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PRESENTAZIONE

La Seduta scientifica organizzata dall’Accademia
ha lo scopo di stabilire l'attuale stato delle conoscenze
sulla biologia ed i risultati degli interventi per con-
tenere gli attacchi del Punteruolo rosso delle palme
(Rhynchophorus ferrugineus). Comze é noto questo
curculionide provoca seri danni alle piantagioni pro-
duttive di palme, alterando 'aspetto paesaggistico
delle localita ove le palme rappresentano un elemento
caratterizzante e qualificante del territorio. E emerso
in primo luogo che il parassita sta espandendosi nel
nostro Paese, colpendo in particolare le palme (Phoenix
canariensis) delle regioni rivierasche peninsulari e
delle maggiori isole.

Il Ministero delle Politiche Agricole Alimentari e
Forestali, sensibile al problema della progressiva
scomparsa delle palme, ha affidato ad alcune strut-
ture scientifiche lo studio del problema per appro-
fondire le conoscenze di base ed applicative per il
controllo di questo coleottero.

Nella Seduta scientifica sono stati riferiti i risul-
tati finora conseguiti dagli studi sul curculionide a
riguardo del comportamento sociale, la riproduzio-
ne, gli aspetti genetici delle popolazioni mediterra-
nee. La conoscenza del complesso di simbionti pre-

senti nell’intestino del parassita e che contribuisco-
no alla degradazione della cellulosa puo inoltre for-
nire utili indicazioni per future applicazioni alterna-
tive al controllo del parassita attraverso l'uso di
insetticidi. 1] controllo biologico del Punteruolo
rosso & all’attenzione di molti ricercatori. Gli esperi-
menti con funghi patogeni appaiono promettenti,
cosi come ['utilizzo di nematodi entomopatogeni da
impiegare in programmi di controllo integrato.
Analogamente l'applicazione di alcuni composti
repellenti volatili hanno mostrato risultati incorag-
gianti, poiché interferiscono con la biologia del
parassita. Infine & in fase sperimentale il controllo
del Punteruolo rosso attraverso la tecnica del
maschio sterile.

La soluzione del problema, tuttavia, non appare
di facile realizzazione anche per la scarsa attenzione
delle amministrazioni comunali che spesso non valu-
tano attentamente le conseguenze di una interruzione
degli interventi e dei controlli per stabilire lo stato
degli attacchi del parassita.

ROMANO DALLAI
Presidente Accademia Nazionale Italiana di Entomologia
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INTRODUZIONE

SANTI LONGO (*) - PIO FEDERICO ROVERSI (*%)

(*) DiGeSA Dipartimento di Gestione dei Sistemi Agroalimentari e Ambientals, Universita degli Studi di Catania, via Santa Sofia 100,

95123 Catania, longosan@unict.it

(**) Consiglio per la ricerca e la sperimentazione in agricoltura, Centro di ricerca per I'agrobiologia e la pedologia, via di Lanciola 12/a,
50125 - Cascine del Riccio, Firenze, Italia; piofederico.roversi@entecra.it
Introduzione alla Tavola Rotonda “Il Punteruolo rosso delle palme: nuove acquisizioni e possibilita di controllo demografico”. Seduta

pubblica dell’ Accademia - Firenze, 15 novembre 2013.

Lasiatico coleottero Dryophthoridae Rhyncho-
phorus ferrugineus (Olivier, 1790), specie da qua-
rantena inserita nella lista A2 del’EPPO noto
come Punteruolo rosso delle palme, originario del
Sud Est Asiatico e della Melanesia, a seguito del
moltiplicarsi delle introduzioni accidentali causate
dal trasporto di piante infestate risulta ormai
ampiamente diffuso in Asia, Medio Oriente e
Bacino del Mediterraneo. Il fitofago ¢ stato inoltre
segnalato anche nelle Isole Canarie e nei Caraibi.
I1 Coleottero ¢ il principale insetto nocivo delle
palme e la sua diffusione epidemica si configura
ormai in varie aree come una vera e propria inva-
sione biologica, in grado di determinare seri danni
alle piantagioni produttive e stravolgimenti del-
I'impianto paesistico in quei territori ove le palme
costituiscono un elemento qualificante della fisio-
nomia degli ambienti.

In Italia il Punteruolo rosso, presumibilmente
introdotto prima del 2004, si & rapidamente diffu-
so in molti centri urbani delle regioni rivierasche
peninsulari e nelle isole maggiori, dove ha infesta-
to principalmente Phoenix canariensis (Hortorum
ex Chabaud), tanto che si ritengono attendibili le
stime che valutano in oltre duecentomila gli esem-
plari di Palma delle Canarie attaccate, cui va
aggiunto circa un migliaio di palme appartenenti
ad altre specie. Da segnalare in particolare le infe-
stazioni, pur sporadiche, sull’endemica Charmae-
rops humilis L.

Le problematiche fitosanitarie, economiche ed
ecologiche sollevate dall’introduzione anche nel
nostro Paese di questo nuovo “pest”, hanno indot-
to ad avviare varie iniziative e progetti di ricerca per
contenerne i danni.

Il Ministero per le Politiche Agricole Alimentari
e Forestali (MIPAAF) in prosecuzione di un

— Pubblicato marzo 2014

primo progetto denominato DIPROPALM, nel
2012 ha avviato il Progetto Finalizzato Nazionale
“PROPALMA - Protezione delle Palme orna-
mentali e spontanee dall’invasione biologica del
Punteruolo rosso, Rynchophorus ferrugineus”, al
quale partecipano le seguenti strutture del CRA:
Centro di Ricerca per I’Agrobiologia e la Pedolo-
gia di Firenze, Unita di Ricerca per la Floricultura
e le Specie ornamentali di Sanremo, Unita di
Ricerca per I'Ingegneria Agraria di Monteroton-
do, Unita di Ricerca per il Recupero e la Valorizza-
zione delle Specie Floricole mediterranee di
Bagheria. Al progetto PROPALMA collabora
anche I’Enea con il laboratorio Utagri-Eco. Obiet-
tivi specifici primari di questo progetto sono la
messa a punto di tecniche e strumenti per una dia-
gnosi precoce di piante asintomatiche, la verifica
dell’efficacia di insetticidi di sintesi e di origine
vegetale e di mezzi fisici per trattamenti curativi, la
messa a punto di metodi e strumenti per il tratta-
mento deelle palme abbattute, I'individuazione di
nemici naturali nelle aree di indigenato naturale
del fitofago e negli ambienti di nuova introduzio-
ne suscettibili di impiego in programmi di control-
lo biologico e integrato.

L’Unione Europea ha finanziato il Progetto
PalmProtect (Settimo programma - Project num-
ber FP7-KBBE-2011-5 -289566) “Strategies for
the eradication and containment of the invasive
pests Rhynchophorus ferrugineus Olivier and
Paysandisia archon Burmeister”. Il progetto,
avviato nel 2012, ha una durata: di 36 mesi e vede
coinvolte 13 Istituzioni di ricerca Inglesi, Israe-
liane, Spagnole, Greche, Francesi, Slovene, Egi-
ziane e Italiane. Obiettivi del PalmProtect riguar-
dano lo studio della biologia nonché lo sviluppo
di metodi affidabili per il monitoraggio e la dia-
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gnosi precoce, nonché per Ieradicazione, il con-
tenimento delle infestazioni del Punteruolo rosso
e della Paisandisia delle palme da divulgare ai
Servizi Fitosanitari Nazionali e ai Servizi di ispe-
zione, nonché a coltivatori e altri utenti finali.
Nell’ambito della Societa Entomologica Italiana
¢ stato inoltre costituito uno specifico gruppo di
lavoro su Rynchophorus ferrugineus cui hanno
finora aderito ricercatori delle Universita di Cata-

nia, Firenze, Milano,Roma, e Torino, nonché del
CRA di Firenze e del’ENEA di Roma.

La presente giornata vede coinvolti, per la pre-
sentazione di importanti contributi, molti degli stu-
diosi italiani impegnati sulla tematica, con il fine
di presentare una esaustiva panoramica di quanto
la ricerca sta facendo e i risultati finora ottenuti per
affrontare correttamente il problema Punteruolo
delle palme.
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Lettura tenuta durante la Tavola Rotonda “Il Punteruolo rosso delle palme: nuove acquisizioni e possibilita di controllo demografico”.
Seduta pubblica dell’Accademia - Firenze, 15 novembre 2013.

Social and reproductive behaviour of the red palm weevil: deepen the knowledge to better contrast this pest

The many methods currently used for the prevention and management of the red palm weevil, Rhynchophorus ferrugineus, are
mostly ineffective or not sufficiently adequate to fight against this pest, which thus continues to spread relentlessly. Hence, the
increasing of knowledge on the life history traits and behaviour of this species is crucial to both improve the currently
management tools and develop new management strategies. Studies which investigated the red palm weevil reproductive biology
showed that this species is characterized by marked aggregation phenomena, i.e. high densities inside palm trunks, which
determine continuous and frequent social interactions among group members. Consequently, R. ferrugineus has promiscuous
mating and social systems, which should be taken into account when implementing management tools. Moreover, chemical
stimuli mediate the choice of the oviposition site, attracting females to lay eggs in already used sites. These studies highlighted the
importance of deeply investigating the biology and the behavioural ecology of R. ferrugineus in order to properly develop and

tune effective management strategies for this pest.

KEY WORDS: Rhynchophorus ferrugineus, palm weevil, palm pest, reproductive behavior, egg-laying behaviour.

Rhynchophorus ferrugineus rientra nello scenario
delle specie aliene, essendo una specie che, a par-
tire negli anni ’80, ha ampliato il suo areale di dis-
tribuzione dal Sud Est asiatico, suo areale origi-
nario (WATTANAPONGSIRI, 1966; MURPHY &
BRISCOE, 1999), al Medio Oriente e, successiva-
mente, al Bacino del Mediterraneo, Australia,
Cina, Giappone, California (ESTBAN-DURAN e? al.,
1998; MURPHY & BISCOE, 1999; ZHANG et al.,
2003; AL-AYEDH, 2008; YUEZHONG et al., 2009), e
piu recentemente ai Caraibi (THOMAS 2010).
Analogamente a quanto accade per molte specie
aliene, nelle zone di recente colonizzazione la
popolazione si ¢ stabilizzata e, mancando di effi-
caci nemici naturali, sta proliferando diffonden-
dosi assai velocemente. Nel nostro paese, ad
esempio, questo insetto, comunemente conosciuto
come punteruolo rosso delle palme, ¢ stato segna-
lato per la prima volta nel un vivaio di Pistoia
(SACCHETTI, 2005), dove ¢ sicuramente giunto a
seguito del commercio di palme infestate. Negli
anni successivi il fenomeno ¢ dilagato, e il coleot-
tero, dopo aver distrutto le numerose palme delle
Canarie del litorale del Meridione della nostra

— Pubblicato marzo 2014

Penisola (Sicilia, Campania, Calabria e Puglia,
Abruzzo, Molise, Basilicata) sta diffondendosi ine-
sorabilmente verso Nord (Sardegna, Marche,
Lazio, Liguria, Veneto) ed ¢ ricomparso nuova-
mente in Toscana nel 2011. Attualmente, quindi, il
punteruolo rosso rappresenta un problema nazio-
nale ed internazionale a causa della sua azione fito-
faga distruttiva all’interno delle palme.

I danni provocati dal punteruolo rosso sono
numerosi: danni paesaggistici oltre a quelli econo-
mici, problemi di inquinamento e di salute umana
a causa dei prodotti utilizzati per la disinfesta-
zione, ma anche preoccupazione per la diminu-
zione della biodiversita, dal momento che il coleot-
tero ¢ in grado di attaccare specie endemiche del
Mediterraneo, come la palma nana, Chamaerops
humilis.

Combattere il punteruolo rosso non & cosa sem-
plice, dato che la sua presenza nella palma non
viene manifestata durante le prime fasi dell’at-
tacco. Nel momento in cui la palma mostra i sin-
tomi dell’avvenuto attacco & spesso troppo tardi
per prevenire la morte della pianta (FALEIRO,
20006): infatti, ai primi segni evidenti, come la per-
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dita dell’apice vegetativo e il portamento a
ombrello delle foglie, 'infestazione & gia in stato
avanzato e la sopravvivenza della palma, nella
maggior parte dei casi, ¢ ormai compromessa.
Naturalmente, individuare precocemente la pre-
senza delle larve del fitofago all’interno della
pianta sarebbe auspicabile poiché potrebbe per-
mettere di intervenire sulla palma prima della sua
morte. I tentativi di individuare un metodo effi-
cace che permetta I'individuazione della sua pre-
senza si sono quindi moltiplicati, spaziando dall’u-
tilizzo della termografia, dei termometri a sonda,
della fotografia infrarossa e di microtelecamere,
all’utilizzo di cani addestrati e dell’endoscopia
(LONGO, 2008). Recenti progressi nel tentativo di
utilizzare metodi bioacustici per individuare pre-
cocemente i suoni prodotti dal fitofago e dalle sue
larve all’interno delle piante sono stati riportati da
svariati autori (FIABOE et a/., 2011; MANKIN, 2011;
MANKINet al.,2011; HERRICK & MANKIN, 2012).
Tuttavia, tutti questi metodi non hanno ancora
consentito di accertare con precisione le fasi ini-
ziali delle infestazioni (LONGO, 2008). Non meno
problematici si sono rilevati gli interventi curativi
su piante gia attaccate che richiedono utilizzo di
insetticidi sistemici per controllare i vari stadi di
sviluppo di questa peste. Infatti, sebbene siano
stati individuati pesticidi efficaci (BARRANCO ez al.,
1998; LLACER ef al.,2010; DEMBILIO ef al.,2010),
non ¢ tuttavia semplice raggiungere gli insetti
target all’interno della pianta con i prodotti pre-
scelti che, inoltre, possono presentare effetti dan-
nosi alla salute umana. La tendenza attuale nella
lotta al punteruolo rosso ¢ mirata quindi alla
ricerca di nemici naturali per attuare azioni di con-
trollo biologico (vedi MAZZA et al. questo volume)
o dilotta integrata; ma le conoscenze sui nemici
naturali di questa specie sono al momento insuffi-
cienti per poter mettere in atto azioni di questo
tipo.

Le misure attualmente utilizzate per il monito-
raggio e la cattura massiva degli adulti sono basate
sull’utilizzo di trappole innescate con il feromone
di aggregazione sintetico; il composto & stato indi-
viduato da HALLETT e collaboratori (1993) ed &
una miscela di due picchi principali: il 4-methyl-5-
nonanolo e il 4-methyl-5-nonanone. Queste trap-
pole si basano sullo sfruttamento di un tratto del
comportamento della specie e permettono di cat-
turare con successo adulti di entrambii sessi,
soprattutto femmine giovani, fertili o gravide. La
loro attrattivita viene amplificata dall’azione siner-
gica dei prodotti della fermentazione di origine
vegetale (FALEIRO, 2006).

Come risulta evidente da quanto sopra esposto, i
metodi di prevenzione e di eradicazione attuali

risultano per lo piu inefficaci o non sufficiente-
mente adeguati per contrastare questo flagello che
continua a diffondersi inesorabilmente nonostante
la mobilitazione messa in atto per contrastarlo. A
nostro avviso, ¢ quindi di primaria importanza fare
un passo indietro,cioe¢ aumentare le conoscenze
sulla biologia e sul comportamento di questa
specie per individuare nuovi aspetti su cui interve-
nire. In particolare, ¢ importante esplorare aspetti
legati alla sua riproduzione dato che tali cono-
scenze sono alla base dei possibili interventi per
cercare di limitarne la diffusione.

Sebbene siano numerosissimi gli studi fatti recen-
temente su questa specie, essi riguardano essenzial-
mente i sistemi per il suo controllo, mentre poca
attenzione ¢ stata dedicata alla sua biologia. In par-
ticolare il sistema nuziale e le interazioni sessuali
nel punteruolo rosso delle palme sono scarsamente
studiati (AL-AYEDH & RAsOOL, 2010).

