re fredde compie 4 generazioni da aprile a novembre, svernando come larva in
lento accrescimento o come pupa nel terreno. In pieno campo compie 2-3 gene-

razioni a partire da giugno e sverna come pupa (Tranfaglia e Arpaia, 1988).

2.2.3 Ecologia chimica

In saggi biologici, condotti in laboratorio utilizzando un olfattometro a Y, so-
no state analizzate le risposte comportamentali di femmine adulte di L. trifolii a
piante di fagiolo indenni, su cui il fitofago viene allevato, piante danneggiate da
conspecifici (punture di nutrizione e larve) e piante danneggiate artificialmente.
L’obbiettivo era studiare il comportamento di ricerca della pianta ospite da parte
di questo fitofago e analizzare ’effetto di piante infestate da conspecifici sul
comportamento del minatore (Bazzocchi ef al., 2005).
E risaputo infatti che per alcuni fitofagi 1’effetto di piante gia infestate puo essere
repulsivo: S. exigua (Turlings e Tumlinson, 1991), Pieris rapae (L.) (Sato et al.,
1999) e Heliothis virescens (F.) (de Moraes et al., 2001), mentre, in altri casi, la
presenza del fitofago sulla pianta puo avere sugli individui della stessa specie un
effetto attrattivo: Popillia japonica Newman (Loughrin et al., 1995), Plutella
xylostella (L.) (Shiojiri e Takabayashi, 2003).
Dall’analisi dei risultati ottenuti si € potuto constatare che le piante di fagiolo in-
festate da individui della stessa specie (sia allo stato di adulto: punture di nutri-

zione, che di larva: foglie minate) attraggono le femmine di L. trifolii molto piu
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di quanto non facciano le piante indenni o danneggiate meccanicamente (Baz-
zocchi et al., 2005).

A questo riguardo Loughrin et al. (1995) riportano che adulti di Popillia japonica
Newman risultano piu attratti da foglie di melo selvatico danneggiate da conspe-
cifici che da foglie indenni o danneggiate artificialmente, attribuendo questo
comportamento a differenti cause. L’utilizzo di composti volatili, prodotti dalla
pianta ospite come conseguenza dell’azione di nutrizione del fitofago, facilite-
rebbe 1’accoppiamento e la localizzazione della pianta ospite. Inoltre, sempre se-
condo gli stessi Autori, questi composti volatili sarebbero utilizzati da P. japoni-
ca come indicatori dell’adeguatezza della pianta ospite. Anche P. japonica infat-
ti, come L. trifolii, € una specie estremamente polifaga che puo nutrirsi a discapi-
to di circa 300 specie vegetali (Fleming, 1972). Shiojiri e Takabayashi (2003)
hanno ritrovato in Plutella xylostella (L.) un comportamento molto simile a quel-
lo di L. trifolii. Piante di cavolo infestate da individui della stessa specie attrag-
gono le femmine di P. xylostella molto piu di quanto non facciano quelle non in-
festate. Per cercare di comprendere il comportamento di P. xylostella, Shiojiri e
Takabayashi (2003) hanno analizzato attentamente quello del suo limitatore natu-
rale Cotesia plutellae Kurdjumov, giungendo ad un sorprendente risultato. Fem-
mine di C. plutellae, attratte da piante di cavolo infestate da P. xylostella, parassi-
tizzano in media sempre lo stesso numero di larve ospiti (1,4), a prescindere dal
loro numero sulla pianta. Dunque il comportamento di P. xylostella potrebbe es-
sere un adattamento messo a punto per ridurre il rischio di parassitizzazione. Se
questa ipotesi puo spiegare il comportamento di P. xylostella e del suo limitatore
naturale, non sembra in grado di giustificare quello di L. trifolii e di D. isaea che,
oltre a svolgere una consistente azione di predazione sulle larve del minatore
(host-feeding) (Nicoli e Pitrelli, 1993), ha percentuali di parassitizzazione ben
maggiori che si ripercuotono pesantemente sulla popolazione del fitofago.

Del Piccolo et al. (2007) hanno condotto una serie di saggi biologici per verifica-

re la presenza in L. trifolii di attrattivi sessuali agenti a breve o lungo raggio.
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Dall’analisi dei risultati ottenuti sembra che a svolgere un ruolo attivo durante
I’accoppiamento siano degli idrocarburi cuticolari presenti sulla femmina, agenti
a breve distanza. Le analisi gas-cromatografiche degli estratti cuticolari di en-
trambi 1 sessi hanno evidenziato la presenza di idrocarburi a medio-lunga catena,

con differenze quantitative tra maschio e femmina.

2.2.4 Importanza economica

I danni causati da L. trifolii sono sostanzialmente di due tipi (Minkenberg,
1990):
1) danni diretti, provocati prima dalle femmine adulte mediante le punture di a-
limentazione e ovideposizione, poi dalle larve che scavano nel mesofillo fogliare.
Il risultato ¢ una riduzione del potenziale fotosintetico e spesso un disseccamento
della foglia, che si ripercuote sul valore commerciale delle specie ortive ed or-
namentali;
2) danni indiretti, dovuti all’ingresso di funghi e batteri attraverso le lesioni pro-
vocate dagli adulti e attraverso le gallerie scavate dalle larve. Inoltre gli adulti
possono trasmettere alcune virosi come il virus del mosaico del sedano (Nicoli et
al., 1985) o il virus del mosaico del tabacco (Costa et al., 1958).
Nel Nord America il fitofago ¢ particolarmente dannoso su crisantemo e sedano,
in Francia ed Olanda vengono segnalati danni su pomodoro, mentre in Italia at-

tacca soprattutto gerbera e pomodoro (Benuzzi e Nicoli, 1988).
2.3 Parassitoidi di L. trifolii

Minkenberg e van Lenteren (1986) indicano come parassitoidi di L. trifolii
ben 28 specie di Imenotteri appartenenti alle famiglie degli Eulofidi, Braconidi e

Pteromalidi. In Italia, tra gli Eulofidi ritroviamo: D. isaea, Chrysonotomyia for-

mosa (Westwood), Pediobius sp., Pnigalio sp., (Del Bene, 1984), Chrysocharis
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pubicornis (Zetterstedt) (Siiss, 1985), Cirrospilus vittatus (Walker) e Hemiptar-
senus dropion (Walker) (Del Bene, 1989). Tra i1 Braconidi: D. sibirica e Opius

Spp.

2.4 Diglyphus isaea

2.4.1 Sistematica, distribuzione e specie ospiti

Il parassitoide D. isaea, descritto inizialmente come Cirrospilus isaea (Wal-
ker) nel 1983, ¢ un Imenottero Calcidoideo appartenente alla famiglia degli Eulo-
fidi. Di origine paleartica e abbondantemente diffuso in Europa, Nord Africa e
Giappone, pud ormai essere considerato un insetto cosmopolita, la cui diffusione
e il cui utilizzo sono stati favoriti dalla sua efficacia nel contenere le infestazioni
di numerosi fillominatori (Benuzzi e Raboni, 1992). Questo ectoparassitoide,
lanciato allo stato adulto, ¢ stato segnalato su 18 specie di Agromizidi (Benuzzi e
Nicoli, 1988) e persino su larve di Lepidotteri (Boucek e Askew, 1968). La sua
efficacia si deve, oltre alla sua elevata capacita di parassitizzazione, anche alla
sua abitudine di nutrirsi direttamente delle larve opiti (host-feeding) (Nicoli e Pi-

trelli, 1993).

2.4.2 Morfologia e biologia

L’adulto di D. isaea (fig. 2.2 A) ¢ di colore nero con riflessi verdi metallici, di
dimensioni variabili da 1 a 2 mm. Il sesso si distingue osservando le tibie delle
zampe metatoraciche, che nelle femmine risultano uniformemente nere, mentre
nel maschio presentano una banda mediana chiara.