Quello che ¢ noto sull’accoppiamento deriva da
studi condotti in condizioni di laboratorio dove
questi animali vengono tenuti in coppie. In natura,
nelle aree di nuova introduzione, gli individui di
questa specie vivono in gruppi molto numerosi
all’interno della palma e ’accoppiamento avviene
in un ambiente promiscuo che contrasta con I’abi-
tuale allevamento degli animali in laboratorio.
Abbiamo quindi voluto condurre delle osserva-
zioni su aggregati promiscui di animali, in condi-
zioni di laboratorio per simulare il pit possibile le
condizioni in cui gli animali si ritrovano in natura.
Le osservazioni sono state condotte su gruppi di
40 animali (20 femmine e 20 maschi posti in una
teca divetro (45x25x27cm) immediatamente
prima dell’osservazione) per un’ora consecutiva
immediatamente dopo aver creato il gruppo pro-
miscuo, dopo 4 giorni e dopo 10 giorni. Quello che
emerso ¢ un elevato tasso di interazioni (per lo pit
accoppiamenti e tentativi di accoppiamento)
immediatamente dopo che gli animali venivano
messi insieme per poi calare nel corso del tempo
(668 interazioni sessuali nella prima osservazione,
244 nella seconda e 240 nella terza; esiste una
significativa differenza tra i dati della prima e della
seconda osservazione (t=6.686, df=17, p<0.001) e
tra quelli della prima e della terza (t=6.013, df=17,
p<0.001); mentre non c¢’¢ differenza significativa
fraidati della seconda e della terza (t=0.150,
df=17, p=0.882)). Questi risultati indicherebbero
una certa «frenesia» di accoppiamento in aggregati
appena costituiti, molto probabilmente per effetto
dell’emissione del feromone d’aggregazione. Il
calo della frequenza delle interazioni registrate nel
corso del tempo sembrerebbe indicare che la for-
mazione di connessioni fra i membri del gruppo
rappresenta una condizione necessaria fra gli indi-
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vidui di questa specie. Una volta che il gruppo si &
“conosciuto”, le interazioni si stabilizzano e si
riducono numericamente. Le nostre condizioni
sperimentali potrebbero quindi simulare il
momento di colonizzazione di una pianta ospite da
parte del punteruolo rosso quando, grazie al fero-
mone rilasciato dai maschi, avviene una aggrega-
zione di individui di entrambi i sessi su una pianta.
Possiamo quindi immaginarci relazioni molto
intense nelle prime fasi della colonizzazione che
poi calano e si stabilizzano al passare del tempo.
Seppur la frequenza delle interazioni cali nelle tre
osservazioni effettuate, & emerso che gli animali
continuano ad essere altamente connessi, conti-
nuando ad interagire tra di loro. Risulta evidente
che sono i maschi ad iniziare le interazioni, in par-
ticolare gli accoppiamenti, e cercano attivamente
le femmine, mentre queste ultime sono passive.

Questi studi evidenziano che il sistema sessuale
del punteruolo, quando osservato in condizioni
analoghe a quelle che si trovano all’interno di una
palma, ¢ altamente promiscuo e che le interazioni
tra individui permangono nel tempo e gli individui
sono ampliamente interconnessi. Queste osserva-
zioni possono essere di interesse per strategie di
lotte basate sull’utilizzo di patogeni che devono
diffondersi all’interno della popolazione. Infatti
abbiamo visto che gli animali sono altamente inter-
connessi e questo permetterebbe ai patogeni di
diffondersi rapidamente nella popolazione.

Altro aspetto di cui ci stiamo occupando che
risulta essere centrale per la lotta a questo flagello
riguarda Iattivita di deposizione, dato che le fem-
mine depongono un elevato numero di uova (da
qualche decina a molte centinaia per femmina).
Osservando le coppie allevate in laboratorio
abbiamo osservato una certa preferenza delle fem-
mine ad utilizzare per la deposizione un substrato
gia utilizzato a questo scopo. Semplici saggi di
scelta binaria condottiin laboratorio, hanno
mostrato molto chiaramente che le femmine prefe-
riscono deporre su un substrato gia utilizzato per
la deposizione (MAZZA et al.,in prep.). A prima
vista, questo risultato potrebbe non sembrare bio-
logicamente vantaggioso, in quanto deporre le
uova in uno stesso sito pud portare ad un aumento
della competizione per le risorse trofiche trale
larve che ne nasceranno. In realta, abbiamo recen-
temente mostrato che le larve di questa specie
(come pure gli individui adulti) presentano sulla
loro cuticola delle sostanze antimicrobiche attive
contro svariati microorganismi (MAZZA et al.,
2011). Analisi chimiche hanno inoltre permesso di
evidenziare che le molecole responsabili di questa
attivita antimicrobica sarebbero dei composti
polari di medio peso molecolare (MAZZA et al.,

2011). Quindi, utilizzare per la deposizione delle
uova un substrato gia utilizzato da altri individui
assicurerebbe alla prole una certa protezione nei
confronti di patogeni. Ulteriori esperimenti
saranno necessari per chiarire se questa preferenza
sia indotta come semplice “by-product” dell’a-
zione di aggregazione del maschio o se uno dei
composti che costituisco il feromone di aggrega-
zione abbia un ruolo nella deposizione.
Naturalmente, I'individuazione di un composto a
valenza feromonale che inducale femmine a
deporre le uova in un particolare substrato
potrebbe avere un possibile interesse applicativo.

In conclusione, possiamo affermare che la bio-
logia di questa specie & caratterizzata dalla pre-
senza di fenomeni di aggregazione, nei quali I’alta
densita di popolazione all’interno della palma
determina continue e diffuse interazioni sociali tra
ivari membri del gruppo. Questo porta ad un
comportamento sessuale altamente promiscuo, di
cui & necessario tener conto quando si sviluppano
ed attuano strategie di lotta. Inoltre, stimoli di
natura chimica mediano la scelta del substrato di
deposizione che porta le femmine a prediligere siti
gia utilizzati portando gli stadi immaturi a svilup-
parsi a stretto contatto gli uni con gli altri. Tale
situazione, probabilmente, protegge maggior-
mente gli stadi immaturi dall’attacco di patogeni e
crea un microclima favorevole (ad esempio
aumento della temperatura) che ne favorisce lo svi-
luppo. E quindi fondamentale aumentare le cono-
scenze biologiche ed eto-ecologiche di questa
specie, le quali sembrano molto promettenti per lo
sviluppo e la messa a punto di efficaci strategie per
la gestione di questa specie.
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RIASSUNTO

I numerosi metodi di prevenzione e di controllo del
Punteruolo rosso delle palme, Rhynchophorus ferrugineus,
attualmente utilizzati, risultano per lo pit inefficaci o non
sufficientemente adeguati per contrastare questo flagello
che continua a diffondersi inesorabilmente. E quindi di
primaria importanza aumentare le conoscenze sulla bio-
logia e sul comportamento di questa specie sia per miglio-
rare i metodi di controllo e di lotta attuali che per indivi-
duare nuovi aspetti su cui basare futuri interventi. Studi
condotti su aspettilegati alla sua riproduzione hanno
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messo in evidenza che la biologia di questa specie ¢ caratte-
rizzata dall’aggregazione; ovvero I’alta densita di popola-
zione all’interno della palma regola le interazioni sociali
continue e diffuse tra i membri del gruppo. Questo porta
ad un comportamento sessuale altamente promiscuo di cui
¢ necessario tener conto quando si attuano strategie di
lotta. Inoltre, stimoli di natura chimica mediano la scelta
del substrato di deposizione che porta le femmine a predi-
ligere siti gia utilizzati. Gli studi condotti fino ad ora sotto-
lineano I'importanza di ampliare le conoscenze biologiche
ed eto-ecologiche, essenziali per poter mettere a punto
efficaci strategie per la gestione di questa specie.
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Preliminary analysis of genetic variability and differentiation of Asian and Mediterranean populations of
Red Palm Weevil

The Red Palm Weevil (RPW) is a pest beetle belonging to the family Dryophtoridae (Curculionoidea) associated with more
than twenty species of palms in the family Arecaceae. RPW is the main pest of the date palm Phoenix dactylifera, one of the
most common and widely grown palm. Native to Southeast Asia and Melanesia, where it is responsible for serious damage to
plantations of the coconut palm, currently RPW has expanded its distribution range eastwards to China and Japan and
westwards to the Middle East, the Mediterranean Basin and the Caribbean. This paper provides a brief summary of the
preliminary analyses performed to estimate the degree of genetic variation in natural populations of RPW sampled from the
primary and secondary distribution areas, by using SSR loci and a mtDNA marker. Our findings show that the Mediterranean
Basin is the area of lowest genetic variability, characterized by a very homogeneous population, followed by the Asian region,
that is the area of primary distribution. The Middle East is currently the area with the higher genetic variation likely due to
multiple invasion events. The Arab Peninsula in fact has likely played a role as bridgehead towards the Mediterranean Basin.

Our data confirm also that southeastern Asia is the area of origin of dispersal events eastwards and westwards.

KEY WORDS: Red Palm Weevil, invasive species, pyrosequencing 454, microsatellites, mtDNA, genetic variability.

INTRODUCTION

The Red Palm Weevil (RPW) Rhynchophorus
ferrugineus (Olivier), 1790, is a large beetle,
generally more than 25 mm in length, belonging to
the family Dryophtoridae (Curculionoidea). It is a
pest species with a wide trophic ecology associated
with more than twenty species of palms in the
family Arecaceae, including several species of
economic interest such as the Canary Island palm
(Phoenix canariensis), the date palm (Phoenix
dactylifera), the coconut palm (Cocos nucifera) and
the oil palm (Elaeis guineensis) (MURPHY &
BRISCOE, 1999; EL-MERGAWY & AL-AJLAN, 2011).
Damages are due to larval stages that burrow into
the trunk (or into the basal shoots) of the host
plants, causing the falling of the leaves, permanent
damages of the apical bud, and the death when
reaching the main meristem (FALEIRO, 2006; EL-
MERGAWY & AL-AJLAN, 2011).

RPW is included in the EPPO (European and
Mediterranean Plant Protection Organization) A2
list for quarantine pests (EPPO, 2008) because it
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is the main pest of the date palm Phoenix
dactylifera, one of the most common and widely
grown, both for food and ornamental purposes, in
arid regions of the Middle East and North Africa.
This palm is exported to many countries of the
Mediterranean basin, including Italy, where it is
widely used as an ornamental plant in the urban
centers and along the coastal roads.

RPW is native to Southeast Asia and Melanesia,
where it is responsible for serious damage to
plantations of the coconut palm; it reached in the
eighties the United Arab Emirates as a result of
trade in specimens of infected palms (GUSH, 1997;
ABRAHAM et al., 1998; FERRY & GOMEZ, 2002),
and from there it spread to the Middle East
(FAGHIH, 1996) and in almost all the countries of
the southern Mediterranean Basin since the early
90s (COX, 1993; BARRANCO et al., 1996; KEHAT,
1999; FERRY & GOMEZ, 2002). Currently, it has
expanded its distribution range eastwards to
China and Japan and westwards to the Middle
East, the Mediterranean Basin and the Caribbean.
The record for USA (Laguna Beach, California)
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must be referred to the strictly related species R.
vulneratus (Panzer), 1798 (RUGMAN-JONES et al.,
2013). The first record for Italy dates back to
2004, near Pistoia; in the following year it was
found in Sicily and quickly spread to the north of
the peninsula. It is estimated that, to date, the
weevil has already caused the death of several
thousands palm trees in Sicily, Campania, Lazio,
Basilicata, Puglia and many other regions.
Outbreaks are also present in Sardinia, Calabria,
Liguria and Marche (LONGO & CoLAZZA, 2009).

During the last decade many studies were
focused on the genetic variation and diffe-
rentiation of RPW populations. These studies
were based upon RAPD or mtDNA markers
(SALAMA & SAKER, 2002; AL-AYIED ez al., 2006;
EL-MERGAWY et al., 2011); one of them was a
contribution to set up SSR loci (CAPDEVIELLE-
DULAC et al., 2012). However, all these studies
have used small data-sets, including specimens
mainly from the invaded areas of the current
distribution range. A more accurate study was
recently reported by RUGMAN-JONES and
colleagues (2013) that sampled many populations
from the primary and secondary distribution
range. These authors have resurrected R. vul-
neratus, previously synonymyzed with R. ferru-
gineus by HALLETT and colleagues (2004), and
made an interesting account of the invasion
dynamics of RPW based upon mtDNA coxI
marker.

This paper is intended to provide a brief
summary of the preliminary analyses aimed at
estimating the degree of genetic variation in
natural populations of RPW sampled from both
the primary and secondary (invaded) distribution
areas. The analyses were carried out during the
development of microsatellite loci to study the
reproductive biology and the process of invasion
of RPW. We briefly describe the methodological
approach used for the development of the
microsatellite markers, based on Next Generation
Sequencing, and then we report the estimates of
genetic variability and few demographic para-
meters useful for the understanding of the
invasion process.

MATERIALS AND METHODS

The samples used in this study were collected by
our research team or provided by kind
collaborators who collected specimens from
circummediterranean areas, the Middle East and
regions of Southeast Asia. A total of 58 specimens
were analysed: 14 were collected from several

[talian regions, 5 from Greece, 15 from the
Arabian Peninsula, 4 from China, 10 from
Vietnam and 10 from Malaysia.

DNA extraction was performed starting from
two legs removed from each sampled individual
using a phenol/chloroform protocol as in
CRISTOFARO et al. (2013).

Development of SSR loci

Microsatellites loci (SSR) have always been widely
used in studies of genetic variability of natural
populations, particularly in the reconstructions of
migratory routes and demographic phenomena of
invasive alien species. They are in fact codominant
genetic markers showing high resolving power
owing to large variability and a relative ease of use.
However, de novo isolation of SSR loci is often
required because of very low efficiency in cross
amplification even between closely related species.
The classical method, always rather time- and
money-consuming, is grounded on the construction
of genomic libraries by cloning; the selection of
clones with hybridization of specific probes bearing
the repeats of interest; the Sanger sequencing of the
clone inserts and the design of primers for
subsequent amplifications of the regions that
include the identified microsatellite (ZANE et al,
2002). In recent years a more efficient approach has
been developed that makes use of bioinformatics
techniques to search and identify microsatellite
repeats in large assemblages of nucleotide
sequences. The advent of next-generation
sequencing techniques, allowing to get huge
amount of DNA sequences, even entire genomes,
with high accuracy and in a very short time,
fostered this approach. It is a very innovative
strategy, efficient, fast, and fairly cheap (ABDELKRIM
et al., 2009), which is a tremendous step forward,
especially in the case of non-model organisms (such
as the Red Palm Weevil) for which genomic data
are almost not available. The first studies that have
employed this approach have highlighted the high
success rate and the number of advantages over
classical techniques (ALLENTOFT ef al., 2009;
SANTANA et al., 2009; CASTOE et al,, 2010; PERRY &
ROWE, 2011), thus foreseeing that it will be the
primary choice in the future for the development of
microsatellite markers.

By means of the Roche 454 GS FLX platform
with Titanium chemistry available at the BMR
Genomics facility (Padua, Italy), we performed a
pyrosequencing run (1/8 of a PicoTiterPlate) on the
total genomic DNA extracted from a single RPW
specimen. The next bioinformatic analyses were
performed under user-defined criteria (DE BIASE et
al, in prep.) with specific software tools (QDD
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program by MEGLECZ et al., 2010; PRIMER 3
program by ROZEN & SKALETSKY, 1999) to identify
reads and contigs containing microsatellites with
simple perfect repeats, and to design the PCR
primers to allow for 7z vitro amplification. Then, we
set up the PCR protocols for 37 SSR loci and tested
for the presence of multiple alleles by performing
PCR reactions on a set of specimens sampled from
the Mediterranean Basin, the Middle East, Vietham
and Malaysia. The PCR products were scored by
polyacrylamide and agarose electrophoresis; then
the selected loci (19) were amplified with
fluorescent primers for the set of 58 specimens. All
specimens were genotyped by means of an ABI
3730XL capillary sequencer (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA) and GENESCAN software
at the Macrogen Inc. (Korea) facility. The scoring of
the alleles was done by using the MICRO-
SATELIGHT (PALERO et al.,, 2011) and PEAK
SCANNER (Applied Biosystems, 2006) software
tools. Genotyping errors, null alleles and large allele
dropout evidences were tested with MICRO-
CHECKER v. 2.2.3 (VAN OOSTERHOUT et al., 2004).