Terminato I’accoppiamento, la femmina inizia la ricerca dell’ospite e, una volta
individuata la larva della vittima, prima la immobilizza, inoculando nel suo corpo

attraverso 1’ovopositore una sostanza paralizzante, poi successivamente la paras-
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sitizza, deponendo direttamente sul suo corpo o all’interno della mina fogliare
una o piu uova, semitrasparenti e leggermente ricurve (fig. 2.2 B), da cui sgusce-
ranno delle larve (fig. 2.2 C) che cominceranno subito a nutrirsi dell’ospite
dall’esterno.

Si distinguono tre stadi larvali; la larva neo sgusciata si presenta incolore, ma con
il procedere dello sviluppo assume una colorazione nocciola, per divenire verde
una volta raggiunta la maturita. E allora che la larva provvede a consolidare la
propria camera pupale all’interno della mina, costruendo delle particolari struttu-
re che proteggeranno la pupa da un eventuale disseccamento della foglia (fig. 2.2
D).

La pupa, inizialmente di colore verde (fig. 2.2 D), diviene nera in prossimita del-
lo sfarfallamento dell’adulto, che avviene attraverso un foro circolare praticato

nella pagina superiore della foglia.

Figura 2.2 Schema del ciclo biologico di Diglyphus isaea. A, adulto; B, uovo; C, larva; D,
pupa (da Viggiani, 1964).
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D. isaea non presenta una diapausa vera e propria e uno stadio specifico adattato
allo svernamento, ma ¢ in grado di trascorrere 1’inverno in diversi stadi biologici,
rallentando 1 tempi del proprio sviluppo preimmaginale.

Oltre alla parassitizzazione, che ¢ rivolta principalmente a larve di terza eta, D.
isaea ¢ in grado di gravare sulle popolazioni dei propri ospiti predando diretta-
mente le larve (host-feeding). Questo comportamento predatorio ¢ riservato nella
maggior parte dei casi alle larve piu giovani ed ¢ indispensabile per la maturazio-
ne degli oociti, oltre che fondamentale dal punto di vista applicativo in quanto
permette un controllo di tutti gli stadi larvali dell’ospite (Benuzzi e Raboni,

1992).

2.4.3 Ecologia chimica

Studiando il comportamento di ricerca di D. isaea, Finidori-Logli et al.
(1996) sono arrivati alla conclusione che il parassitoide localizzi le larve ospiti di
L. trifolii sfruttando 1 segnali chimici volatili emessi dal complesso pianta-ospite,
piuttosto che servirsi dei segnali emessi unicamente dal corpo delle proprie pre-
de, che risultano piu attendibili ma che presentano I’inconveniente di essere dif-
ficilmente reperibili nell’ambiente. Questo spiegherebbe lo scarso interesse mo-
strato dal parassitoide nei confronti delle larve e degli estratti ottenuti da piante di
fagiolo indenni e, al contrario, la notevole attrazione mostrata per le miscele e-
stratte da piante infestate dal minatore.

Partendo da queste premesse Zhao e Kang (2002) hanno analizzato
all’elettroantennogramma le risposte di D. isaea a varie tipologie di piante, per
cercare di chiarire se e quale ruolo possano avere durante la localizzazione
dell’ospite L. sativae. Solo le foglie infestate da larve di L. sativae hanno avuto
I’effetto di indurre nell’antenna del parassitoide delle risposte rilevabili, benché
sempre di intensita inferiore a quelle indotte dalle piante danneggiate meccani-

camente. L’effetto delle foglie indenni e di quelle minate (senza larve) non si ¢
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mai discostato in maniera significativa da quello indotto dal semplice controllo
(aria purificata), sia che ad essere analizzate fossero piante ospiti del fitofago che

non ospiti.

2.4.4 Ricerca dell ospite da parte di D. isaea: lo stato dell’arte

Nel corso degli anni 2000-2004 ¢ stato condotto uno studio per cercare di ap-
profondire il ruolo svolto dai semiochimici nell’interazione tritrofica che vedeva
coinvolti il dittero fillominatore L. trifolii, il parassitoide D. isaea e piante di fa-
giolo (P. vulgaris) (Bazzocchi e Maini, 2000; Bazzocchi et al., 2005).

In prove condotte in laboratorio utilizzando un olfattometro a Y sono state sotto-
poste al parassitoide delle piante di fagiolo indenni, danneggiate artificialmente,
infestate da L. trifolii (punture di nutrizione e larve) e la parte indenne di piante
infestate dal fitofago. Lo scopo era capire quali tra le fonti saggiate risultassero
attrattive, di confrontare 1’effetto di un danno generico con uno specifico dovuto
all’azione di L. trifolii, di verificare 1’esistenza nella pianta danneggiata dal fito-
fago di un’emissione sistemica e di analizzare il suo effetto sul comportamento
del parassitoide.

Dall’analisi dei risultati ottenuti si € potuto constatare come il parassitoide risulti
attratto dalle piante attaccate dal fitofago (sia allo stato di adulto: punture di nu-
trizione, che di larva: foglie minate), non mostrando alcuna attrazione per quelle
danneggiate artificialmente. Il danno del fitofago ¢ risultato il fattore determinan-
te che ha innescato il rilascio di cairomoni, utilizzati da D. isaea durante il pro-
cesso di localizzazione del suo ospite e I’emissione non ha interessato solo le
porzioni direttamente attaccate dal fitofago, ma ha coinvolto I’intera pianta (e-
missione sistemica).

Resta pero ancora da chiarire quali siano 1 composti biologicamente attivi in gra-

do di influenzare il comportamento di ricerca del parassitoide.
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2.5 Obbiettivo della ricerca

Scopo del presente studio ¢ stato identificare le sostanze responsabili
dell’attrazione del parassitoide D. isaea da parte di piante di fagiolo infestate da
L. trifolii e individuare le sostanze biologicamente attive, al fine di poterle in fu-
turo impiegare per attirare il parassitoide e migliorare, di conseguenza, la lotta

biologica in campo a questo insetto dannoso.
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CAPITOLO 3

Materiali e metodi

3.1 Materiale biologico

Le piante di fagiolo (P. vulgaris, cv. borlotto lingua di fuoco nano) venivano
fatte crescere singolarmente in vasetti di vetro (@=4,5 cm) all’interno di un arma-
dio climatizzato (fotoperiodo L:D = 16:8; temperatura: 25 = 1 °C; UR: 60 = 10
%) e utilizzate una volta completato lo sviluppo delle foglie post-cotiledonari
(approssimativamente dopo 2 settimane).

Il parassitoide D. isaea veniva acquistato presso la biofabbrica Bioplanet di Ce-
sena, dove viene allevato su L. trifolii sviluppata su fagiolo. Gli insetti venivano
isolati all’interno di provette, sessati, nutriti con miele e riposti all’interno di un
armadio climatizzato (temperatura: 12 + 1 °C) in attesa di essere saggiati. Tutti i
parassitoidi impiegati nei saggi biologici erano femmine inesperte di 2-4 giorni di

eta.

3.2 Olfattometro

Per studiare le risposte comportamentali di D. isaea ¢ stato utilizzato un olfat-
tometro a due vie 0 a Y (fig. 3.1 A). Un flusso di aria (2 L/min di aria nel punto
di rilascio dell’insetto, 1 L/min in ciascun braccio del tubo a Y), generato da un
pompa e regolato attraverso due flussimetri, veniva fatto passare attraverso una
trappola a carboni attivi e una beuta contenente acqua distillata. L ’aria, una volta
purificata e umidificata, attraversava le due “camere degli odori”, costituite da

due ampolle di vetro (L = 10 cm, @ = 1,2 cm) chiuse da tappi muniti di setti in
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silicone/teflon, dove erano inserite le strisce di carta da filtro, che venivano sosti-
tuite ad ogni replica e su cui venivano applicate le soluzioni da saggiare. Succes-
sivamente ’aria giungeva al tubo a Y, dove venivano analizzate le risposte com-
portamentali degli insetti.

I1 piano d’appoggio era rivestito di carta bianca per consentire alla luce di diffon-
dersi in maniera uniforme; la fonte di illuminazione era rappresentata da una
lampada (intensita della luce: 700 lux) posta ad un’altezza di circa 1 m dal piano
di appoggio dell’olfattometro e posizionata sul tubo a Y in modo da non influen-

zare la scelta degli insetti.

3.2.1 Procedura sperimentale e valutazione delle scelte

La procedura di valutazione dei dati comportamentali, utilizzata nella presen-
te ricerca, ¢ la stessa impiegata da un gran numero di autori (Sabelis e van de Ba-
an, 1983; Steinberg et al., 1992; Potting ef al., 1995; Du et al., 1996; Ngi-Song et
al., 1996; Bertschy et al., 1997; Bernasconi et al., 1998; Hern e Dorn, 1999).

Ad ogni saggio, una femmina del parassitoide veniva introdotta nel tubo a Y a li-
vello del punto di rilascio (fig. 3.1 B). Se, entro 5 minuti dall’introduzione,
I’insetto non raggiungeva la biforcazione del tubo, gli veniva attribuita una “non
scelta” Se, al contrario, entro il tempo stabilito, percorreva tutta la prima parte
del tubo (area di “non scelta”) raggiungendo la biforcazione, si registrava il brac-
cio scelto per primo (“prima scelta”) e si concedevano all’insetto fino ad 8 minuti
totali (a partire dalla sua introduzione nel tubo a Y) per compiere una “scelta de-
finitiva” e raggiungere 1’estremita di uno dei due bracci dell’olfattometro. Nella
valutazione delle scelte, si ¢ deciso di tenere conto solo di quelle “definitive” e
non delle “prime scelte”, poiché solo alle estremita dei bracci le fonti di odore
sono veramente separate tra loro. A livello della biforcazione, infatti, si creano

turbolenze che portano al mescolamento degli odori (van Alphen e Jervis, 1996).
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Le fonti di odore e le strisce di carta da filtro su cui venivano applicate erano so-
stituite ad ogni saggio.

Al termine di ciascuna prova sperimentale tutta la vetreria (il tubo a Y e le am-
polle di vetro) veniva accuratamente lavata con detergente e risciacquata con ac-

qua distillata.

Linea “scelta definitiva”

N/

\‘\ //

—— Linea “prima scelta”

\

Area di “non scelta”

Punto di rilascio

Figura 3.1 A, olfattometro a due vie utilizzato nei saggi biologici. 1, pompa; 2, trappola a
carboni attivi; 3, beuta con acqua distillata; 4, flussimetri; 5, camere degli odori; 6, tubo a
Y. B, suddivisione funzionale del tubo a Y.

3.3 Fonti di odore analizzate

Le fonti di odore analizzate sono state:
1) piante di fagiolo indenni;
2) piante di fagiolo con larve di terza eta L. trifolii : piante sottoposte a 2 ore di
infestazione e utilizzate quando il fitofago raggiungeva il terzo stadio larvale

(dopo 5 giorni a T =25 °C: Lanzoni et al., 2002);
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3) piante danneggiate meccanicamente: piante su cui, prima dell’utilizzo, veni-
vano praticate delle microlesioni sulle foglie mediante uno spillo entomologico
(n. 30 microlesioni per foglia);

4) testimone = vaso + torba.

3.4 Campionamento ed estrazione dei composti volatili presenti nello spazio

di testa dei campioni

3.4.1 Metodologia di analisi statica: tecnica dell’'SPMFE

La microestrazione in fase solida (SPME) ¢ una tecnica che permette di e-
strarre e concentrare, impiegando fibre di silice rivestite da polimeri con elevate
capacita adsorbenti (fase stazionaria), una vasta serie di composti organici volati-
li o semi volatili da differenti matrici come aria, acqua e suolo (Zhang e Pa-
wliszyn, 1993). Ideata per campionare 1 contaminanti organici presenti
nell’acqua, questa tecnica ¢ stata successivamente impiegata in numerose altre
analisi ambientali (Steffen e Pawliszyn, 1996) e nello studio dei feromoni degli
insetti (Malosse et al., 1995). E una tecnica semplice, dove I’esito dell’estrazione
¢ fortemente legato alla polarita del composto che si vuole estrarre e alla scelta
della fibra e dell’adsorbente con cui ¢ rivestita; le fibre in polidimetilsilossano
sono comunemente impiegate per campionare i soluti non polari, mentre quelle
in poliacrilato per estrarre 1 composti polari (Vercammen et al., 2000).

Le piante di fagiolo (indenni o infestate dal fillominatore) venivano confinate
all’interno di un cristallizzatore (h = 13 cm; @ =10 cm) , chiuso ermeticamente e
munito di un tappo con un setto perforabile in silicone/teflon. Trascorsi 20 minuti
(tempo atteso per consentire alle sostanze volatili di diffondersi nel contenitore),
il dispositivo dell’SPME perforava il setto e la fibra era esposta allo spazio di te-

sta del campione per 45 minuti (fig. 3.2), trascorsi i quali veniva ritratta e succes-
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sivamente introdotta nell’iniettore del gascromatografo (T = 250 °C), dove 1
composti assorbiti venivano rilasciati per deassorbimento termico.
La fibra SPME utilizzata era in polidimetilsilossano, lo spessore della fase sta-

zionaria era di 100 pm.

Ago

Fibra adsorbente

Figura 3.2 Tecnica dell’SPME (da Tholl et al., 2006).

3.4.2 Metodologia di analisi dinamica: tecnica dell’Air Entrainment

E una tecnica impiegata in ecologia chimica per identificare e quantificare i
semiochimici volatili presenti nello spazio di testa di un campione (Agelopoulos
e Pickett, 1998); si tratta di una tecnica “dinamica” in quanto 1’aria fluisce conti-
nuamente sul campione veicolando le sostanze volatili sull’adsorbente e presenta,
rispetto alla tecnica SPME ed ad altre tecniche analoghe, il vantaggio di poter as-
sorbire 1 composti volatili emessi durante un lasso di tempo che puo essere anche
molto lungo. In questo caso, il campione viene confinato all’interno di una came-
ra chiusa ermeticamente e viene attraversato da un gas vettore (generalmente aria
purificata). I composti volatili emessi sono trasportati dal gas fino ad una cartuc-
cia adsorbente, impaccata con un polimero poroso, dove sono assorbiti e precon-

centrati. Il deassorbimento dei composti dalla cartuccia (estrazione) pud essere
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ottenuto mediante eluizione con un solvente (deassorbimento mediante solvente)
o trattamento rapido mediante calore (deassorbimento termico) (Agelopoulos e
Pickett, 1998).

Ad ogni campionamento, 3 piante di fagiolo (indenni, infestate dal fitofago o
danneggiate meccanicamente) venivano confinate in un recipiente di vetro (h =
40 cm; @ =12 cm), chiuso da un tappo a tenuta in polietilene. Un flusso di aria
(400 ml/min), purificata mediante un filtro molecolare e un filtro a carboni attivi,
veniva fatta passare sopra 1 campioni e, successivamente, attraverso una cartuccia
adsorbente contenente 100 mg di Porapak Q (mesh 50-80; Alltech) (fig. 3.3).
L’estrazione durava 15 ore ed ¢ stata replicata, per ogni tipologia di fonte di odo-
re analizzata, 5 volte. Il deassorbimento dei composti dalla cartuccia avveniva
mediante eluizione con dietil etere (1 ml). Gli estratti ottenuti erano concentrati

sotto flusso di azoto e conservati a —20°C, in attesa di essere analizzati e saggiati.