Mitochondrial marker sequencing

The total genomic DNA was used as template to
amplify, for each of the 58 sampled specimens, a
fragment of the mitochondrial genome coding for
the cytochrome ¢ oxidase subunit I (coxI). The
Folmer’s primers LC01490 and HC02198
(FOLMER et al., 1994) were used to amplify the 5
upstream region of the coxI gene or the primer
TY-J-1460 (SIMON et al., 1994) with the cited
reverse one (HC02198). Complete details of the
laboratory procedure are reported in RECTOR ez al.
(2010). The obtained sequences were screened by
a blast search over the National Center for
Biotechnology Information (NCBI) GenBank
nucleotide collection using the Mega BLAST
procedure (WHEELER et al,, 2007) available at its
website (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast).
Retained sequences were edited and aligned using
the STADEN PACKAGE ver 2006.1.7.0 software
(STADEN et al., 2000). All peaks were checked for
wrong base calls and noise and were cleaned when
required. The alignment was visually assessed
without requiring any insertion—deletion (indel)

typing.

Statistical analyses

Standard descriptive statistics (e.g. number and
size range of alleles, number of repetitions, etc.) for
the 19 selected SSR loci were computed by using
the package MICROSATELLITE ANALYZER
(MSA) ver. 4.05 (DIERINGER & SCHLOTTERER,
2003). Further statistical analyses were performed

in GENEPOP ver. 4.2.1 (ROUSSET, 2008) to
perform tests for deviation from Hardy-Weinberg
equilibrium (HWE) and to estimate main indices
of diversity within and between populations as the
observed and expected heterozygosity, the allelic
richness index (A,) and the Wright’s Fg; (WRIGHT,
1951; 1969) to assess the structure and the level of
differentiation among populations. The software
package MEGA ver. 5.2 (TAMURA ef al,, 2011) was
used to perform the statistical analyses to describe
the variability of the coxI nucleotide sequences; the
number of variable sites and parsimony informative
sites were computed along with the number of
haplotypes observed for each sampled population.
The indices of haplotype (h) and nucleotide
diversity (;t) were computed with the program
DNASP ver. 5.10 (LIBRADO et al., 2009).

A Bayesian analysis was performed using
MRBAYES ver. 3.2 (HUELSENBECK & RONQUIST,
2001; RONQUIST & HUELSENBECK, 2003) under the
substitution model selected by reversible-jump
MCMC. The analysis was carried out using
random starting trees and running 6 millions of
generations with Markov chains sampled every 500
generations. To ensure sampling of topologies after
chains convergence, we discarded the first 25% of
trees as burn-in. The remaining trees were
combined into a 50% majority rule consensus tree;
the percentage of samples recovering a given clade
reflects the posterior probability of the clade.

The Tajima’s D test (TAJIMA, 1989) and the Fu’s
Fs test (Fu, 1997) were carried out, on coxI data,
with the software DNASP ver. 5.10 (LIBRADO et al.,
2009) to test for demographic trends (expansion or
contraction) of sampled populations that showed
non zero variability values. Both D and Fs statistics
assume negative values when populations had
likely undergone demographic expansion, or
positive values whether they have recently faced a
bottleneck or a gradual decline. Finally, the
hypothesis that the invasive populations have
undergone recent bottlenecks was tested by
analysing the microsatellite data using the software
BOTTLENECK ver. 2.1.02 (CORNUET & LUIKART,
1996; PIRY et al., 1999), which estimates the excess
of heterozygosity in all the populations sampled
over several evolutionary models.

REesuLTs

SSR loci and mitochondrial cox1 sequences

The next-generation 454 sequencing technology
produced more than 70 000 reads with average
length of 269bp. Among these, 98 unique
candidate sequences were identified that
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contained SSR simple motifs satisfying our
selection criteria. Thirty-seven sequences including
repeats flanked by suitable priming sites were
chosen for conversion into SSR loci. We were able
to amplify 22 loci out of 37 in a specific and
reproducible way. Two loci were discarded because
we failed to align the obtained Sanger sequences to
the reference 454 reads, thus suggesting the
presence of not specific PCR amplicons. Four loci
showed no polymorphic pattern by means of
agarose and polyacrylamide electrophoresis assays
and were no further considered. The final 16
selected loci were amplified and analysed in order
to score specimens genotypes; they showed the
expected polymorphic pattern with the number of
alleles per locus (Na) that ranged between 2 and 13
and a mean allele number per locus of 4.47. No
evidences of large allele dropout or genotyping
errors due to stutter peaks were scored, albeit
homozigosity excess suggests the presence of null
alleles at 4 loci in some populations.

Regarding the coxI mitochondrial gene, a
fragment of 632bp was obtained from each of the
58 specimens. Thirty-four variable sites (5.5% of
total) were scored and 29 of these (4.6% of the
total) are informative for parsimony. As expected
for a mitochondrial gene, the base composition is
biased towards a higher proportion of A-T
(60.7%); transversions were completely absent.

Statistical analyses

Tests for deviation from Hardy-Weinberg
equilibrium (HWE), both over the whole data-set
and by geographical area, showed significant
variation from equilibrium at 8 loci. No evidence
of linkage disequilibrium (GENEPOP: p values
for each pairwise population comparison > 0.05)
was revealed.

Comparisons between the estimates of observed
(Ho) and expected (He) heterozygosity computed
over the SSR loci, overall show levels of observed
heterozygosity lower than expected, with a more
pronounced divergence in the Asian region (He =
0.51; Ho = 0.31). Allelic richness (A,) is the
highest in Asia (A, = 3.79) compared to that of the
Mediterranean Basin (A, = 3.00), with the highest
values in Vietnam (A, = 3.26) followed by the
Arab region (A, = 2.63).

Regarding the estimates of genetic variability
computed over coxI sequence data, the
Mediterranean Basin exhibits lower variability
than Asia, having a smaller number of haplotypes
(k) and the lowest indices of haplotype (h) and
nucleotide (7t) diversity (Mediterranean Basin: k =
4, h =0572, m = 0.0042; Asia: k =7, h = 0.797,
= 0.0171). Within the secondary distribution

range, the region with the highest variability was
found to be the Arab peninsula showing the
largest number of haplotypes (k = 4) and the
largest number of polymorphic sites along the
alignment (S = 23). Individuals from Italian,
Greek and Chinese regions display a single
haplotype per region.

The test of Tajima’s D suggested, with good
statistical confidence (p < 0.05), a demographic
expansion of the populations in the Arab and
Malaysian regions (Arab region: D = -1.765;
Malaysia: D = -1.944); although with less statistical
support, the same trend is scored for the
populations in Vietnam (D = -0.521). Similarly, the
Fs test of Fu is negative (p <0.001) for the popu-
lations in Arab region and for the populations in
Vietnam and Malaysia (Arab region: Fs = -13.691;
Vietnam: Fs = -13.714; Malaysia: Fs = -10.011),
indicating that the populations sampled in these
areas have undergone, or are still undergoing,
recent phenomena of expansion. The analysis
performed with the software BOTTLENECK of
microsatellite data revealed evidence of recent
bottlenecks for the populations in Malaysia and in
the Italian and Arab regions (p < 0.05).

The tree produced by the Bayesian analysis
shows two clusters (marked as 1 and 2; Fig. 1)
with good statistical support. The cluster #1 (pp =
0.9996) includes the populations from the
Mediterranean Basin and from Malaysia, while the
cluster #2 (pp = 0.9996) includes the populations
from China, Vietnam and a single specimen from
the Arab region. Genetic distances p were
computed within and between the two main
clusters (within: cluster #1 p = 0.4%; cluster #2 p =
1.3%; between clusters #1-2 p = 1.7%), indicating
a greater genetic differentiation among individuals
sampled in China and Vietnam than among those
from the Mediterranean Basin, the Middle East
and Malaysia.

Estimates of Fy; calculated over the SSR loci,
show a greater genetic relationship between the
Arab region and Malaysia than between the former
and Vietnam, corroborating the evidence from the
phylogenetic analyses previously reported. The Fq;
values also show small differentiation between the
Arab region and the Mediterranean Basin’s
sampled regions (Italy and Greece), suggesting that
the RPW specimens introduced to Italy and
Greece likely dispersed not directly from the
primary distribution range, but from the former
region, probably acting as bridgehead area. Within
the primary distribution area, Vietnam and
Malaysia show a moderate differentiation, while
the Chinese region exbihits a pronounced genetic
differentiation from the other sampled areas.
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Fig. 1
Bayesian phylogenetic tree based upon coxI sequence data; node figures refer to posterior probability support.

DISCUSSION AND CONCLUSIONS

The use of the 454 pyrosequencing technology
along with a bioinformatic mining strategy has
proven to be a very efficient approach in the
development of a completely new panel of
microsatellite markers for a non-model organism
such as the Red Palm Weevil. The methodology
allowed to develop in a very time- and money-
reduced way, 16 new SSR polymorphic loci, that in
turn allowed for the estimation, albeit preliminary,
of the levels of genetic variability of several RPW
populations in the primary and secondary
distribution range, and to formulate some
hypotheses regarding the invasion dynamics of this
harmful pest species.

Regarding the genetic variability, the populations
sampled from the invaded areas exhibit an overall
reduced genetic variability compared to the
populations from the primary distribution area.
This finding is in agreement with what is expected
for an invasive species because of the bottleneck
events that frequently characterize the

colonization of new geographical areas. The
results of the analysis of the genetic differentiation
among the sampled areas is of particular interest.
Both the genetic markers (SSR and coxI) indicate
a more strict relationship between Malaysia,
among the sampled Asian regions, and the areas of
the Mediterranean Basin and the Middle East.
This result seems to suggest that Malaysia has
played an important role in the invasion dynamics
of the RPW/, and that it is the area of origin (based
on the currently available data) of the population
that invaded the Middle East and the
Mediterranean Basin. The Arab region seems to
be of particular interest because it appears to have
had a bridgehead role for the dispersal of the
RPW populations towards the Mediterranean
Basin and because exhibited several evidences
fostering the hypothesis that multiple introduction
events have occurred to this geographical area.
The demographic analysis also suggest that the
RPW population of this region is currently
growing, thus recommending to strengthen the
monitoring actions of the trades between the
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Middle East and the other western geographical
areas.

Our results represent a very preliminary contri-
bution to the study of the demography and of the
invasion process of RPW, based upon both
nuclear and mitochondrial genetic markers. Our
sampling is very narrow and the results here
discussed must be interpreted with some caution,
mainly to plan a more accurate effort in order to
tackle the study of the invasion of the Red Palm
Weevil.

Our findings show that the Mediterranean Basin
is the area of lowest genetic variability,
characterized by a very homogeneous population,
followed by Asian region, that is the area of
primary distribution. The Middle East is currently
the area with the highest genetic variation likely
due to multiple invasion events that reached the
Arab Peninsula, which likely played a role as
bridgehead towards the Mediterranean Basin. Our
data confirm also that southeastern Asia is the area
of origin of dispersal events eastwards and
westwards.

In the future, a deeper sampling will allow for a
more accurate reconstruction of the invasion
routes, the demography and the evolutionary
dynamics that are currently shaping the Red Palm
Weevil populations, both from the primary and
secondary distribution range.
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Microbial community associated with the Red Palm Weevil Rhynchophorus ferrugineus (Coleoptera:
Dryophthoridae)

The Red Palm Weevil (RPW), Rhynchophorus ferrugineus (Olivier, 1790) (Coleoptera, Dryophthoridae), is considered today the
worst pest of palm species. This pest has recently invaded countries of southern Europe causing heavy economic damage on the
cultivations of many ornamental palms. Due to the threats RPW poses to human economy, several studies have been carried out
to manage this species. Nonetheless current control methods are still mainly based on a massive use of insecticides addressed to
limit the infestation in treated palms. Even if these procedures have been improved during the latest decade to enhance efficacy
and to reduce application costs and toxicity, nowadays researches are mainly focusing on long-term sustainable and environmen-
tally friendly control strategies. Few studies in the new biological control strategies are performed at increasing the knowledge on
microbiota of this pest. Considering the ecology of the red palm weevil, the presence of symbionts that could help the insect devel-
opment, by the degradation of cellulose or the supply of amino acids or other nutrients, is instead to be considered with particu-
lar attention. In the present work culture dependent and independent methods (i.e. isolation on cultural media and 454 pyrotag
sequencing targeting a fragment of the variable V1-V3 regions of the bacterial 16S rRNA) were adopted to characterize the bac-
terial community associated with specimens belonging to two populations of RPW (wild specimens and specimens reared in lab-
oratory and feeding on high-rich sugar resource). Cultivable bacteria isolated from RPW tissues belong to the genus Citrobacter,
Enterobacter e Staphylococcus. In addition, bacteria of the family Acetobacteraceae, demonstrated to be associated with insect feed-
ing on food source rich in sugar have been isolated. Within this taxon the dominant isolated bacteria are Gluconobacter spp.,
Acetobacter spp., and Gluconacetobacter spp.. Results obtained by culture independent methods confirm the previously obtained
results. Furthermore, 16S rRNA pyrotag analysis evidenced that the most abundant bacterial phylum associated with RPW is
Proteobacteria. Lab reared samples harbour a second dominat phylum, Firmicutes. The dominant bacteria associated with wild
RPW are Xantomonadaceae and Rhodobacteraceae, while in the lab reared population are Leuconostocaceae and
Acetobacteraceae.

KEY WORDS: symbiosis, commensal bacteria, microbiota.

Il punteruolo rosso della palma (di seguito indi-
cato con RPW, dall’inglese Red Palm Weevil),
Rhynchophorus ferrugineus(Olivier, 1790)
(Coleoptera, Dryophthoridae), attacca specie di
palma appartenenti a 15 generi diversi ed & consi-
derato ad oggi il principale parassita delle palme
(DEMBILIO & JACAS, 2011). Il RPW ¢ originario

— Pubblicato marzo 2014

dell’ Asia tropicale, e a causa dello scambio inter-
nazionale di materiale vegetale infestato, a partire
dal 1980 si ¢ diffuso dalle regioni di provenienza al
bacino del Mediterraneo e nel Medio Oriente
(FALEIRO, 2006). Nel 1992 il RPW é stato indivi-
duato in Egitto (EPPO, 2008) e, da allora, ha ini-
ziato la sua diffusione attraverso il bacino nord del
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Mediterraneo ove attacca principalmente le palme
ornamentali della specie Phoenix canariensis
(DEMBILIO et al., 2009).

Considerando I'impatto economico e sociale di
RPW, I'interesse scientifico su questo parassita &
notevolmente aumentato negli ultimi decenni. La
maggior parte degli studi si & finora concentrata
sull’efficacia delle diverse strategie di lotta chimi-
ca e di biocontrollo (e.g. LLACER et al., 2012).
Nell'ottica delle recenti strategie di controllo sim-
biotico, poca attenzione ¢ stata invece rivolta alla
caratterizzazione della comunita microbica asso-
ciata a RPW. Infatti, numerosi studi condotti su
varie specie di insetti hanno ben documentato il
ruolo svolto dai consorzi di batteri mutualistici a
sostegno del loro insetto ospite, al quale fornisco-
no nutrienti essenziali mancanti nella dieta, come
ad esempio amminoacidi, vitamine e cofattori
(DOUGLAS, 1998; MORAN, 2006; MCc CUTCHEON et
al.,2009). Considerando 'ecologia del punteruolo
rosso, € ragionevole ipotizzare la presenza di sim-
bionti in grado di aiutare lo sviluppo dell’insetto,
contribuendo, ad esempio, alla degradazione della
cellulosa o fornendo amminoacidi o altri nutrienti.
Questi simbionti, in grado di svolgere ruoli essen-
ziali per la sopravvivenza e la riproduzione dell’in-
setto, potrebbero essere pertanto sfruttati in stra-
tegie che mirano al controllo della diffusione del
curculionide.