Figura 3.3 Tecnica di assorbimento delle sostanze volatili rilasciate dai campioni. A, filtro
molecolare e filtro a carboni attivi; B, recipiente di vetro in cui venivano confinate le pian-
te; C, cartuccia adsorbente; D, flussimetro; E, pompa aspirante.

3.4.2.1 Saggi biologici con gli estratti
Da ogni ciclo di estrazione si ottenevano due miscele, ovvero un estratto di

fagioli indenni e un estratto di piante infestate dal minatore, che venivano saggia-

ti successivamente all’olfattometro a Y (tab. 3.1).
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3.4.3 Analisi dei composti volatili

I composti volatili campionati sono stati analizzati e identificati mediante un
gascromatografo Varian 3400 collegato ad uno spettrometro di massa Varian Sa-
turn 2000. Il gascromatografo era equipaggiato con una colonna CP-SIL 8; 30 m
X 0,25 mm ID. Il programma di analisi prevedeva una temperatura iniziale di
40°C che veniva mantenuta per un minuto per poi salire a 320°C a 10°C/min. Il

gas di trasporto era elio, il flusso in colonna 1ml/min.

Tabella 3.1 Schema delle prove condotte all’olfattometro a Y con gli estratti.

Olfattometroa Y Femmine di D. isaea
Prove sperimentali saggiate
Braccio 1 Braccio 2 (n)
1 20 ul Sy 20 ul L 114 10
2 20 ul' S, 20 pl L 1y 10
3 20 pl S5 20 pl L 13 12
4 20 pl S, 20 pl L 1y 10
5 20 pl Ss 20 pl L s 15

S, estratti di piante di fagiolo indenni
L Il estratti di piante di fagiolo infestate da Liromyza trifolii

3.5 Isolamento dei composti biologicamente attivi

3.5.1 Tecnica della cromatografia liquido-solido (LC)

La cromatografia liquida su colonna ¢ un processo di separazione basato sulla
distribuzione differenziale dei componenti di una miscela tra una fase mobile li-
quida, rappresentata da un solvente organico e una fase stazionaria solida, rap-
presentata da un adsorbente finemente suddiviso con cui ¢ impaccata la colonna.

I composti della miscela, assorbiti selettivamente sulla superficie del solido, ven-
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gono eluiti dalla fase stazionaria aumentando progressivamente la polarita della
fase mobile.

Il processo di estrazione avveniva con la stessa procedura descritta nel paragrafo
3.4.2 (Tecnica Air Entrainment) ed ¢ stato replicato 2 volte. L’estratto ottenuto
era concentrato sotto flusso di azoto e caricato su una colonna ottenuta impac-
cando una pipetta Pasteur con 200 mg di silice (mesh 200-400; 60A). La colonna
veniva prima eluita con 2 ml di esano (F;) e successivamente con 2 ml di etere
(F,) (fig. 3.4). Le frazioni ottenute erano successivamente concentrate sotto flus-

so di azoto e saggiate all’olfattometro a Y.

3.5.1.1 Saggi biologici con le frazioni F; e F,

Le frazioni F, e F,, ottenute mediante cromatografia liquido-solido degli e-
stratti di piante di fagiolo infestate da L. trifolii, sono state saggiate contro i ri-
spettivi solventi (tab. 3.2), allo scopo di individuare la frazione della miscela con-
tenente 1 composti biologicamente attivi in grado di influenzare il comportamen-
to di ricerca del parassitoide. Inizialmente sono state condotte due prove prelimi-

nari per valutare gli effetti dei solventi impiegati nelle eluizioni (etere; esano).

Tabella 3.2 Prove sperimentali con le frazioni F, e F,.

Olfattometro a Y Femmine di D. isaea
Prove sperimentali saggiate
Braccio 1 Braccio 2 (n)
1 20 uyl ESANO 20 ul ESANO 50
2 20 yl ESANO 20 pl Fy4 42
3 20 IETERE 20 ulETERE 50
4 20 ulETERE 20 pl F, 46

F4, frazioni contenenti i composti apolari dell’estratto attivo
F2, frazioni contenenti i composti polari dell’'estratto attivo
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3.6 Ruolo biologico dei composti identificati

3.6.1 Saggi con i composti puri

Una volta identificati i composti volatili correlabili all’attivita trofica di L. trifo-
lii, per individuare quali sostanze vengano impiegate dal parassitoide D. isaea du-
rante la ricerca del proprio ospite, si € ritenuto di procedere saggiando tutti 1 com-
posti (tab. 3.3), eccetto I’acetato di 3-esenile che risulta essere rilasciato abbondan-
temente anche dalle piante danneggiate meccanicamente, che nei saggi in vivo non

erano risultate attrattive nei confronti del parassitoide (Bazzocchi e Maini, 2000).

Tabella 3.3 Saggi biologici con i composti puri.

Olfattometroa Y

Femmine
Prove .
. . D. isaea
sperimentali it
Braccio 1 Braccio 2 saggiate (n)
20 ul ETERE 1 ng INDOLO / 20 ul ETERE 50
20 ul ETERE 10 ng INDOLO / 20 yl ETERE 50
20 ul ETERE 100 ng INDOLO / 20 ul ETERE 50
20 ul ETERE 1 ng a COPAENE /20 ul ETERE 50
20 ul ETERE 10 ng a COPAENE / 20 pl ETERE 50
20 ul ETERE 100 ng a COPAENE / 20 pl ETERE 50
20 ul ETERE 1 ng B CARIOFILLENE / 20 ul ETERE 50
20 ul ETERE 10 ng 8 CARIOFILLENE / 20 yl ETERE 50
20 ul ETERE 100 ng B CARIOFILLENE / 20 yl ETERE 50
10 20 ul ETERE 1000 ng B8 CARIOFILLENE / 20 yl ETERE 50
1 20 yl ETERE 1 ng a CARIOFILLENE / 20 pl ETERE 50
12 20 ul ETERE 10 ng a CARIOFILLENE / 20 yl ETERE 50
13 20 ul ETERE 100 ng a CARIOFILLENE / 20 ul ETERE 50
14 20 ul ETERE 1 ng a FARNESENE / 20 pyl ETERE 50
15 20 ul ETERE 10 ng a FARNESENE / 20 pl ETERE 50
16 20 yl ETERE 100 ng a FARNESENE / 20 pl ETERE 50
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Alcuni di questi composti non sono disponibili in commercio (ocimene; DMNT;
esadecene). Quelli reperibili (indolo; o copaene; S cariofillene; o cariofillene; a
farnesene) sono stati diluiti in etere e saggiati su 50 femmine inesperte di D. isa-
ea a 3 diverse concentrazioni (1 ng; 10 ng; 100 ng)/20 ul etere secondo lo sche-

ma riportato in tabella 3.3.
3.7 Analisi statistica dei dati

Ai fini dell’elaborazione statistica dei dati, sono stati presi in considerazione
solo gli insetti che hanno effettuato una scelta definitiva. Le scelte operate

all’olfattometro a Y dalle femmine di D. isaea sono state valutate attraverso il

2
test y~ “frequenze osservate vs frequenze attese”.
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CAPITOLO 4

Risultati

4.1 Analisi e identificazione dei composti volatili presenti nello spazio di te-

sta dei campioni

4.1.1 Composti volatili estratti attraverso la tecnica dell’SPME

La figura 4.1 mostra i cromatogrammi di piante di fagiolo indenni e piante in-
festate da larve di L. trifolii, ottenuti analizzando lo spazio di testa dei campioni
attraverso la tecnica statica del’SPME. Dall’analisi e dal confronto dei cromato-
grammi di entrambi 1 campioni ¢ stato possibile isolare quattro composti (tab.
4.1), che sembrerebbero essere rilasciati abbondantemente dalle piante di fagiolo

danneggiate dal fitofago ed emessi solo in tracce dalle piante indenni.

kCounts

200 B Fagioli infestati

E  Fagioli indenni
150

TIC

100

50 -

\
- | S
(T ’\“—\"-'Ww‘-w‘, L.,Mf,;r,\.:,-%,‘_*J _..&__:f_j\,A“ﬁ\n,\}'kk_,)(\lmg‘.}'j»\*_;L_)_‘/'\”\,k_/

50 75 10.0 125

Tempo (min)

Figura 4.1 Confronto dei profili gas-cromatografici ottenuti da piante di fagiolo indenni e
piante infestate da larve di L. #rifolii. In ordinata la corrente ionica totale.
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Tabella 4.1 Identificazione dei composti volatili emessi da piante di fagiolo infestate da L.
trifolii campionati mediante la tecnica del’SPME (il numero d’ordine corrisponde a quel-
lo della fig. 4.1).