In questo lavoro ci siamo proposti di caratteriz-
zare, con metodi coltura-dipendenti e coltura-
indipendenti, le comunita batteriche associate a
popolazioni naturali di RPW (campionate nelle
vicinanze di Catania) e di allevamento (alimentate
su mela per quattro settimane), al fine di indivi-
duare quei batteri potenzialmente utili in strategie
di controllo simbiotico e di verificare la presenza
di una comunita batterica o di gruppi microbici
condivisi tra insetto e pianta ospite (Phoenix cana-
riensis).

Lo studio della comunita microbica ¢ stato con-
dotto, in una prima fase, tramite metodi dipen-
denti dalla coltivazione. L'isolamento ¢ stato rea-
lizzato inoculando in diversi terreni di coltura (i.e.
LB, R2A, TSA, PDA, ABEM) un omogenato rica-
vato da diversi organi (i.e. gonadi, intestino) e da
emolinfa provenienti da esemplari di laboratorio.
Questa procedura ha permesso di isolare 98 ceppi
batterici. La frazione coltivabile del microbiota
associata a RPW ¢ in gran parte dominata da bat-
teri appartenenti ai generi Citrobacter, Enterobac-
ter e Staphylococcus. Questi tre generi sono pre-
senti rispettivamente al 15,3%, 12,24% e 8,16%.
Altri batteri noti per essere associati con gli insetti
che hanno una dieta zuccherina sono i membri
della famiglia Acetobacteraceae, come ad esempio

Gluconobacter spp., Acetobacter spp., e Glucona-
cetobacter spp., i quali sono stati isolati con una
frequenza del 5,1%, 2% e 1%, rispettivamente.

Utilizzando metodi indipendenti dalla coltiva-
zione, ossia analisi di 16S rRNAbarcoding si ¢
potuto osservare che i taxa pitt abbondanti, condi-
visi tra i membri dei due gruppi di insetti (popola-
zioni naturali e di allevamento), appartengono al
phylum dei Proteobacteria. I campioni delle
popolazioni da allevamento hanno, inoltre, un
secondo gruppo dominante, rappresentato dai
Firmicutes (in media 39,1%), il quale, invece,
risulta scarsamente rappresentato nel microbiota
degli insetti catturati in natura (0,3 %). Altri grup-
pi batterici presenti (in parentesi sono indicate le
abbondanze relative) sono membri degli Actino-
bacteria (catturati in natura: 17,1% e allevamento:
1,2%) e dei Bacteroidetes (catturati in natura:
8,2% e allevamento: 3,6%). Per quanto concerne
i campioni di RPW prelevati in natura i taxa pit
abbondanti appartengono alle Xantomonadaceae
(13,2%) e Rhodobacteraceae (11,9%). Altri gruppi
interessanti sono rappresentati dalle Cellulonona-
daceae, dalle Rhodobacteraceae e dai Rhizobiales.
Al contrario, il genere pit abbondante nella
comunita batterica associata agli esemplari da alle-
vamento & Leuconostoc (17,8%), che invece risulta
assente nel microbiota degli esemplari catturati in
natura. Altri componenti dominanti nei RPW da
allevamento sono i batteri dei generi Acetobacter
(14,47 %) e Lactococcus (9,25 %), mentre compo-
nenti minoritari risultano i membri delle famiglie
Enterobacteraceae (con i generi Escherichia, Serra-
tia e Trabulsiella), Lactobacillaceae e Pseumonada-
ceae. I batteri dei generi Lactobacillus e Entomo-
plasma sono presenti in tutti gli esemplari di RPW
allevati, ma non sono associati con RPW prelevati
in natura.

Un’analisi comparativa condotta sui batteri asso-
ciati sia ai campioni di punteruolo che alle palme &
stata eseguita sulle OTU individuate a livello di
genere, al fine di rilevare eventuali taxa comuni. E
interessante notare che, dei 13 generi di batteri
identificati nei tessuti della palma, solo Klebszella &
esclusivo di questi tessuti, mentre gli altri 12 sono
associati, con un diverso grado di prevalenza e
abbondanza, anche al microbiota del punteruolo.
Il genere Brevibacillus, dominante nel microbiota
della palma, ¢ associato a due campioni di punte-
ruolo, anche se con un basso livello di abbondan-
za. Inoltre, i batteri associati con la palma e il pun-
teruolo possono essere divisi in due gruppi, ossia
batteri diffusi in tutti i gruppi di insetti e batteri
presenti, con diverso grado di specificita, solo con
uno o con entrambi i gruppi di insetti analizzati.
All'interno del primo gruppo troviamo Paracoccus,
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Trabulsiella, Acinetobacter, Pseudomonas e Steno-
trophomonas. All'interno del secondo gruppo ven-
gono invece riscontrati: 7) batteri esclusivamente
associati con i campioni di RPW dalla popolazione
prelevata in natura, con i generi Demzequina, Aero-
microbium, Pimelobacter e Devosia; i7) batteri asso-
ciati con RPW dalla popolazione di laboratorio,
genere Lactococcus.

In conclusione, I'isolamento dei batteri ha per-
messo di ottenere un’ampia collezione di specie
associate a Rhynchophorus ferrugineus. All'interno
di essa i generi piu rappresentati sono Cztrobacter
e Enterobacter, isolati in prevalenza dall’intestino.
Sono stati rinvenuti anche generi associati seletti-
vamente con un organo, ad esempio Streptococcus
(emolinfa), Xenophilus (intestino) o Microbacte-
rium (intestino). Questo studio ha dimostrato che:
7) la composizione della comunita batterica asso-
ciata ai due gruppi di punteruolo differisce netta-
mente; 77) i membri della comunita batterica asso-
ciata con i tessuti di palma, da cui sono stati rac-
colti i campioni di RPW da campo, sono anche
presenti negli insetti.
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RIASSUNTO

Rbynchophorus ferrugineus(Olivier, 1790) (Coleoptera,
Dryophthoridae), originario dell’Asia tropicale e dagli
anni '80 presente nell’area mediterranea, ¢ considerato il
principale parassita di diverse specie di palma tra cui la
palma ornamentale Phoenix canariensis. Linteresse scien-
tifico su questo parassita ¢ notevolmente aumentato negli
ultimi decenni ma poca attenzione ¢ stata finora rivolta
alla caratterizzazione della comunita microbica associata
all’insetto in un’ottica volta a sviluppare strategie di con-
trollo simbiotico. Nel presente lavoro, utilizzando metodi
coltura-dipendenti e coltura-indipendenti,vengono carat-
terizzate le comunita batteriche associate a popolazioni
naturali (campionate nelle vicinanze di Catania) e di alle-
vamento (alimentate su mela per quattro settimane) di R.
ferrugineus, al fine di individuare batteri potenzialmente
utili in strategie di controllo simbiotico e di verificare la
presenza di gruppi microbici condivisi tra insetto e pianta
ospite (Phoenix canariensis). Dai risultati ottenuti sui cam-
pioni di laboratorio emerge che la frazione coltivabile del
microbiota ¢ in gran parte dominata da batteri apparte-
nenti ai generi Citrobacter, Enterobacter e Staphylococcus
ai quali si aggiungono taxa batterici membri della famiglia
Acetobacteraceae noti per essere associati a insetti che pre-

sentano una dieta zuccherina (e.g. Gluconobacter spp.,
Acetobacter spp., e Gluconacetobacter spp.). Utilizzando
metodi coltura-indipendenti (16S rRNA barcoding) si ¢
potuto osservare che i taxa pitt abbondanti, condivisi tra i
membri dei due gruppi di insetti (popolazioni naturali e di
allevamento), appartengono al phylum dei Proteobacte-
ria. I campioni delle popolazioni di laboratorio possiedo-
no, inoltre, un secondo gruppo dominante rappresentato
dai Firmicutes. Nei campioni di R. ferrugineus prelevati in
natura i taxa pitt abbondanti appartengono alle Xantonzo-
nadaceae e Rhodobacteraceae mentre con abbondanze
minori sono presenti anche Cellulomonadaceae, Rhodo-
bacteraceae e Rhizobiales. Leuconostoc, Lactobacillus e
Entomoplasma sono presenti in tutti gli esemplari allevati
ma risultano assenti nel microbiota degli esemplari cattu-
rati in natura. Altri taxa dominanti nei campioni di R. fer-
rugineus allevati sono i batteri dei generi Acetobacter e
Lactococcus. Da un’analisi comparativa condotta sui batte-
ri associati sia a campioni di punteruolo che alle palme,
dei 13 generi di batteri identificati nei tessuti della palma
12 sono associati con un diverso grado di prevalenza e
abbondanza anche ai diversi campioni di punteruolo. I
generi batterici asscociati ai campioni di palma e di R. fer-
rugineus sono Brevibacillus, Paracoccus, Trabulsiella, Aci-
netobacter, Pseudomonas, Stenotrophomonas, Demequina,
Aeromicrobium, Pimelobacter e Devosia. In conclusione lo
studio ha dimostrato che la composizione della comunita
batterica associata ai due gruppi di punteruolo differisce
nettamente e che i campioni di palma sono caratterizzati
da una comunita batterica la cui presenza viene riscontra-
taanche in R. ferrugineus.
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Microbiological control of Rhynchophorus ferrugineus (Olivier) (Coleoptera Curculionidae) with an
sperimental “attract, infect and relaese” trap

An experimental autocontamination trap was devised to infect Rhynchophorus ferrugineus (Olivier), the Red Palm Weevil,
with cereal substrata inoculated with indigenous strains of Beauveria bassiana (Balsamo-Crivelli) Vuillemin and Metarbizium
antsopliae (Metchnikoff) Sorokin. Laboratory tests carried out with experimental traps showed that M. anisopliae (M.08/105)
was the more virulent pathogen and that infective efficacy was not affected by different contaminated cereal substrata. M.
anisopliae (M.08/105) conidial concentration and germinability on rice inoculated substratum were examined in field
conditions inside traps located in sunny and shady positions in spring, summer and autumn. The results showed that fungal
inoculum stability was preserved longer in spring and summer than in autumn. No significant difference in M. anisopliae

(M.08/105) conidial concentration was found between sunny and shady traps during the various seasons.

KEY WORDS: Red Palm Weevil, Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, virulence, contamination trap.

INTRODUZIONE

Un nuovo approccio nella lotta microbiologica
per il controllo di insetti di interesse agro-foresta-
le ¢ rappresentato dall'impiego di trappole dotate
di substrati che agiscono come “focus” di micror-
ganismi entomopatogeni per infettare le specie
target (VEGA et al., 2007). Questa tecnica offre
alcuni vantaggi fra i quali, in particolare, la seletti-
vita dell'infezione, la possibilita di contaminare
molti individui e la prospettiva di diffondere I'i-
noculo all'interno della popolazione del fitofago
tramite il contatto fra individui infettati e sani. Per
quanto riguarda i funghi entomopatogeni, fattori
importanti nel raggiungimento di questi obiettivi
sono, zntra alia, la disponibilita di isolati virulenti,
e l'individuazione di substrati di crescita idonei
afavorire lo sviluppo del micelio e un’abbondante
produzione di conidi, a mantenere nel tempo la
stabilita dell'inoculo in campo e a consentire
un’efficiente contaminazione degli insetti (IBRA-
HIM et al., 1999; ZHANG et al., 2011; FURLONG &
PELL, 2001; KREUTZ ef al, 2004; (QQUESADA-
MORAGA et al., 2004, 2008). A tal fine sono state
studiate diverse tipologie di trappole e substrati
d’infezione a seconda delle specie target attratte

— Pubblicato marzo 2014

in risposta a stimoli ambientali, semiochimici o di
alimento (VEGA et al., 1995, 2007; KLEIN &
LACEY, 1999; MANIANIA, 2002; DOwWD & VEGA,
2003; EL-SUFTY et al., 2011).

In questi ultimi anni, il controllo biologico del
Punteruolo rosso delle palme, Rhynchophorus fer-
rugineus (Olivier), ha avuto un nuovo impulso a
seguito dell'individuazione di ceppi virulenti di
Beauveria bassiana (Balsamo-Crivelli) Vuillemin e
di Metarhizium anisopliae (Metchnikoff) Sorokin
isolati da varie matrici (GAZAVI & AVAND-FAGHIH,
2002; SHAJU et al., 2003; EL-SUFTY et al., 2007;
GINDIN et al., 2006; TARASCO et al., 2007; EL-
SUFTY et al., 2009; SEWIFY et al., 2009; DEMBILIO
et al., 2010; SHAWIR & AL-JABR, 2010); in partico-
lare un ceppo di B. bassiana, ottenuto da R. ferru-
gineus in Egitto & stato brevettato per il controllo
della specie (SEWIFY, 2007; SEWIFY et al., 2009).
Anche in Italia sono stati isolati, da adulti del cur-
culionide raccolti in campo, ceppi di M. anisopliae
(M.08/105) e B. bassiana (B.09/101) virulenti nei
confronti di stadi di sviluppo diversi del fitofago
(FRANCARDI et al., 2012, 2013) prospettando la
possibilita di un loro impiego nell’ambito di pro-
grammi di lotta integrata. A tal fine sono stati con-
dotti studi volti alla messa a punto di uno stru-
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mento biotecnico che coniugasse substrati di con-
taminazione efficaci a trasmettere I'inoculo fungi-
no e a mantenere nel tempo la sua capacita infet-
tiva con una trappola sperimentale “attract, infect
and release” che assicurasse il passaggio/perma-
nenza temporanea degli adulti sul substrato ino-
culato.

Come substrati di crescita e di sporulazione
degli isolati fungini sono state utilizzate cariossidi
di grano ed riso, preparati secondo il protocollo
di GINDIN et al. (2006) e FRANCARDI e al. (2013).
La concentrazione conidica & stata calcolata con
un ematocimetro (Thoma-Zeiss counting cham-
bre) su un campione di cariossidi prelevato a caso
dai substrati di accrescimento mentre la germina-
bilita ¢ stata valutata secondo il protocollo adatta-
to di L1U et al., 2003 (in: FRANCARDI et al., 2013).

La trappola sperimentale “attract, infect and
relaease”, costituita di materiale plastico, & com-
posta da un corpo conico rovesciato (larghezza
22,5 cm, altezza 21,0 cm,) che poggia ad incastro
su di una base circolare (River Systems, Italy) sulla
quale ¢ stato trasferito il substrato di grano/riso
contaminato. Sulle pareti del cono in prossimita
della base sono state realizzate due ampie apertu-
re rettangolari (4x9 cm) contrapposte per favorire
il passaggio degli adulti sul mezzo contaminante.
La superficie esterna del cono ¢ stata dipinta con
uno spray di vernice acrilica di colore nero
(DelBono Aerosol, Assago, Milano, Italy) per
aumentare 'attrattivita nei confronti di R. ferrug:-
neus (AL-SAOUD et al, 2010; ABUAGLA & AL-
DEEB, 2012). All’interno del cono ¢ stato sospeso
un bicchiere di plastica (150 ml), dotato di tappo
a vite, sulle cui pareti sono state procurate due
aperture ovoidali (3x3,5 cm) contrapposte, chiuse
con una fitta rete di nylon. All'interno del bic-
chiere ¢ stato posto un blend di attrattivi costitui-
to dal feromone di aggregazione di R. ferrugineus
Rhyfer 220 (Intrachem Bio, Italy), acetato di etile
10% e uno spicchio di mela in decomposizione,
efficace per richiamare gli adulti (GIBLIN-DAVIS ez
al., 1996; ABDALLAH & AL-KHATRI, 2005; FALEIRO
& SATARKAR, 2005; OEHLSCHLAGER, 2005;
GUARINO et al., 2010).