° . te-rl;zegr?: (dni1in) Composto Formula
1 rew Cgmeeremilt o
2 11,733 Tetradecene Ci4Hog
3 12.067 Dodecanale C4oH2.0
4 12,323 B- cariofillene CisHos

4.1.2 Composti volatili estratti attraverso la tecnica dell’Air Entrainment

L’analisi degli estratti ottenuti da piante di fagiolo indenni, da piante infestate
da larve di L. trifolii e da piante danneggiate meccanicamente e il confronto dei
relativi cromatogrammi ha rivelato una profonda differenza nei profili gas-
cromatografici dei campioni analizzati, sia a livello qualitativo che quantitativo
(fig. 4.2). Confrontando 1 profili gas-cromatografici di tutti i campioni analizzati
(piante di fagiolo indenni, piante infestate dal fitofago, piante danneggiate artifi-
cialmente, vaso + torba) ¢ stato possibile individuare, per differenza, i composti
volatili imputabili, con buona probabilita, al semplice danno meccanico e al dan-
no conseguente all’attivita trofica dell’agromizide (tab. 4.2).

Da un lato, il danno compiuto dalle larve del fitofago attraverso ’attivita di nutrizio-
ne induce nelle piante di fagiolo un abbondante rilascio di composti che generalmen-
te non sono emessi dalle piante indenni. Si tratta principalmente di alcoli a catena
breve e terpenoidi volatili (ocimene; f-cariofillene; 4,8-dimetil-1,3,7-nonatriene).

Dr’altro canto, alcuni composti, generalmente assenti o emessi solo in tracce dalle
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piante di fagiolo indenni, subiscono a seguito dell’infestazione un notevole incre-
mento e vengono rilasciati in quantita particolarmente elevate. E il caso dell’acetato
di 3-esenile, un composto emesso in quantita notevoli dalle piante infestate, ma rila-

sciato abbondantemente anche da quelle danneggiate meccanicamente (fig. 4.2).

Tabella 4.2 Identificazione dei composti volatili emessi da piante di fagiolo infestate da
larve di L. trifolii campionati mediante la tecnica dell’Air Entrainment; in arancione sono
indicati i composti imputabili al danno compiuto dal fitofago, in verde quelli generici da
stress. Il numero d’ordine dei composti ¢ lo stesso della fig. 4.2.

Tempo di
N° ritenzione Composto Formula Struttura chimica
(min)
1 59 Acetato di 3 esenile CgH140, PPN )I\

/
2 6,5 Ocimene CioH1e W

3 7.6 DMNT CyiHyg /‘W\

NH
4 10,7 Indolo CaH/N @
5 11,6 a-copaene CisHoy 8_<
6 12,3 B- cariofillene CisHazs W
7 12,8 a- cariofillene CisHoy //@
8 13,3 a-farnesene CisHa4 M/Y\
9 14,0 Nerolidolo C15H260
10 14,3 Esadecene CigHs2 e e
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Figura 4.2. Profili gas-cromatografici dei composti volatili rilasciati dal testimone (vaso +
torba), da piante di fagiolo indenni, da piante infestate da L. trifolii e da piante danneggia-
te meccanicamente. Sono riportate dall’alto in basso tre sezioni del cromatogramma: da
4,5 a 7,5 minuti, da 7,5 a 10,5 minuti, da 10,5 a 14,5 minuti. (1), acetato di 3-esenile; (2), o-
cimene; (3), 4,8-dimetil-1,3,7-nonatriene (DMNT); (4), indolo; (5), a-copaene; (6), f-
cariofillene; (7), a-cariofillene; (8), a-farnesene; (9), nerolidolo; (10), esadecene.
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4.2 Saggi biologici all’olfattometro

4.2.1 Saggi con gli estratti ottenuti mediante la tecnica dell’Air Entrainment

Gli estratti di piante di fagiolo indenni e piante infestate dal fillominatore, ot-
tenuti mediante la tecnica dell’Air Entrainment, sono stati saggiati
nell’olfattometro a Y per verificare la preferenza dell’insetto nei confronti dei
due stimoli. Sul totale degli insetti saggiati nelle cinque replicazioni (tab. 4.3), la
percentuale di parassitoidi che ha compiuto una scelta definitiva ¢ stata del 58 %,
di cui il 73% ha preferito 1’estratto di pianta di fagiolo + L. trifolii. La differenza
registrata sul totale delle scelte definitive, analizzata statisticamente, ¢ risultata
altamente significativa (P = 0,009; Test x*) (tab. 4.3 e fig. 4.3). Tale risultato di-
mostra la possibilita di estrarre, mediante la tecnica dell’ Air Entrainment, 1 com-
posti responsabili dell’attrattivita osservata in precedenza nei confronti del mate-

riale biologico (Bazzocchi e Maini, 2000).

Tabella 4.3 Analisi statistica dei risultati delle prove sperimentali condotte con gli estratti.

Individui che hanno compiuto una scelta

Femmine di all'olfattometro (n)
Replicazioni D. isaea X2®) P % di scelta
saggiate (n) Estratto piante Estratto piante
indenni infestate
1 10 1 5
2 10 2 6
3 12 2 4
4 10 2 3
5 15 2 6
Tot. 57 9 24 0,009 6,82 58

®) gradi di liberta = 1
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[0 Estratti fagioli indenni
B Estratti fagioli infestati

*%

100 80 60 40 20 0 20 40 60 80 100
% di scelta

Figura 4.3 Risposte di femmine inesperte di D. isaea nei confronti di estratti di piante di
fagiolo indenni e piante infestate da L. trifolii. Test y*; **P < 0,01.

4.2.2 Saggi con le frazioni F; e F, ottenute mediante la tecnica della

cromatografia liquido-solido (LC)

Le prove preliminari condotte con esano ed etere (tab. 4.4; prove sperimentali
1 e 3) hanno permesso di valutare gli effetti sul parassitoide dei solventi utilizzati
nelle eluizioni. Su 50 femmine di D. isaea saggiate in ciascuna prova, la % di in-
setti che ha compiuto una scelta definitiva € stata del 62% nei saggi con solo esa-
no e del 56% nelle prove con solo etere. Percentuali analoghe erano state riscon-
trate in precedenza nei saggi condotti con il materiale biologico (Bazzocchi e
Maini, 2000). Questo risultato ci ha permesso pertanto escludere un eventuale ef-
fetto negativo dei solventi sulla performance degli insetti nell’olfattometro. La
differenza registrata nelle scelte definitive compiute dagli insetti in entrambe le
prove, analizzata statisticamente utilizzando il test y°, non & mai risultata signifi-
cativa (P> 0,05) (tab. 4.4; figg. 4.4 ¢ 4.5).
N¢ la frazione F, dell’estratto attivo, contenente i composti apolari (idrocarburi

saturi e insaturi), né la frazione F,, contenenti 1 composti polari (aldeidi e alcoli),
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sono risultate piu attrattive dei controlli (rispettivamente esano e etere); in en-
trambi 1 casi, la differenza registrata nelle scelte definitive tra le femmine del pa-
rassitoide che hanno preferito al solvente una delle due frazioni, analizzata stati-

sticamente, non ¢ risultata significativa (tab. 4.4; figg. 4.4 ¢ 4.5).

Tabella 4.4 Analisi statistica dei risultati delle prove sperimentali condotte con le frazioni
F] (Y Fz.

Olfattometro a Y Femmine Scelte
Prove D.isaea X2 0) P % di scelta
sperimentali 5 o1 5 oo saggiate  praccio 1 Braccio 2
raccio raccio (n) (n)(a) (n)(a)
1 20 yl ESANO 20 pyl ESANO 50 14 17 0,29 0,590 62
2 20 yl ESANO 20 pl F4 42 14 12 0,15 0,695 62
20 yl ETERE 20 ul ETERE 50 15 13 0,14 0,705 56
20 ylETERE 20 pl Fy 46 13 7 1,80 0,180 43
@ humero di femmine di D. isaea che ha effettuato una scelta
®) gradi di liberta = 1
F1 = frazioni apolari dell'estratto
F, = frazioni polari dell'estratto
[ Esano
HF
! 14 17 ns
14 ns
100 80 60 40 20 0 20 40 60 80 100
% di scelta

Figura 4.4 Risposte di femmine inesperte di D. isaea alle frazioni apolari F,. Test y*; ns =
differenza statisticamente non significativa.
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] Etere
B F
15 13 ns
100 80 ) 40 20 0 20 40 60 80 100

% di scelta

Figura 4.5 Risposte di femmine inesperte di D. isaea alle frazioni polari F,. Test y; ns =
differenza statisticamente non significativa.

Dunque il tentativo di isolare, fra i molti composti presenti nell’estratto attivo,
quelli dotati di attivita biologica, si ¢ rivelato infruttuoso. E possibile che
I’assenza di attivita biologica dimostrata dalle due frazioni possa dipendere dal
fatto che, mediante il procedimento utilizzato, vengano separati composti che,
per suscitare 1’attrazione nel parassitoide, debbano essere presenti contemporane-
amente in soluzione.

E altresi possibile che il procedimento di separazione cromatografica mediante

gel di silice degradi uno o piu composti attivi.

4.2.3 Saggi con i composti puri

I composti volatili emessi dalle piante di fagiolo a seguito del danno compiu-
to dalle larve di L. trifolii (indolo; a-copaene; fS-cariofillene; a-cariofillene; o-
farnesene) sono stati diluiti in etere e saggiati contro il solvente (etere) a tre con-
centrazioni (1 ng; 10 ng; 100 ng) su 50 femmine inesperte di D. isaea.
In tutte le prove sperimentali condotte con 1’indolo, questo composto non ¢ mai

risultato attrattivo (fig. 4.6) e le differenze nelle scelte definitive compiute dai pa-
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rassitoidi nelle tre prove non sono mai risultate statisticamente significative (P >
0,05; Test %°) (tab. 4.5). Con "aumentare della concentrazione dell’indolo si assi-
ste, al contrario, ad una sostanziale diminuzione sia della percentuale di scelta
degli insetti, che dal 58 % nella prima prova (indolo: 1 ng) passa al 20 % nella
terza prova (indolo: 100 ng), che della mobilita dei parassitoidi nell’olfattometro

(gli insetti erano complessivamente poco mobili).

1ng /20l 13 16 ns
10 ng /20 pl 7 7 ns
100 ng / 20 pl 4 6 ns
100 80 &0 40 20 o 20 40 B0 80 100
% di scelta

Figura 4.6 Risposte di femmine inesperte di D. isaea a diverse dosi di indolo (1 ng; 10
ng; 100 ng). Test y*; ns = differenza statisticamente non significativa.

Anche a-copaene e fS-cariofillene complessivamente non sono risultati attrattivi
(figg. 4.7 e 4.8), come dimostrano i risultati dell’analisi statistica compiuta sulle
scelte definitive di tutte le prove sperimentali (P > 0,05; Test y°) (tab. 4.5). Cio-
nonostante, a differenza dei saggi condotti in precedenza con 1’indolo, I’aumento
della concentrazione sia di a-copaene che di f-cariofillene determina proporzio-
nalmente un aumento della percentuale di scelta degli insetti e, nel caso del f-
cariofillene, anche della risposta dei parassitoidi nell’olfattometro (gli insetti era-

no estremamente reattivi).
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O Etere @Copaene

1ng/20ul 8 1 ns
10 ng /20 i 3 7 ns
100 ng / 20 pl 10 14 ns
100 80 60 40 20 0 20 40 60 80 100
% di scelta

Figura 4.7 Risposte di femmine inesperte di D. isaea a diverse dosi di a-copaene (1 ng; 10
ng; 100 ng). Test x’; ns = differenza statisticamente non significativa.

OFEtere @R Cariofillene

1ng/20pl 9 ns

100 ng/ 20 pl 8 ns

1000 ng / 20 pl 16 ns

100 a0 60 40 20 0 20 40 60 80 100
% di scelta

Figura 4.8 Risposte di femmine inesperte di D. isaea a diverse dosi di f-cariofillene (1 ng;
10 ng; 100 ng; 1000 ng). Test ¥*; ns = differenza statisticamente non significativa.
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Tabella 4.5 Analisi statistica dei risultati delle prove sperimentali condotte con i composti puri.

Olfattometro a Y Femmine Scelte
Epr)z\r/i?nentali SDéQI]Z?:tZ Braccio 1  Braccio 2 X P 7 discelta
Braccio 1 Braccio 2 (n) (n)(a) (n)(a)
20 ul ETERE 1 ng INDOLO / 20 yl ETERE 50 13 16 0,31 0,577 58
20 ul ETERE 10 ng INDOLO / 20 pyl ETERE 50 0 1,000 28
20 ul ETERE 100 ng INDOLO / 20 pyl ETERE 50 0,40 0,527 20
20 yl ETERE 1 ng a- COPAENE / 20 ul ETERE 50 11 0,47 0,491 38
20 yl ETERE 10 ng a- COPAENE / 20 pl ETERE 50 7 1,60 0,206 20
20 ul ETERE 100 ng a- COPAENE / 20 pl ETERE 50 10 14 0,67 0,414 48
20 ul ETERE 1 ng B- CARIOFILLENE / 20 pl ETERE 50 8 0,059 0,808 34
20 yl ETERE 10 ng B- CARIOFILLENE / 20 pl ETERE 50 0,33 0,564 24
20 yl ETERE 100 ng B- CARIOFILLENE / 20 ul ETERE 50 12 0,37 0,800 40
10 20 yl ETERE 1000 ng 8- CARIOFILLENE / 20 pl ETERE 50 16 11 0,34 0,926 54
11 20 yl ETERE 1 ng a- CARIOFILLENE / 20 pl ETERE 50 11 2,25 0,134 32
12 20 ul ETERE 10 ng a- CARIOFILLENE / 20 pl ETERE 50 17 3,24 0,072 50
13 20 yl ETERE 100 ng a- CARIOFILLENE / 20 yl ETERE 50 10 21 3,90 0,048 62
14 20 yl ETERE 1 ng a-FARNESENE / 20 pyl ETERE 50 11 14 0,36 0,549 50
15 20 yl ETERE 10 ng a-FARNESENE / 20 yl ETERE 50 0,11 0,739 18
16 20 yl ETERE 100 ng a-FARNESENE / 20 pl ETERE 50 17 5,26 0,022 46

(a)

®) gradi di liberta = 1

numero di femmine di D. isaea che ha effettuato una scelta



L’aumento della dose di a-cariofillene ¢ accompagnato da un graduale aumento
sia della percentuale di scelta degli insetti, che del numero di parassitoidi che
preferiscono 1’a-cariofillene al controllo (etere) (tab. 4.5); le differenze registrate
nelle scelte definitive divengono statisticamente significative quando la concen-
trazione dell’a-cariofillene raggiunge i 100 ng (P = 0,048; Test %) (tab. 4.5) (fig.
4.9). A tale concentrazione, la percentuale di parassitoidi che hanno compiuto

una scelta definitiva ¢ risultata in assoluto la piu elevata (62%).