Il prototipo di trappola ¢ stato utilizzato in
prove di laboratorio per confrontare I’entomopa-
togenicita degli isolati fungini di M. anisopliae
(M.08/105) e B. bassiana (B.09/101) su substrati di
crescita fungini diversi (grano e riso) nei confron-
ti di adulti di R. ferrugineus e per valutare la sta-
bilita (persistenza e germinabilita) dell'inoculo
fungino in condizioni di campo.

Nelle prove di laboratorio gli adulti di R. ferru-
gineus impiegati sono stati forniti dalla Dr.ssa
Silvia Arnone del Laboratorio Gestione

Sostenibile degli Agroecosistemi UTAGRI ECO
ENEA CR Roma (Italy). Le trappole, con i sub-
strati inoculati, sono state poste in gabbie
(1x1x1m) costruite con un telaio in legno chiuso
ai lati con una fitta rete metallica all’'interno delle
quali sono stati lasciati liberi adulti di R. ferrugi-
neus per 24 ore.

Dalle osservazioni effettuate anche grazie all’au-
silio di una cinepresa, si ¢ potuto accertare che,
nelle prime 6 ore dall’inizio delle prove, la trap-
pola sperimentale é risultata idonea ad attrarre e a
trattenere temporaneamente gli adulti del
Punteruolo rosso sui substrati inoculati e poi a
consentirne l’allontanamento spontaneo dalla
trappola.

1l riso e il grano inoculati con i funghi entomo-
patogeni si sono dimostrati buoni substrati di
contaminazione nei confronti di R. ferrugineus
anche in considerazione dell’attivita di scavo che
il curculionide ha manifestato all’interno di questi
come osservato anche da altri Autori (GINDIN ez
al., 2006; FRANCARDI et al., 2012, 2013). A questo
riguardo ¢ verosimile che il blend attrattivo impie-
gato abbia avuto un ruolo nel prolungare il con-
tatto degli adulti sui substrati inoculati stimolan-
do la ricerca di cibo e/o il comportamento cripti-
co dell’insetto (GINDIN et al, 2006). Questo
aspetto ha dimostrato, inoltre, I'assenza di un
effetto repellente del riso e grano colonizzati da
micelio fungino ed in presenza di una abbondan-
te produzione conidica nei confronti del curculio-
nide.

Al termine delle 24 ore gli adulti sono stati pre-
levati dalle gabbie e posti singolarmente in conte-
nitori di plastica e allevati su mela in ambiente cli-
matizzato a 27°C, 60% RH e 12:12 h (L:D) per 28
giorni.

ENTOMOPATOGENICITA DEGLI ISOLATI INDIGENI
DI M. ANISOPLIAE E B. BASSIANA
SU DIVERSI SUBSTRATI DI COLTURA

Lentomopatogenicita degli isolati di M. aniso-
pliae (M.08/105) e di B. bassiana (B.09/101), ¢
stata valutata utilizzando il grano inoculato posto
separatamente in due trappole all’interno di gab-
bie, in ciascuna delle quali sono stati liberati 20
adulti (10 M e 10 F). Altrettanti individui sono
stati liberati in un’altra gabbia con una trappola
contenente il grano non contaminato. I risultati
hanno evidenziato la maggiore virulenza di M.
anisopliae (M.08/105) che dopo 28 gg., ha regi-
strato il 75% di mortalita cumulativa degli adulti,
con livelli significativamente superiori (Survival
analysis; Wilcoxon -Gehan test) a quelli ottenuti
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su grano inoculato con B. bassiana (B.09/101)
(45%). Lefficacia del trattamento con M. aniso-
pliae (M.08/105) (Abbott %) ¢ stato del 67% e
I'LT,, ¢ stato registrato in 3. Nel controllo la mor-
talita cumulativa ¢ stata del 25%. (FRANCARDI ef
al., 2013).

La capacita infettiva del ceppo fungino risultato
pit virulento, M. anisopliae (M.08/105), & stata
quindi confrontata utilizzando, come substrati di
contaminazione, riso e grano posti separatamente
in due trappole all'interno di gabbie in ciascuna
delle quali sono stati liberati 40 adulti (20 M e 20
F) del Punteruolo rosso. Altrettanti adulti sono
stati liberati in altre due gabbie con trappole con-
tenenti, rispettivamente, riso e grano non inocula-
to. I risultati ottenuti non hanno evidenziato dif-
ferenze nei valori di mortalita cumulativa di R. fer-
rugineus (95%) e di efficacia del trattamento
(Abbott = 95%) fra i due substrati ed anche LT,
¢ stato raggiunto in circa lo stesso periodo di
tempo (in 12 giorni su grano inoculato e in 15
giorni su riso). La mortalita cumulativa del con-
trollo & stata del 5%. L’analisi della Sopravvivenza
(Wilcoxon-Gehan test) non ha evidenziato diffe-
renze significative fra i livelli di mortalita di R. fer-
rugineus contaminati sui due substrati e che inve-
ce sono risultati significativamente diversi dal
controllo (FRANCARDI et al., 2013).

STABILITA DELL'INOCULO FUNGINO
IN CONDIZIONI DI CAMPO

Nella prova di campo, la concentrazione e la
germinabilita conidica di M. anisopliae (M.08/105)
¢ stata valutata su riso inoculato posto in 2 trap-
pole, una in posizione soleggiata e un’altra in
ombra, appese su piante di latifoglie nel parco del
nostro Centro di ricerca per I’Agrobiologia e la
Pedologia in localita Cascine del Riccio (FI).
Come testimone ¢ stato utilizzata un’identica
quantita di riso inoculato mantenuto in una beuta
in cella a 26°C, about 60% RH e 12:12 (L:D).

Le prove sono state condotte, nell’arco di 4 set-
timane, in periodi dell’anno con maggiore presen-
za del Punteruolo rosso in campo (CALDARELLA ef
al., 2008): in primavera, in estate ed in autunno
(FRANCARDI et al, 2013). I dati metereologici
locali sono stati presi dal sito web: 3Bmeteo
(http://www.3bmeteo. com/meteo_regione-tosca-
na.htm (http://www.3bmeteo. com/). All’'inizio
della prova la concentrazione di M. anisopliae
(M.08/105) su riso inoculato era di 1x10” conidi
per ml in primavera, 3x10’ conidi per ml in estate
e 1x107 conidi per ml in autunno con una germi-
nabilita del 95,28 %, 59,25% e 58,50% rispettiva-

mente. I dati sulla stabilita dell’inoculo sul sub-
strato sono stati rilevati una volta a settimana per
tutte le 4 settimane di osservazione.

I risultati hanno evidenziato che nel controllo la
concentrazione media dei conidi ¢ stata significa-
tivamente maggiore di quella rilevata nelle trap-
pole in campo in primavera (2,5x 107 ed estate
(3,5x10). Inoltre, in tutti I periodi considerati,
non sono emerse differenze significative nei livelli
di presenza dei conidi sul substrato di riso fra le
due trappole in campo (FRANCARDI et al., 2013).

In primavera, con temperature locali comprese
fra 20 e 25°C e una RH del 50%, la presenza dei
conidi di M. anisopliae (M.08/105) & stata rilevata
fino alla terza settimana con livelli numerici che
sono variati da un minimo di 1-3x10° a un massi-
mo di 1,55-2,6x10" conidi per ml nella trappola,
rispettivamente, in posizione soleggiata e in
ombra.

In estate, con temperature di circa 25°C e una
RH del 60%, la presenza dei conidi M. anisopliae
(M.08/105) ha persistito fino alla quarta settimana
in entrambe le trappole, variando da una concen-
trazione minima di 7,1-8x10° conidi per ml nella
trappola, rispettivamente, in posizione soleggiata
e in ombra a un massimo di 3,1x10’ conidi per ml.

In autunno durante la prima settimana, con
temperatura di circa 15°C e una RH 55%, la pre-
senza dei conidi di M. anisopliae su riso inoculato
ha registrato un picco di 2,1x10" nella trappola al
sole mentre dalla seconda settimana, con tempe-
rature sotto 15°C, i livelli numerici dei conidi
sono crollati rapidamente a 1,6 x10° conidi/ml
nella trappola al sole e a 2,7x10° conidi/ml in
quella in ombra.

La germinabilita dei conidi di M. anisopliae
(M.08/105) ha mostrato un andamento similare
nelle trappole in campo in primavera ed in estate.
In particolare, la germinabilita in primavera, &
rimasta alta nella trappola al sole variando dal
95,28% al 81,17% durante le prime 3 settimane
per crollare al disotto del 40% nell’ultima setti-
mana. Nella trappola all’ombra la germinabilita &
variata da 87,92% nella prima settimana al
70,42 % nella quarta settimana.

In estate, nelle 4 settimane di prova, la germina-
bilita dei conidi ¢ rimasta relativamente costante
variando dal 59,25% al 59,58% e 60,67 % nella
trappola rispettivamente al sole e in ombra. In
autunno, la germinabilita dei conidi nella trappo-
la in ombra ¢ diminuita progressivamente nel
corso delle 4 settimane dal 58,50% al 25,83 %,
mentre in quella al sole la germinabilita ha
mostrato un incremento (67,75%) durante la
prima settimana per poi crollare al 21,58% nel-
I'ultima settimana. In ciascuna settimana dei
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periodi considerati non sono emerse differenze
significative fra la germinabilita dei conidi di M.
anisopliae (M.08/105) nelle due trappole in campo
(FRANCARDI et al., 2013).

In conclusione le prove di laboratorio hanno
permesso di individuare nell’isolato M. anisopliae
(M.08/105) 'agente fungino pit virulento nei con-
fronti degli adulti di R. ferrugineus e di evidenzia-
re 'elevata capacita infettiva dei substrati inocula-
ti a base di grano e riso. Le prove di campo hanno
fornito indicazioni positive sul mantenimento
della stabilita dell’inoculo di M. anisopliae
(M.08/105) per almeno 3-4 settimane nel periodo
primaverile ed estivo. Lo studio apre quindi pro-
spettive di impiego di tale tipo di trappola nel
controllo microbiologico del fitofago. Ulteriori
studi si rendono necessari per valutare Iefficacia
di questo strumento bio-tecnico nel contenimento
delle popolazioni del fitofago in campo.
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RIASSUNTO

Una trappola sperimentale “attract, infect and release”,
contenente substrati di riso e grano inoculati con ceppi
indigeni di Beauveria bassiana (Balsamo-Crivelli)
Vuillemin e Metarhizium anisopliae (Metchnikoff)
Sorokin, ottenuti da adulti di Rhynchophorus ferrugineus
(Olivier), ¢ stata messa a punto per valutare la sua effica-
cia nel controllo microbiologico degli adulti del curculio-
nide. Le prove di laboratorio hanno evidenziato la mag-
giore virulenza del ceppo M. anisopliae (M.08/105) e una
capacita infettiva non influenzata dal substrato di crescita
del fungo. La persistenza e la germinabilita dei conidi del-
lisolato di M. anisopliae (M.08/105) su substrato di riso &
stata infine esaminata, in condizioni di campo, in trappo-
le situate in posizione soleggiata ed in ombra in primave-
ra, estate ed autunno. I risultati hanno mostrato che I'ino-
culo fungino di M. anisopliae (M.08/105) ¢ rimasto pit
stabile in primavera e in estate che in autunno. Nessuna
differenza significativa nella concentrazione dei conidi &
stata rilevata fra il substrato di riso nella trappola al sole e
all’'ombra durante i periodi di osservazione in campo.
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Biological control of the red palm weevil Rhynchophorus ferrugineus (Olzvier)

The Red Palm Weevil, Rhynchophorus ferrugineus (Olivier, 1790), is considered today the worst pest of palm species.
Knowledge of both its natural enemies and its defensive mechanisms against predators and microorganisms is crucial to develop
efficacious methods for an integrated pest control. In this paper, we assess the potential biological control of this taxon by
reviewing studies on natural enemies of R. ferrugineus from both its native and introduced regions. Our literature surveys
revealed that more than 40 biological control agents were reported attacking R. ferrugineus, without however limiting its spread.
Fungi, bacteria and entomopathogenic nematodes are the more promising ones for integrated pest management programs, but
more in depth studies are necessary to increase the knowledge of natural enemies related to this species, to isolate more virulent

strains and to determine the optimum conditions for the biocontrol agents.

KEY WORDS: Rhynchophorus ferrugineus, palm weevil, palm pest, natural enemies, biological control.

INTRODUZIONE

Il punteruolo rosso delle palme, Rhynchophorus
ferrugineus (Olivier, 1790), ¢ una specie originaria
dell’Asia tropicale il cui areale naturale si estende
dal Pakistan alla Melanesia (WATTANAPONGSIRI,
1966; MURPHY & BRISCOE, 1999). Nelle aree di
origine, sia in ambienti forestali che in aree rurali,
R. ferrugineus & di norma un insetto raro e loca-
lizzato. Il commercio delle palme e lo sviluppo
delle monocolture hanno facilitato I’espansione
dell’areale di questo insetto reperito negli anni 80
negli Emirati Arabi e successivamente in Medio
Oriente. La sua diffusione attuale, favorita dal
commercio di piante infestate, interessa pressoché
tutte le aree ove si coltivano palme (FALEIRO,
2006).

Data la difficolta di rilevare i primi segni delle
infestazioni di R. ferrugineus per le abitudini crip-
tiche delle larve e le conseguenti difficolta di era-
dicazione dei focolai iniziali d’infestazione, ’at-
tenzione in merito alle strategie di controllo &
stata focalizzata in modo prioritario su interventi
di lotta integrata (IPM), cercando di coniugare

— Pubblicato marzo 2014

attivita di sensibilizzazione del pubblico, misure
di prevenzione e interventi diretti di diverso tipo
(MURPHY & BRISCOE, 1999; FALEIRO, 2006).

In merito alle metodologie di lotta sono stati
testati singolarmente o in combinazione tra loro
trattamenti con biocidi per aspersione alle chiome
e per endoterapia, metodi biotecnici basati sul-
I'impiego di trappole innescate con semiochimici,
strategie d’impiego di maschi sterili e tecniche di
lotta biologica con utilizzo di antagonisti naturali
e agenti di epizoozie (WATTANAPONGSIRI, 1966;
MURPHY & BRISCOE, 1999; FALEIRO, 2006). A
seguito delle problematiche sollevate dal massic-
cio utilizzo di prodotti chimici di sintesi e delle
conseguenti implicazioni in merito alle ricadute
ambientali, 1'attenzione ¢ stata incentrata sulle
potenzialita del controllo biologico. Al riguardo
non molte sono le informazioni disponibili sui
nemici naturali di questo fitofago e in gran parte
riguardano specie ad elevata polifagia capaci di
svolgere un ruolo limitato nel contenimento delle
popolazioni del curculionide (REGINALD, 1973).
Si tenga peraltro presente che I'utilizzo di “gene-
ralist” pone con forza la necessita di studi appro-
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fonditi sui rischi di danni a spese di specie autoc-
tone prima della loro liberazione in natura (DE
CLERCQ et al., 2011) .

Nel presente lavoro viene presentata un’analisi
dettagliata di quanto finora acquisito sui nemici
naturali del punteruolo rosso delle palme, e ne
vengono esaminate potenzialita e limiti, con parti-
colare riferimento a quanto noto per I’area medi-
terranea.