OEtere @a Cariofillens

1ng /20 pl 5 11 ns
10 ng / 20 pl 8 17 ns
100 ng / 20 pl 10 21 *
100 &0 60 40 20 0 20 40 60 80 100
% di scelta

Figura 4.9 Risposte di femmine inesperte di D. isaea a diverse dosi di a-cariofillene (1 ng;
10 ng; 100 ng). Test ¥*; ns = differenza statisticamente non significativa; *P < 0,05.

Complessivamente 1’a-farnesene non ¢ mai risultato attrattivo. Sebbene la per-
centuale complessiva di scelta ottenuta nel saggio a 100 ng (46 %) non si discosti
sensibilmente da quella ottenuta a 1 ng (50 %) (tab. 4.5), si registra nel corso del-
le prove, proporzionalmente all’aumento della concentrazione del composto, una
sostanziale riduzione del numero di parassitoidi che scelgono 1’a-farnesene, a fa-

vore di quelli che preferiscono il controllo (etere). Nei saggi a 100 ng la scelta a
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favore del solvente (etere) (P = 0,022; Test %) (fig. 4.10) induce a pensare che, a
questa concentrazione, 1’a-farnesene possa avere un effetto repellente sul com-

portamento dei parassitoidi.

O Etere mo Farnesene

1ng /20 yl 1 ns

100 ng /
20 pl 17

100 80 50 40 20 0 20 40 50 a0 100
% di scelta

Figura 4.10 Risposte di femmine inesperte di D. isaea a diverse dosi di a-farnesene (1 ng; 10
ng; 100 ng). Test ¥’; ns = differenza statisticamente non significativa; *P < 0,05.






CAPITOLO 5

Discussione

5.1 Note metodologiche

Lo spazio di testa di un campione puo essere trasferito all’iniettore del gas-
cromatografo per mezzo di siringhe (trasferimento diretto) o per mezzo di fibre o
polimeri porosi con elevate proprieta adsorbenti (trasferimento indiretto), da cui i
composti adsorbiti sono rilasciati alla colonna del gas-cromatografo mediante e-
luizione con un solvente (deassorbimento mediante solvente) o trattamento rapi-
do mediante calore (deassorbimento termico) (Agelopoulos e Pickett, 1998). O-
gni metodologia presenta vantaggi e svantaggi e i risultati ottenuti sono condi-
zionati dalle proprieta fisiche e chimiche dell’adsorbente, dalla concentrazione e
dalle proprieta chimiche degli analiti e dalla la loro distribuzione tra campione,
spazio di testa e adsorbente (Nufiez ef al., 1984).

L’obbiettivo di questa ricerca era innanzitutto di mettere a punto una procedura
che consentisse di estrarre in vivo dalle piante di fagiolo infestate da L. trifolii i
composti volatili responsabili dell’attrazione del parassitoide D. isaea e permet-
tesse di individuare i composti biologicamente attivi presenti nella miscela.

A tal fine sono state confrontate due metodologie di trasferimento indiretto, la
tecnica statica dell’SPME e quella dinamica dell’Air Entrainment, impiegate in
ecologia chimica per identificare e quantificare i composti organici volatili da
numerose matrici biologiche. Mentre, per isolare 1 composti attivi, ¢ stata impie-
gata la tecnica della cromatografia liquida su colonna.

L’SPME ¢ un processo di estrazione che si basa sull’equilibrio tra il campione, 1

suoi vapori e la fibra. La concentrazione di un analita sulla fibra ¢ condizionata:
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(1), dalle sue proprieta chimiche, (2), dal tempo di equilibrio, che ¢ il tempo ne-
cessario perche la concentrazione di un composto presente nello spazio di testa
del campione sia direttamente proporzionale alla sua concentrazione sulla fibra
(il tempo di equilibrio dipende dalla natura del composto, ovvero dal suo peso
molecolare) e (3), dalle condizioni sperimentali, che possono modificarne il tasso
di assorbimento.

I profili gas-cromatografici dei campioni, analizzati mediante I’'SPME, sono ri-
sultati profondamente differenti da quelli ottenuti mediante 1’impiego dei polime-
r1 porosi (tecnica dell’Air Entrainment), sia a livello qualitativo che quantitativo
(tabb. 4.1 e 4.2; figg. 4.1 e 4.2). Le cause di queste differenze non sono state in-
dividuate. Si puo ipotizzare che il tempo di esposizione della fibra allo spazio di
testa del campione (45 minuti) non sia stato sufficiente per consentire a tutti gli
analiti di raggiungere 1’equilibrio con la fibra, dato che composti differenti sono
caratterizzati da differenti tempi di equilibrio, oppure che la causa risieda nelle
condizioni sperimentali. L’SPME infatti, a differenza di altre tecniche analoghe,
risente notevolmente di parametri come umidita, temperatura e tempo di campio-
namento, tutte condizioni che dovrebbero essere stabilite sulla base delle caratte-
ristiche del campione e non dettate dalla metodologia utilizzata (Agelopoulos e
Pickett, 1998).

A differenza dell’SPME, in cui la piccola quantita di adsorbente che riveste la fi-
bra condiziona notevolmente la durata del campionamento, con la tecnica dina-
mica dell’Air Entrainment il processo di estrazione si puo estendere per un pe-
riodo di tempo che puo essere anche molto lungo (in questo studio 15 ore). Inol-
tre, attraverso questa metodologia si ottengono dei campioni liquidi (miscele) che
possono essere conservati in freezer (T = —20°C) e saggiati sugli organismi og-
getto di studio.

Alla luce dei risultati ottenuti, si pud affermare che la tecnica dell’ Air Entrain-
ment si ¢ rivelata piu adatta al raggiungimento degli obbiettivi di questo studio.

Grazie a questa metodologia infatti ¢ stato possibile verificare 1’attivita biologica

54



delle miscele estratte nei confronti di D. isaea e identificare i composti volatili
imputabili, con buona probabilitd, unicamente all’attivita trofica del suo ospite

(L. trifolii) (tab. 4.2).

5.2 Composti chimici rilasciati da piante di fagiolo infestate

Da questo studio ¢ emerso che piante di fagiolo infestate da L. trifolii emetto-
no principalmente terpenoidi volatili come 1’ocimene, il f-cariofillene e il 4,8-
dimetil-1,3,7-nonatriene). Tali sostanze sono state spesso indicate come impor-
tanti segnali utilizzati da predatori e parassitoidi per localizzare le proprie prede o
1 propri ospiti (Paré e Tumlinson, 1999).
Analizzando al gas-cromatografo le miscele ottenute da piante di fagiolo indenni,
piante danneggiate meccanicamente e piante infestate da larve di L. trifolii e con-
frontando tra loro i cromatogrammi ¢ emersa una profonda differenza nei profili
dei campioni, sia a livello qualitativo che quantitativo. Questo risultato non ¢ in
accordo con quanto riportato da Finidori-Logli ef al. (1996), che hanno cercato di
identificare 1 composti emessi dal complesso P. vulgaris — L. trifolii impiegando
il metodo di intrappolamento a freddo, una tecnica che consente di estrarre i
composti volatili in condizioni naturali, evitando di campionare tutte quelle mo-
lecole scarsamente volatili rilasciate dalle piante a seguito di processi di macera-
zione o di trituramento (Wolfender et al., 1993). Stando ai risultati pubblicati da
Finidori-Logli et al. (1996), 1 profili dei campioni differirebbero solo quantitati-
vamente, con 1’eccezione del 1-octen-3-olo, che sembrerebbe essere rilasciato so-
lo dalle piante minate. Lo stato della pianta parrebbe influire su queste differenze
quantitative, come dimostra il fatto che alcuni composti (cis-3-esenolo; 4-idrossi-
4-metil-2-pentanone), emessi solo in tracce dalle piante indenni, sono rilasciati
abbondantemente sia dalle piante minate che da quelle danneggiate meccanica-

mente. In generale si ritiene che la discrepanza fra i risultati ottenuti in questo
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studio e quelli riportati da Finidori-Logli ef al. (1996) possa dipendere dalla dif-
ferente tecnica di estrazione impiegata (Agelopoulos e Pickett, 1998).