VIRUS

1 virus della poliedrosi citoplasmatica & 'unico
virus isolato dal punteruolo rosso delle palme.
Attacca tutti gli stadi di sviluppo dell’insetto ed ¢
stato trovato in India (GOPINADHAN et a/., 1990) e
in Egitto (EL-MINSHAWY e? al., 2005). Per un con-
trollo integrato particolare attenzione deve essere
posta nell’utilizzo di questo virus, essendo in
grado di influenzare negativamente la sopravvi-
venza dei nematodi entomopatogeni (SALAMA &
ABD-ELGAWAD, 2002).

BATTERI

DANGAR & BANERJEE (1993) hanno isolato
Bacillus sp., Serratia sp. e batteri del gruppo dei
corineformi sia da larve che da esemplari adulti di
punteruolo rosso in India, mentre ALFAZARIY et
al. (2003) e ALFAZARLY (2004) B. thuringiensis e B.
sphaericus da larve e adulti in Egitto. ALFAZARTY
(2004) riporta un discreto successo dell’utilizzo di
B. thuringiensis sottospecie kurstaki, contro il
punteruolo rosso in Egitto. Al contrario, altri
autori mostrano una differente suscettibilita del B.
thuringensis su esemplari di rincoforo di popola-
zioni italiane (MANACHINI et al., 2008a, b, 2009),
dovuta probabilmente anche ai peptidi antimicro-
bici individuati sulla cuticola di individui raccolti
in Ttalia (MAZZA et al., 2011a). Pseudomonas aeru-
ginosa ¢ stata isolata da larve in Kerala (India) e
saggi di laboratorio hanno evidenziato una sua
elevata patogenicita, in particolare per le giovani
larve (BANERJEE & DANGAR, 1995), che non sem-
brano possedere i peptidi cuticolari antimicrobici
sopra menzionati (MAZZA et al., 2011a). SALAMA
et al. (2004) hanno isolato da larve in Egitto tre
specie appartenenti al genere Bacillus: B. sphaeri-
cus, B. megaterium e B. laterosporus, che hanno
causato in laboratorio una mortalita larvale tra il
40 e 60%. In Italia, B. thuringiensis, B. sphaericus
e B. megaterium sono stati isolati da punteruoli
trovati morti in Sicilia, ma saggi preliminari sulle
uova hanno messo in evidenza una loro bassa

patogenicita, almeno su questo stadio di sviluppo
(FRANCESCA et al., 2008).

FuNGHI

Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae
sono le due specie di funghi entomopatogeni piu
conosciute e quelle che offrono i risultati pit inco-
raggianti nel controllo di alcuni insetti dannosi
(JARONSKT, 2010). EL-SUFTY e collaboratori (2009)
hanno studiato la patogenicita di un ceppo di B.
bassiana, isolato da pupe e adulti del punteruolo
rosso raccolti negli Emirati Arabi, provandone
Iefficacia nei confronti di adulti e giovani larve
con saggi di laboratorio. Lo stesso ceppo & stato
utilizzato anche nei dattileti, utilizzando trappole
per 'autodisseminazione (EL-SUFTY ez al., 2011).
Ottimi risultati sono stati ottenuti, sia in laborato-
rio che in condizioni seminaturali, utilizzando
anche un ceppo di B. bassiana isolato da pupe rac-
colte in Spagna (DEMBILIO et a/., 2010a). Risultati
interessanti con l'utilizzo di B. bassiana sono
anche stati riportati da SEWIFI e collaboratori
(2009) e da BESSE e collaboratori (2011). L'utilizzo
di questo fungo in pieno campo ¢ stato criticato
solamente da ABDEL-SAMAD ef a/. (2011), a causa
soprattutto del suo costo elevato.

Prove condotte in laboratorio, utilizzando un
ceppo di M. anisopliae isolato da un individuo
morto in Sicilia hanno mostrato un’elevata effica-
cia di questo fungo nei confronti di larve e adulti
(FRANCARDI et al., 2012). Metarhizium anisopliae &
stato isolato anche in Egitto e, almeno in labora-
torio, ha causato un’alta mortalita sia nei confron-
ti di larve che adulti (MERGHEM, 2011). Anche se
altri funghi come Aspergillus sp., Fusarium sp.,
Penicillium sp. e Trichothecium sp. sono stati iso-
lati da diversi stadi del punteruolo rosso raccolti
in Sicilia (TORTA ez al., 2009), mancano ad oggi
studi mirati per dimostrarne la patogenicita.

NEMATODI

Solo i nematodi associati a Rhynchophorus pal-
marum, un’altra specie appartenente al genere
Rhynchophorus di origine americana, sono stati
studiati con attenzione, principalmente per 'im-
portanza della malattia nota come cuore rosso
della palma, trasmessa da Bursaphelenchus coco-
philus. Tra le specie di nematodi parassiti,
Praecocilenchus ferruginophorus ¢ stato isolato da
esemplari di punteruolo rosso raccolti in India
(RAO & REDDY, 1980). Questa specie € stata ritro-
vata nelle trachee, nell’intestino e nei corpi grassi



=213 -

delle larve, e nell’utero e nell’emocele degli esem-
plari adulti. Gli ovari delle femmine parassitizzate
risultano danneggiati con conseguenze negative
nella produzione di uova (TRIGGIANI & CRAVEDI,
2011).

I nematodi entomopatogeni sono parassiti
obbligati degli insetti, sono ubiquitari e sono rag-
gruppati nelle famiglie Heterorhabditidae e
Steinernematidae. All'interno di questi nematodi,
vivono batteri appartenenti al genere Pho-
torhabdus e Xenorhabdus, che vengono rilasciati
nell’emocele dell'insetto provocando la morte di
quest’ultimo.

Steinernema sp. ¢ stato estratto da un adulto
raccolto in Arabia Saudita (SALEH et al., 2011).
Saggi condotti in laboratorio e in condizioni semi-
naturali hanno mostrato un’alta virulenza di que-
sto nematode nei confronti di esemplari adulti del
punteruolo ed hanno messo in evidenza come la
temperatura possa influenzarne I'efficacia (SALEH
et al., 2011): i nematodi sono infatti sensibili alle
elevate temperature, alle radiazioni ultraviolette e
alla bassa umidita. Come suggerito da LLACER e
collaboratori (2009) e DEMBILIO e collaboratori
(2010b), T'uso del chitosano (un polisaccaride
lineare) come coadiuvante pud proteggere i nema-
todi da condizioni ambientali estreme.
Interessanti risultati sono stati ottenuti anche con
un altro ceppo di Steinernema sp. isolato da pupe
e adulti di punteruolo raccolti in Egitto
(SHAMSELDEAN & ATwA, 2004). Anche la preda-
zione da parte dell’acaro Centrouropoda almero-
dat, strettamente associato al punteruolo, almeno
in Italia (MAZZA et al., 2011b), puo ridurre I'effi-
cacia del nematode S. carpocaspsae (MORTON &
GARCIA-DEL-PINO, 2011). Differenze significative
sono state osservate nella mortalita dei vari stadi
del punteruolo a seconda della specie e della con-
centrazione di nematodi utilizzati (TRIGGIANI &
TARASCO, 2011). Heterorhabditis bacteriophora, ad
esempio, ¢ risultata essere la specie piu virulenta
in prove di laboratorio nei confronti di larve e
adulti di punteruolo e 'unica capace di riprodur-
si all’interno dell’ospite (TRIGGIANI & TARASCO,
2011). Ulteriori studi sono dunque necessari per
chiarire quali siano i fattori capaci di bloccare la
riproduzione dei nematodi nelle larve e negli
adulti di punteruolo rosso.

ACARI

Nel 1966, WATTANAPONGSIRI ha revisionato lo
stato delle conoscenze sugli acari associati ai
punteruoli dei generi Dynamis e Rbhyncho-
phorus. Questi acari appartengono a diverse

famiglie tra cui Acaridae, Anoetidae, Blattiso-
ciidae, Diplogyniidae, Macrochelidae e Uropo-
didae. Dopo la recente colonizzazione del punte-
ruolo, particolarmente nel Mediterraneo, molti
autori riportano la presenza di acari appartenen-
ti a diverse famiglie su esemplari di punteruolo
raccolti in Egitto (EL-SHARABASY, 2010; HASSAN
et al., 2011), Ttalia (LONGO & RAGUSsA, 2006),
Malta (PORCELLI et al., 2009), Arabia Saudita
(AL-DHAFAR & AL-QAHTANI, 2012), Turchia
(ATAKAN et al., 2009) e Emirati Arabi Uniti (AL
DEEB et al., 2011). Gli acari pit comuni sono
specie foretiche appartenenti agli Uropodina
(WATTANAPONGSIRI, 1966; LONGO & RAGUSA,
2006; ATAKAN et al., 2009; PORCELLI et al., 2009;
EL-SHARABASY, 2010; AL DEEB et al., 2011).
Numerosi autori ipotizzano che questi acari non
siano semplicemente foretici e che la loro pre-
senza possa influenzare la fitness del fitofago,
riducendone la durata della vita (MAZZA et al.,
2011b) o impedendone I'attivita di volo (ATAKAN
et al., 2009b).

Acari ectoparassiti si ritrovano invece nella
famiglia dei Podapolidae (revisionati da HUSBAND
& OCONNOR, 1999), come Rhynchopolipus swif-
tae su R. ferrugineus. Hypoaspis sp. e R. rbyncho-
phori sono stati osservati in associazione con R.
ferrugineus, ma il rapporto di queste specie con il
punteruolo rimane ancora incerto (R. Nannelli,
oss. pers.). Al contrario, ABDULLAH (2009) ripor-
ta un successo nell'utilizzo di R. rhynchophor:
come agente di biocontrollo nei confronti del
punteruolo rosso.

INSETTI

Insetti parassitoidi o predatori dei curculionidi
del genere Rhynchophorus includono diverse spe-
cie appartenenti ai Dermaptera, Heteroptera,
Coleoptera, Diptera e Hymenoptera (MURPHY &
BRISCOE, 1999). Tra le forficule o dermatteri,
Chelisoches morio viene riportata come comune
predatore delle uova e delle larve del punteruolo
in India (ABRAHAM & KURIAN, 1973), mentre 'a-
nisoplide Euborellia annulipes & stata trovata in
palme infestate della Sicilia (MASSA & LO VERDE,
2008; LONGO et al., 2009). Osservazioni condotte
in laboratorio su questa specie cosmopolita, pre-
datrice e generalista mostrano che & capace di pre-
dare le uova del punteruolo (G. Mazza, oss.
pers.). Tra gli emitteri, REGINALD (1927) riporta la
predazione casuale di Platymeris laevicollis sul
punteruolo. Tra i ditteri, poche specie di
Sarcophagidae e Tachinidae utilizzano le specie
del genere Rhynchophorus come ospite (MURPHY



_214 -

& BRISCOE, 1999). Sarcophaga fuscicauda attacca
gli adulti del punteruolo in India (IYER, 1940). LO
VERDE & MasSA (2007) hanno osservato, in
Sicilia, su pupe del punteruolo la presenza del
Tachinidae Billaea maritima, un parassitoide
autoctono di cetonidi, ma, al momento, nessuno
studio ¢ stato effettuato per valutarne Iefficacia
come possibile agente di controllo. Recente &
anche la scoperta del foride Megaselia scalaris,
specie tropicale invasiva, nelle pupe delle punte-
ruolo in Sicilia (G. Mazza, oss. pers.), anche se il
suo possibile utilizzo ¢ sicuramente da scoraggia-
re visti gli effetti negativi che questa specie ha
sulla salute umana (DISNEY, 2008). Tra gli
Hymenoptera, solo Scolia erratica ¢ stata trovata
in Malesia come parassitoide del punteruolo
(BURKILL, 1917), ma la sua efficacia come mezzo
di controllo & ancora da valutare. Infine, il coleot-
tero carabide Laemostenus complanatus & frequen-
te nel terreno e negli stipiti di palme infestate o
morte dove preda limacce; spesso viene catturato
nelle trappole innescate con il feromone di aggre-
gazione di R. ferrugineus; in laboratorio il carabi-
de si alimenta anche di uova e di larve di prima e
seconda eta del rincoforo (S. Longo, oss. pers.).

VERTEBRATI

11 punteruolo rosso puo essere predato anche da
alcuni vertebrati. Tra gli uccelli, KRISHNAKUMAR
& SUDHA (2002) hanno osservato, in Asia, il cor-
vide indiano Dendrocitta vagabunda parvula e
I'opportunista cuculo fagiano Centropus sinensis
predare esemplari adulti di rincoforo, mentre, in
Italia oltre alla gazza Pica pica (LO VERDE et al.,
2008) il colombo Columba livia preda sia larve
che pupe presenti nelle camere pupali cadute al
suolo (S. Longo, oss. pers.). Tra i mammiferi, il
ratto comune Rattus rattus e il topo selvatico
Apodemus sylvaticus, nidificano sulla chioma e
predano pupe e adulti nelle palme infestate della
Sicilia (LO VERDE & MASSA, 2007; S. Longo, oss.
pers.). Il ruolo di questi predatori occasionali &
comunque quasi nullo, considerato anche I'eleva-
to potenziale riproduttivo del punteruolo.

CONCLUSIONI

Le indagini sul punteruolo rosso delle palme
hanno permesso di identificare numerosi nemici
naturali, senza perd consentire di individuare
delle specie chiave. Ulteriori ricerche devono
essere effettuate, sia nelle aree native che di nuova
introduzione, per migliorare le conoscenze sugli

antagonisti naturali e gli agenti di malattia di que-
sto fitofago altamente invasivo. E necessaria una
maggior conoscenza in merito agli agenti di viro-
si, soprattutto nell’ottica di realizzare un control-
lo integrato evitando fenomeni di interferenza con
altri agenti di biocontrollo. I risultati contrastanti
ottenuti in prove di laboratorio con batteri si ritie-
ne siano da attribuire agli effetti di particolari
meccanismi di difesa del fitofago. Lutilizzo di
funghi entomopatogeni, come B. bassiana e M.
anisopliae, isolati direttamente dai punteruoli,
costituisce un interessante filone di indagine,
soprattutto per gli effetti sub-letali che questi fun-
ghi provocano nell’insetto e per la possibilita di
un utilizzo integrato, come suggerito da LLACER e#
al. (2013). Ulteriori ricerche sono comunque
necessarie per isolare ceppi con maggiore virulen-
za e per determinarne le condizioni ottimali di svi-
luppo. Con riferimento all'impiego di nematodi
entomopatogenti, le cui potenzialita presentano un
forte interesse, ¢ necessario tenere presente che
vari fattori costituiscono elementi di problemati-
cita, come ad esempio la necessita di frequenti
applicazioni e 'elevato costo. Meritevoli di appro-
fondimenti sono gli aspetti inerenti le implicazio-
ni degli studi riguardanti i meccanismi capaci di
determinare il blocco della riproduzione di alcune
specie di nematodi entomopatogeni all’interno
del curculionide. Il ruolo degli acari & ancora
poco conosciuto e sono necessari ulteriori studi
per la corretta determinazione delle differenti spe-
cie. Tra gli insetti parassitoidi e predatori, solo i
ditteri sembrano al momento meritevoli di parti-
colare attenzione, come dimostrato nel conteni-
mento di R. palmarum con il tachinide Billaea
menezesi (MOURA et al., 1993). E’ evidente la
necessita di studi mirati alla corretta identificazio-
ne delle specie di ditteri risultate associate al pun-
teruolo nelle aree di indigenato e in quelle di
nuova introduzione e l'esigenza di disporre di
maggiori informazioni sulla biologia di questi
antagonisti, anche con riferimento alle possibilita
di un loro allevamento intensivo per I'utilizzo in
programmi di lotta con lanci in natura di individui
prodotti in biofabbriche.

In conclusione si ritiene di fondamentale impor-
tanza richiamare 'attenzione sia sulla necessita di
acquisire ulteriori dati sugli agenti di biocontrollo
del punteruolo rosso nelle aree di indigenato che
sulla esigenza di realizzare studi preliminari di
“Pre-release risk assessment”, al momento realiz-
zati nel nostro Paese nell’ambito di interventi di
lotta biologica classica solo per un ooparassitoide
dell’Eterottero Neartico Leptoglossus occidentalis
(ROVERSI ez al., 2013).
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RIASSUNTO

Il Punteruolo rosso delle palme, Rhynchophorus ferrugi-
neus (Olivier 1790), ¢ considerato ad oggi il principale
parassita delle palme. La conoscenza dei nemici naturali e
dei suoi meccanismi di difesa ¢ di fondamentale impor-
tanza per sviluppare e migliorare i metodi di lotta integra-
ta verso questa specie. In questa revisione, abbiamo valu-
tato il potenziale controllo biologico di questo fitofago
esaminando i nemici naturali di R. ferrugineus sia nelle
aree native che di nuova introduzione. La nostra disamina
ha rivelato la segnalazione di pitt di 40 nemici naturali in
grado di attaccare R. ferrugineus, senza tuttavia limitarne
la sua diffusione. Funghi, batteri e nematodi entomopato-
geni sono quelli pitt promettenti per i programmi di lotta
integrata, ma studi pitt approfonditi sono necessari per
aumentare la conoscenza dei nemici naturali, per isolare i
ceppi pitl virulenti e per determinare le condizioni otti-
mali degli agenti di biocontrollo.
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Seduta pubblica dell’Accademia - Firenze, 15 novembre 2013.

Individuation and application of repellent volatile compounds for red palm weevil population control

The red palm weevil (RPW), Rhynchophorus ferrugineus Olivier (Coleoptera, Curculionidae), is one of the most severe
pests of ornamental palm species in urban areas of Mediterranean countries. The cryptic nature of the weevil, and the gaps in
our knowledge of its biology and ecology, hamper the development of efficient and sustainable strategies to limit its diffusion.
Control strategies based on semiochemicals can be considered a suitable alternative for RPW population management,
particularly in urban areas. Nevertheless these strategies might be improved by broadening our knowledge of behavior-
modifying stimuli suitable for adult manipulation, such as repellent chemical compounds. A first study about the possibility to
use repellent compounds for the control of Rbhynchophorus species was carried out in Central America using a-pinene and
other undisclosed compounds. More recently, in Italy, in laboratory and field experiments were tested seventeen non-host
volatiles as possible repellents against the RPW, selected for their repellent skills towards other arthropods. These studies
showed promising results in term of repellency elicited from a-pinene, methyl salycilate, 1-octen-3-0l and geraniol that
elicited: 1) Significant disruption of pheromone trap attraction; 2) reduction of female’s egg deposition activity; 3) antifeedant
properties. The possibilities to use candidate repellent compounds in a “Push and Pull” or “stimulo-deterrent diversionary”

strategies are discussed.

KEY WORDS: Coleoptera, non-host volatiles, “Push and Pull”, a-pinene, methyl salicylate, 1-octen-3-ol, geraniol

INTRODUZIONE

Il Punteruolo rosso delle palme Rhynchophorus
ferrugineus Olivier (Coleoptera, Curculionidae) &
un coleottero curculionide originario del sud-est
asiatico che, nell’'ultimo decennio, si & diffuso in
tutti i Paesi che si affacciano sul Bacino del
Mediterraneo (OEPP/EPPO, 2008). Le specie di
palme (Arecaceae) attaccate dal Punteruolo rosso
delle palme riportate in letteratura sono numero-
se (DEMBILIO et al., 2009; EPPO 2008; GIBLIN-
Davis 2001; RAHALKAR et al, 1978; WATTA-
NAPONGSIRI 1966), tuttavia questo fitofago si &
dimostrato particolarmente esiziale nei confronti
della palma delle Canarie, Phoenix canariensis
Hort. ex Chabaud, particolarmente diffusa nelle
aree urbane come pianta ornamentale. L'attivita
trofica delle larve di Punteruolo rosso delle palme
a carico dei tessuti fogliari, vascolari e meristema-
tici della palma porta generalmente la pianta a
morte.

In Europa, nel corso dell’ultimo decennio, I'in-
vasione del Punteruolo rosso delle palme ha

— Pubblicato marzo 2014

determinato la morte di decine di migliaia di
palme con ripercussioni particolarmente gravi dal
punto di vista paesaggistico, soprattutto in quelle
aree urbane dove le palme hanno storicamente
assunto grande importanza ornamentale (LO
VERDE et al., 2009; MANACHINI ef al., 2013). La
natura criptica del Punteruolo rosso delle palme e
la mancanza di adeguate conoscenze sulla biologia
ed ecologia di questa specie da un lato hanno reso
difficile eseguire una diagnosi precoce, essendo la
sintomatologia del danno poco evidente nei primi
stadi d’infestazione, dall’altro hanno compromes-
so lo sviluppo di strategie di controllo efficaci e
sostenibili (BLUMBERG 2008; SOROKER et al.,
2005). Dalla prima comparsa del Punteruolo
rosso delle palme in Europa, le strategie di con-
trollo hanno mirato al taglio e alla successiva tri-
turazione del materiale vegetale nel tentativo di
contenerne le popolazioni (FALEIRO et al.,, 2002;
LONGO et al., 2008). Lutilizzo di insetticidi a
largo spettro in ambiente urbano, spesso attuato
in modo irrazionale, ¢ risultato poco sostenibile a
causa dei gravi effetti che ne derivano in termini
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di inquinamento ambientale. Inoltre il regolamen-
to 2009/128/ CE, recepito in Italia dal DL150 del
14/08/12, determinera nei prossimi anni drastiche
restrizioni nell’applicazione di mezzi chimici in
aree urbane. Proprio in questi ambienti ¢ quindi
opportuno vagliare nuove e sostenibili strategie di
contenimento delle popolazioni del fitofago. Gli
strumenti di controllo basati sulla manipolazione
del comportamento attraverso l'utilizzo di com-
posti semiochimici si candidano, in questo senso,
come valide strategie alternative sia per il loro
basso impatto ambientale, sia perché i semiochi-
mici assumono un ruolo particolarmente impor-
tante nell’individuazione dell’ospite da parte di
questo fitofago (WITZGALL et al, 2010). Molte
specie appartenenti al genere Rhynchophorus uti-
lizzano feromoni di aggregazione che facilitano
I'incontro tra i sessi e 'accoppiamento (GIBLIN-
DaAvIS et al, 1996; GUNAWARDENA et al., 1998;
ROCHAT et al.,, 1991). Trappole innescate con que-
sti feromoni, spesso in associazione con sostanze a
funzione cairomonale (come ad esempio, esteri
delle palme e sostanze zuccherine) sono oggi uti-
lizzate in molti paesi per il monitoraggio e la cat-
tura massale di alcune specie di rincofori in
ambienti agricoli ed urbani (GUARINO et al,, 2011,
HALLETT et al, 1999; OEHLSCHLAGER 2007;
SOROKER et al., 2005).

Tuttavia le scarse conoscenze sulle capacita di
diffusione e sulla selezione dell’ospite da parte del
Punteruolo rosso delle palme hanno suscitato per-
plessita e preoccupazioni sull’utilizzo delle trap-
pole a feromone, dovute al fatto che queste possa-
no determinare un richiamo del fitofago anche in
areali ancora indenni. Infatti non si puo escludere
che la distribuzione di trappole innescate con
attrattivi in aree ancora indenni possa mettere in
pericolo le piante presenti in prossimita delle
trappole stesse (GUARINO et al., 2013).

Le strategie che mirano al controllo del
Punteruolo rosso delle palme basate su attrattivi
semiochimici presenti nelle trappole potrebbero
venire ottimizzate attraverso 1'utilizzo contempo-
raneo di altri composti che agiscano come stimoli
repellenti nei confronti del fitofago, da applicare a
protezione delle palme stesse.

COMPOSTI AD AZIONE REPELLENTE
NEI CONFRONTI DEI COLEOTTERI

Nel corso degli ultimi cinquanta anni numerosi
oli essenziali di piante sono state valutati per le
loro proprieta repellenti nei confronti degli inset-
ti (SUKUMAR e /.1991). In particolare contro i
coleotteri, oli essenziali con proprieta repellenti,

estratti da substrati vegetali, sono stati usati spes-
so come una valida alternativa all'impiego di
insetticidi di sintesi (DETHIER, 1956; HUANG &
Ho, 1998; SHimizu & HORI, 2009). Molti studi
sono stati condotti sull'uso di sostanze repellenti
per la difesa delle derrate alimentari da Lasioderma
serricorne Fabricus, Tribolium castaneum Herbst,
Callosobruchus chinensis L. e Sythophilus oryzae L.,
(HUANG & HO 1998; KiM et al., 2003; ZAPATA &
SMAGGHE, 2010). Spesso I'attivita repellente e tos-
sica degli oli essenziali & determinata dalla sinergia
delle diverse sostanze presenti negli estratti, pit
raramente |’azione repellente & determinata da una
o poche sostanze. Ad esempio nel caso di estratti
di cannella Cinnamomum aromaticum Nees, che
esercitano attivita repellente nei confronti di T
castaneum e Sythophilus zeamais Motsch, & stato
osservato che la molecola attiva all’interno del
blend ¢ principalmente la aldeide cinnamica
(HUuANG & Ho, 1998).

Numerosi sono anche gli studi effettuati sui
repellenti nei confronti di coleotteri di interesse
forestale (PURESWARAN & BORDEN 2004
GILLETTE RAPPAPORT et al., 2001; ZHANG et al.,
1999). Partendo dal presupposto che la selezione
dell’ospite da parte del coleottero fitofago ¢ deter-
minata da segnali di origine chimica, questi studi
hanno saggiato la capacita di composti volatili
tipici di piante non ospiti nel “mascherare” i com-
posti attrattivi (ZHANG et al., 1999). Ad esempio
alcuni alcoli a lunga catena, tipici di piante non
ospiti dello scolitide dell’abete rosso, Ips typogra-
phus L., posti all’interno delle trappole a feromo-
ne determinano una riduzione delle catture dei
maschi (ZHANG et al, 1999). Per alcune specie
come Tomicus destruens Wollastone € stato identi-
ficato uno specifico recettore olfattivo neuronale
di molecole volatili di piante non ospiti che agi-
scono mascherando l'odore della pianta ospite
(GUERRERO et al, 1997). In altri casi, sostanze
naturalmente prodotte per svolgere un ruolo di
feromone di anti-aggregazione come il verbenone
(una molecola con spiccata attivita semiochimica
di antiaggregazione delle specie appartenenti al
genere Dendroctonus) posizionate all’interno di
trappole a feromone determinano una significati-
va riduzione delle catture di Dendroctonus pseu-
dotsugae Hopkins e D. ponderosae Hopkins
(GILLETTE RAPPAPORT et al., 2001; PURESWARAN
& BORDEN, 2004). In uno studio recente condot-
to da GILLETTE et al., (2012) ¢ stato messo in luce
che I’ applicazione del verbenone direttamente
sulle piante di Pinus albicaulis Engelm permette
una significativa riduzione degli attacchi da parte
di D. ponderosae.
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STUDI SUI REPELLENTI NEI CONFRONTI
DI RHYNCHOPHORUS SPP.

I primo studio sull’attivita di alcuni composti
repellenti nei confronti di specie appartenenti al
genere Rhynchophorus & stato effettuato da
OEHLSCHLAGER & GONZALEZ (2001). Come osser-
vato nelle prove effettuate su specie di interesse
forestale, anche in questo caso i composti candida-
ti repellenti, tra cui a-pinene ed un altro composto
non rivelato dagli autori, sono stati testati all'inter-
no delle trappole innescate con feromoni ed attrat-
tivi alimentari per valutarne la capacita nel ridurre
le catture degli adulti di R. palmarum L.
(OEHLSCHLAGER & (GONZALEZ, 2001). Piu recen-
temente GUARINO et 4/, (2013) hanno dimostrato
Iattivita repellente nei confronti di R. ferrugineus
di diversi composti sintetici appartenenti alle clas-
si degli isopreinodi, dei fenilpropanoidi e dei deri-
vati degli acidi grassi. Queste sostanze erano state
prese in considerazione in quanto composti volati-
li di piante non ospiti del Punteruolo rosso delle
palme con attivita repellente gia riportata in
bibliografia su altri artropodi. In una prima fase &
stata valutata la risposta elettroantennografica
(EAG) del Punteruolo rosso delle palme ai vari
composti per valutare la percezione di queste
molecole da parte dell'insetto. In seguito alcune
delle molecole EAG-attive sono state testate in
campo, singolarmente o in combinazione tra loro,
per saggiare la loro capacita di ridurre le catture
degli adulti nelle trappole a feromone e cairomoni.
I risultati osservati, riportati in tabella 1, hanno
messo in luce una significativa capacita di abbatti-
mento delle catture rispetto alle trappole controllo
da parte di a-pinene (meno 30%) o della combi-
nazione a-pinene e metilsalicilato (meno 40%)

(GUARINO et al, 2013). Ulteriori prove hanno
messo in luce che anche altri composti, come 1-
octen-3-olo e geraniolo, determinano significative
riduzioni del numero di adulti catturati nelle trap-
pole (Guarino, osservazioni personali). Questi
dati, da un lato molto incoraggianti, hanno tuttavia
posto l'interrogativo sulla effettiva possibilita che
queste sostanze siano dei veri e propri repellenti e
possano quindi essere utilizzati per proteggere la
palma stessa, o abbiano invece semplicemente
un’azione inibente nei confronti del feromone di
aggregazione.

Ulteriori studi sono attualmente in corso per
valutare 'effettiva capacita repellente di questi
composti sia in laboratorio, attraverso prove mira-
te a saggiare la capacita antifeedant e di deterren-
za dell’ovideposizione, sia in prove di campo fina-
lizzate a valutare I'efficacia di questi nel proteg-
gere le palme dalle infestazioni del Punteruolo
rosso delle palme (GUARINO, in corso di stampa).

POSSIBILI APPLICAZIONI: LE STRATEGIE
“PUsH AND PULL”

L'impiego di composti repellenti nei confronti
del Punteruolo rosso delle palme potrebbe risul-
tare particolarmente efficace all’interno delle stra-
tegie di controllo basate sulla manipolazione del
comportamento della specie dannosa. Infatti, se
in alcuni casi & stato osservato che I'applicazione
dei repellenti, posti direttamente sulle piante o
negli areali da proteggere, € riuscita a determina-
re una significativa riduzione degli attacchi
(GILLETTE et al., 2012), in altri casi la componen-
te repellente ha avuto successo solo se accompa-
gnata dall’utilizzo delle trappole innescate con

Tabella 1 - Biosaggi su adulti di Punteruolo rosso delle palme. Prove di laboratorio: + = attivita media;
++ = attivita elevata; +++ = attivitd molto elevata. Prove di campo: percentuale di riduzione di adulti cat-
turati nelle trappole rispetto al controllo; n.s = riduzione non significativa (GUARINO e# a/. 2013).

COMPOSTI PROVE DILABORATORIO PROVE DI CAMPO
BIOSAGGIATI EAG antifeedant ].Deterre'n.za % riduzione catture
ovideposizione
a-pinene + + -30%
Mentone ++ n.s.
Metilsalicilato ++ ++ ++ n.s.
1-octen-3-olo +++ ++ ++ -45%
Geraniolo ++ + -48%
Citronellolo ++ n.s
Citrale ++ ns.
a-pinene + metilsalicilato ++ ++ -50%
a-pinene + mentone -30%
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una componente attrattiva (ROSS & DATERMAN,
1995; LINDGREN & BORDEN 1993). 1l controllo
delle popolazioni di insetti attraverso il contem-
poraneo utilizzo di stimoli chimici che agiscono
come attrattivi (da usare nelle trappole) e repel-
lenti (da porre sulla pianta o nella zona da proteg-
gere) viene definito come strategia “Push and
Pull” (COOK et al., 2007; HASSANALI et al., 2008).
In ambito agricolo questo tipo di strategie & stato
impiegato con successo per il controllo di nume-
rosi coleotteri fitofagi come Sitona lineatus L.,
Leptinotarsa decemlineata Say e Meligethes aeneus
Fabricius (SMART et al., 1994; MARTEL et al., 2005;
COOK et al,, 2006). Ad oggi tuttavia gli studi sulla
possibilita di applicare queste strategie negli
ambienti urbani sono scarsi e limitati a specie di
insetti domestici come le blatte (NALYANYA e? /.,
2000; SAKUMA & Fukam, 1993).