I risultati dei saggi all’olfattometro ottenuti da Finidori-Logli et al. (1996) con gli
estratti sono in accordo con i risultati delle prove sperimentali eseguite nel corso
di questo studio e permettono di ipotizzare che il parassitoide D. isaea riesca a
riconoscere le piante di fagiolo infestate da quelle indenni, basandosi sugli odori
che esse rilasciano nell’ambiente circostante, dimostrando nel contempo che ¢
possibile estrarre questi composti con I’impiego di tecniche opportune. E impor-
tante pero precisare che si tratta di risultati ottenuti in laboratorio dove, a diffe-
renza delle condizioni che si possono riscontrare in campo, gli stimoli olfattivi
sono estremamente semplificati.

Recentemente Wei et al. (2006) hanno analizzato lo spazio di testa di piante di
fagiolo infestate da larve di L. sativae e da larve di L. huidobrensis e hanno con-
frontato i composti volatili emessi da questi campioni con quelli rilasciati da
piante indenni e danneggiate artificialmente. L’obbiettivo era verificare se possa-
no esistere differenze nelle emissioni di volatili tra piante di fagiolo danneggiate
da specie imparentate filogeneticamente, ovvero se differenti abitudini alimenta-
r1, come quelle delle due specie in esame, possano in qualche modo ripercuotersi
sulle miscele volatili emesse dalle piante. L’analisi delle miscele ha permesso di
stabilire che non esistono differenze qualitative ma solo quantitative tra 1 profili
dei composti volatili emessi dalle piante attaccate dai due agromizidi. Le piante
di fagiolo infestate da larve di L. huidobrensis rilasciano quantitativi superiori di
composti volatili rispetto a quelle infestate da L. sativae e questa differenza po-
trebbe essere correlata alle differenti abitudini alimentari delle due specie. Le
punture di nutrizione e ovideposizione di L. huidobrensis risultano pit ampie ¢ le
mine, scavate dalle larve, si sviluppano a spese sia del tessuto a palizzata che di
quello lacunoso, mentre le larve di L. sativae, come quelle di L. trifolii, si nutro-

no solo del tessuto a palizzata (Parrella e Bethke, 1984).
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I risultati raggiunti da Wei et al. (2006) sono in accordo con quelli ottenuti in
questo studio. Numerosi composti individuati da questi autori nelle miscele e-
stratte da piante di fagiolo danneggiate da L. huidobrensis e L. sativae, sono stati
individuati anche in questo studio negli estratti di piante infestate da L. trifolii
(acetato di 3-esenile; ocimene; 4,8-dimetil-1,3,7-nonatriene; f-cariofillene; a-
cariofillene; a-farnesene).

Una volta stabilito quali composti vengano rilasciati dalle piante di fagiolo a se-
guito del danno compiuto dai due fillominatori (L. huidobrensis e L. sativae), gli
stessi autori (Wei e Kang, 2006) hanno cercato di chiarire il ruolo biologico dei
composti volatili identificati, analizzando il loro effetto sul comportamento del
parassitoide O. dissitus (Hymenoptera Braconidae), capace di parassitizzare le
larve di entrambi gli agromizidi. Saggiati all’olfattometro rispetto al solvente (e-
sano), gli estratti di piante di fagiolo danneggiate dai due fitofagi sono risultati
estremamente attrattivi, a differenza delle miscele ottenute dalle piante indenni.
Accoppiando alla gas-cromatografia la tecnica elettrofisiologica, Wei e Kang
(2006) hanno analizzato le risposte antennali di O. dissitus verso gli estratti risul-
tati attivi nei saggi biologici, arrivando ad identificare 1 composti potenzialmente
attivi, che sono stati saggiati singolarmente all’olfattometro a Y contro il solvente
(esano). Tra i composti isolati, linalolo e a-farnesene hanno confermato la loro
attrattivita anche nei saggi biologici, mentre 1’acetato di 3-esenile, il 4,8-dimetil-
1,3,7-nonatriene, e il f-cariofillene, che erano risultati attivi all’elettroantennogramma,
si sono rivelati scarsamente attrattivi nei saggi.

L’analisi statistica delle differenze registrate nelle scelte definitive compiute da
D. isaea, nel corso delle prove condotte con 1 composti puri (indolo; a-copaene;
[-cariofillene; a-cariofillene; a-farnesene), ha messo in luce come questo parassi-
toide risulti attratto solo dall’a-cariofillene (100 ng), mentre 1’a-farnesene (100
ng) sembra avere nei confronti dell’eulofide un effetto repellente.

Premesso che non ¢ stato possibile saggiare tutti i composti volatili identificati

(tab. 4.2) e che occorrera in futuro cercare di sintetizzare e saggiare quelli at-
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tualmente non disponibili in commercio (in particolare ocimeme e 4,8-dimetil-
1,3,7-nonatriene), appare chiaro, analizzando 1 risultati dei saggi biologici, come
1 due imenotteri, O. dissitus € D. isaea, risultino attratti da composti differenti,
pur avendo gli stessi ospiti.

Si possono interpretare 1 risultati ottenuti con D. isaea integrando le analisi com-
piute in questo studio con quelle ottenute da Wei e Kang (2006). Stando ai risul-
tati pubblicati da questi autori, I’a-cariofillene sarebbe emesso solo dalle piante
infestate da larve di seconda e terza eta di L. sativae e L. huidobrensis. Poiche D.
isaea parassitizza preferibilmente larve di quelle etd e puo attaccare indistinta-
mente 1 tre fillominatori, questo potrebbe spiegare 1’attrattivita dell’a-cariofillene
nei confronti del parassitoide.

Essendo D. isaea un ectoparassitoide polifago, deve essere in grado di riconosce-
re gli stimoli olfattivi di tutti 1 suoi potenziali ospiti. Poiché spesso si tratta di
specie lontane sistematicamente e che si nutrono di differenti specie vegetali, ¢
plausibile che questo parassitoide si affidi ad un segnale chimico differente da
quello utilizzato da O. dissitus che, in quanto endoparassitoide, risulta essere piu
legato ai propri ospiti.

Guerin et al. (1983) ipotizzano che la localizzazione dell’ospite da parte dei pa-
rassitoidi, piuttosto che ’effetto di un composto singolo, sia il risultato della si-
nergia tra composti comuni a numerose specie vegetali con altre molecole piu
specifiche. Questa ipotesi potrebbe spiegare la capacita di D. isaea di parassitiz-
zare specie fillominatrici differenti (Finidori-Logli et al., 1996). E possibile che
alcune molecole agiscano “a lungo raggio”, facilitando la localizzazione
dell’habitat, mentre altre, provenienti dalle piante infestate, dalle feci dell’ospite
o da altre sue secrezioni, svolgano un’azione a “a breve raggio”, fornendo infor-
mazioni piu specifiche circa I’ospite e 1 siti dove possono essere rinvenuti. L’a-
cariofillene potrebbe, per D. isaea, essere parte di questo bouquet di segnali a

breve raggio.
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