CONSIDERAZIONI CONCLUSIVE

L’individuazione di composti repellenti efficaci
¢ un primo passo importante verso I'applicazione
del “Push and Pull” come strategia di controllo
nei confronti del Punteruolo rosso delle palme.
Tuttavia, al fine di attuare con successo questa tec-
nica all’interno di aree urbane, ¢ opportuno
approfondire le conoscenze su alcuni parametri
chiave come la modalita di somministrazione del
repellente, la densita delle trappole da utilizzare e
la distanza delle trappole a feromone e cairomoni
dalle palme. Tutti questi fattori sono al momento
oggetto di specifiche prove in condizioni di
campo in ambiente urbano al fine di ottimizzare la
strategia del “Push and Pull” per contenere le
infestazioni del Punteruolo rosso delle palme.
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RIASSUNTO

Il Punteruolo rosso delle palme Rhynchophorus ferrugi-
neus Olivier (Coleoptera, Curculionidae), ¢ uno dei pit
pericolosi fitofagi delle palme ornamentali nelle aree urba-
ne dei Paesi che si affacciano sul Bacino del Mediterraneo.
La natura criptica di questo insetto e la mancanza di ade-
guate conoscenze sulla sua biologia ed ecologia hanno
impedito lo sviluppo di adeguate strategie efficienti e soste-
nibili per limitarne la diffusione. Le strategie di controllo
basate su semiochimici possono essere considerate una vali-
da alternativa per il contenimento delle popolazioni di que-

sto fitofago, in particolare nelle aree urbane. Al fine di per-
fezionare queste strategie, sono necessari tuttavia ulteriori
studi comportamentali per identificare sostanze che agisca-
no come stimoli repellenti. Un primo studio condotto sulla
possibilita di utilizzare repellenti contro specie appartenen-
ti al genere Rhynchophorus & stato effettuato in America
Centrale dove sono stati biosaggiati a-pinene ed altri com-
posti rimasti non svelati. Piti recentemente, in Italia, ¢ stato
condotto uno studio di laboratorio e di campo nel quale
stati sono stati testati diciassette composti volatili di piante
non-ospiti del Punteruolo rosso delle palme, selezionati per
la loro attivita repellente gia evidenziata verso altri artopo-
di. Promettenti risultati in termini di repellenza sono stati
rilevati dalle molecole a-pinene, metilsalicilato, 1-octen-3-
olo e geraniolo che hanno determinato: 1) riduzione del-
Pattrattivita degli adulti verso le trappole a feromone e cai-
romoni; 2) riduzione dell’attivita di deposizione delle uova
da parte delle femmine; 3) attivita antifeedant. Viene dis-
cussa dagli autori la possibilita di utilizzare questi composti
come stimoli repellenti all'interno di strategie “Push and
Pull” o “stimulo-deterrent diversionary”.
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Monitoring strategies for the detection of Rhynchophorus ferrugineus infestations

The detection of the Red Palm Weevil (RPW) Rhynchophorus ferrugineus infestations is important for the timely develop-
ment of effective control methods. In relation to the ethology of the weevil, poorly reliable are the indications given by direct
visual observations and then, in function of the availability of commercially equipment, the following preliminary tests were
recently carried out: I) visual surveys II) thermographic measurements, I1I) remote visual inspections, IV) use of pheromone
traps baited with the synthetic aggregation pheromone, V) chemical detection using sniffer dogs. The results obtained within
the tests were not fully satisfactory; poor information were possible to achieved based on the visual observations of the infest-
ed palm trees as well as using the infrared cameras. Interesting were the results obtained with the trap monitoring system that,
as well as the chemical detection by means of the sniffer dogs, seemed the most effective and reliable method to monitor and
detect RPW infestations. Considering that the infested palms can recover only if treated at an early stage of infestation more
efforts are needed to improve these monitoring strategies in order to achieve more consistent results in the management of the

weevil infestations.

KEY WORDS: Red paln weevil, visual detection, baited traps, chemical detection, sniffer dogs.

INTRODUZIONE

La globalizzazione del mercato con la conseguente
movimentazione di palme adulte ospitanti stadi bio-
logici di fitofagi e gli insufficienti controlli fitosa-
nitari sono state le cause principali della recente
introduzione e diffusione in Italia del Punteruolo
rosso delle palme Rhynchophorus ferrugineus (Olivier).
11 coleottero, di origine asiatica, ¢ stato introdotto
nel bacino del Mediterraneo nei primi anni 90 (COX,
1993; KEHAT, 1999) e, a distanza di circa un decennio
dalla sua prima segnalazione in Spagna (BARRANCO
et al., 1996), & stato rinvenuto in Italia, Francia,
Turchia e in Grecia dove si ¢ inizialmente insediato
prevalentemente su piante adulte e di sesso maschile
di Phoenix canariensis (Hortorm ex Chabaud). 1l
contenimento delle infestazioni del Punteruolo rosso
presenta problemi di non facile soluzione, in parti-
colare in ambito urbano. Il comportamento da endo-
fita delle larve del coleottero e le notevoli dimen-
sioni delle palme rendono poco efficace lalotta per
I'impossibilita di individuare le fasi iniziali delle infe-
stazioni quando gli adulti e le larve sono raggiun-
gibili dagli insetticidi (LONGO, 2006). Diversi
sono i sistemi di monitoraggio finora proposti e spe-
rimentati per individuare tempestivamente la pre-
senza degli adulti e soprattutto delle larve endofite
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che pero, ad oggi, non hanno fornito risultati atten-
dibili e inequivocabili. Nelle palme delle Canarie,
infestate dall’insetto, I’attacco non si manifesta per
mesi, nel corso dei quali le larve si sviluppano
nella parte sommitale dello stipite (LONGO ez al.,
2009). La possibilita quindi di poter disporre di
mezzi e metodologie di indagine utili a una corretta
diagnosi delle infestazioni di R. ferrugineus il piu
possibile tempestiva e rapida, & certamente uno degli
aspetti che, nell’ambito della ricerca, assume note-
vole interesse pratico applicativo. Pertanto, ai fini
della definizione di metodologie idonee al monito-
raggio delle infestazioni di R. ferrugineus, nell’am-
bito di specifici progetti di ricerca (FitoPalmIntro,
DiProPalm, PalmProtect) nell’ultimo settennio,
sono state effettuate prove sperimentali mirate a
valutare 'applicabilita di diverse tecniche, note e
meno note, opportunamente adattate allo scopo.

MONITORAGGIO DEGLI ADULTI

Trappole innescate con i feromoni sintetici
di aggregazione

Trappole attivate con i feromoni sintetici di aggre-
gazione “Rhynchophorol” o “Ferrugineol” (4-methyl-
5-nonanol) (HALLET ez al., 1993; GUNAWARDENA ef
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al., 1995; FALEIRO et al., 2000) addizionate con ace-
tato di etile e melasso, sono state impiegate in Sicilia,
per il monitoraggio degli adulti del Punteruolo rosso
gia a partire dal 2006. Le trappole, inizialmente
costruite artigianalmente e via via sostituite con
quelle disponibili in commercio, consistevano in
contenitori in plastica di forma parallelepidica o
cilindrica della capacita di circa 5 litri, provvisti di
aperture nelle zone laterali e in quella superiore per
consentire I'ingresso degli adulti attratti. Inizialmente
le trappole sono state istallate sullo stipite delle palme
aun’altezza di circa 3 m; negli anni successivi,
considerate le basse catture effettuate e le conoscenze
acquisite sull’etologia degli adulti, le trappole
sono state parzialmente interrate (OEHLSCHLAGER
etal.,1993), a circa 10-20 m di distanza dalle palme
da monitorare, sia asintomatiche che con sintomi di
infestazione.

Le catture nelle trappole, registrate dal 2007 al
2013, in Sicilia (7.103 maschi e 12.312 femmine),
hanno consentito di accertare che gli adulti di
Rincoforo sono attivi nel corso dell’intero anno
con brevi interruzioni dei voli nei periodi in cui le
temperature giornaliere superano i 34+1°C o sono
inferiori a 12+1°C (Fig. 1). Inoltre, le trappole,
che hanno catturato in prevalenza femmine
(65%), il 90% delle quali fecondate, hanno per-
messo di intercettare la presenza di adulti del
Punteruolo persino in un sito ricadente nel Parco
dell’Etna, a quota 1.030 m s..m.m. e distante oltre
5 Km dalle palme piu vicine.

Contestualmente, in 45 siti della Sicilia centro-

orientale, ¢ stato predisposto un sistema di sorve-
glianza/monitoraggio degli adulti del Punteruolo
rosso, impiegando un totale di 58 delle trappole
descritte in precedenza (47 in provincia di
Catania, 6 in provincia di Siracusa, 2 in quella di
Ragusa e una rispettivamente in provincia di
Caltanissetta, Enna e Messina). Nello specifico, le
trappole, sono state istallate in zone in cui erano
presenti palme delle Canarie con sintomi evidenti
di infestazione attiva, in areali in cui le palme pre-
sentavano una leggerissima asimmetria della chio-
ma e in aree, apparentemente indenni, limitrofe
ad altre con infestazioni conclamate. Obiettivo
della sperimentazione ¢ stato quello di ricavare dati
significativi sull'impiego delle trappole come stru-
menti di accertamento tempestivo dell’arrivo del-
I'insetto nelle zone apparentemente indenni. Allo
scopo, parametri di valutazione sono stati indivi-
duati nelle diverse risposte ottenute dall’analisi
delle catture e suddivise in: a) positive relative a
quelle registrate nelle trappole poste in aree in cui
sussistevano infestazioni gia appurate o relative
all’assenza di catture in zone in cui le infestazioni
non erano manifeste; b) negative relative a tutti
quel casl in cui non sono state registrate catture
nelle trappole benché le infestazioni fossero gia
visivamente accertate; c) dz allerta relative ai casi in
cui si registravano catture alle trappole laddove le
palme monitorate non presentavano, al momento
dell’attivazione delle trappole, infestazioni evidenti
ma che solo successivamente hanno manifestato
sintomi. I risultati ottenuti (Fig. 2 e 3), evidenziano
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Numero medio di adulti di RPW catturati mensilmente in 10 trappole dal 2007 al 2013 installate nel centro urba-

no di Catania e temperature medie mensili.
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ACIBONACCORSI(CT)
ACIREALE (CT)
ACICASTELLO(CT)
ACITREZZA(CT)
ACIS.ANTONIO (CT)
ACI CATENA (CT)
ADRANO(CT)
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BIANCAVILLA (CT)
BRONTE (CT)
CATANIA
GIARRE (CT)
Torre Archirafi (CT)
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5. A. BATTIATI(CT)
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POZZALLO (RG)
RAGUSA
AUGUSTA(5R)
CARLENTINI(SR)
LENTINI(SR)
ROSOLINI(SR)

M piante infestate O catture

Fig. 2
Corrispondenza tra presenza di piante infestate e catture alle
trappole effettuate nei 45 siti di indagine nel quadriennio 2006-
09, in Sicilia centro-orientale.

Risposta trappole
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Fig. 3

Risposta delle trappole impiegate per la cattura degli adulti di
Rhynchophorus ferrugineus e attivate con il feromone sintetico di
aggregazione, mantenute in 45 siti della Sicilia centro-orientale
nel quadriennio 2006-09. Posztive sono le indicazioni relative alle
catture registrate nelle trappole poste in aree con palme palese-
mente infestate o all’assenza di catture nelle zone in cui le infe-
stazioni non erano manifeste; zegative nei casi in cui non sono
state registrate catture nelle trappole benché le infestazioni fos-
sero gia visivamente evidenti; 'a/lerta & riferita ai casi in cui sono
state registrate catture nelle trappole benché le palme monitora-
te non presentavano infestazioni evidenti, manifestate solo in
tempi successivi.

che piu del 70% delle trappole impiegate ha dato
risposte positive catturando gli adulti del coleotte-
ro laddove erano presenti infestazioni manifeste o
non registrando catture nelle zone “indenni”.
Anche i dati relativi all’allerta non vanno sottova-
lutati; infatti diversi sono stati i casi in cui le trap-
pole hanno catturato gli adulti del Punteruolo in
zone le cui piante apparivano in buono stato fito-
sanitario e che solo successivamente, hanno mani-
festato i primi sintomi di attacco. In tale contesto
dunque, il lasso di tempo intercorso tra catture
alle trappole e manifestazione dei primi sintomi,
potrebbe rappresentare un fattore di estrema
importanza per effettuare tempestivi interventi di
controllo del coleottero.

INDIVIDUAZIONE DEI SINTOMI
DELL INFESTAZIONE NELLE PALME

Indagine visiva diretta

L'esame visivo diretto delle palme, per I'indivi-
duazione tempestiva delle infestazioni, presenta
notevoli difficolta in relazione alla specie e all’al-
tezza della palma e non sempre fornisce indica-
zioni affidabili. Per gli esemplari di notevole altez-
za ¢ infatti necessario disporre di costose pedane
elevatrici e occorre eseguire dei saggi per avere la
certezza della presenza di stadi biologici attivi del
Punteruolo.

L'infestazione nelle palme delle Canarie si rende
manifesta solo in una fase avanzata, con dei carat-
teristici tagli nelle foglie apicali dovuti all’attivita
trofica delle larve a spese del meristema apicale
cui segue un asimmetrico portamento della chio-
ma che, successivamente, assume un caratteristico
aspetto divaricato “ad ombrello aperto”. Le foglie
spesso cadono per cedimento del picciolo foglia-
re, per cui la pianta appare come “capitozzata”.

Indagine visiva indiretta

Per la messa a punto di tale tecnica ¢ stata uti-
lizzata una microcamera wireless (risoluzione
PAL di 628x582 pixel; frequenza operativa
1.2Ghz; messa a fuoco manuale da 30 mm a infi-
nito e dimensioni di 33x42x33 mm.) montata su
asta telescopica da 6 metri connessa a un compu-
ter portatile dotato di ingresso video per I'acqui-
sizione, su supporto digitale, di immagini fisse e
di filmati. Assicurata la microcamera alla sommi-
ta dell’asta telescopica e connesso il trasmettitore
di segnale al computer, si procedeva all’ispezione
della chioma delle palme selezionate allo scopo.
La camera veniva diretta, ove possibile, alla base
delle foglie e verso la zona centrale della chioma
in cui maggiori erano le probabilita di intercetta-
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re tracce delle infestazioni del Rincoforo. Le
osservazioni effettuate, tutte memorizzate su sup-
porto digitale, hanno avuto una durata media di
15 minuti/pianta. Dall’analisi del materiale colle-
zionato nel corso delle indagini visuali indirette,
non ¢ stato possibile ricavare indicazioni affidabi-
li circa I'inequivocabile presenza di stadi biologici
del punteruolo nelle palme asintomatiche; infatti,
il particolare assetto strutturale della porzione
aerea delle palme oggetto di studio, ostacolava
qualsiasi manovrabilita e I'adeguato posiziona-
mento della microcamera sulla chioma delle stes-
se. Inoltre, le caratteristiche tecniche dello stru-
mento impiegato, e il grado di risoluzione delle
immagini, non sempre hanno permesso I'identifi-
cazione dei tessuti vegetali alterati soprattutto
quando questi si trovavano nelle parti pit interne
della chioma delle piante. Non ¢ da escludere tut-
tavia che, tale tecnica, disponendo di apparec-
chiature maggiormente sensibili, possa trovare un
utile impiego nella ricerca delle tracce di infesta-
zione su palme non eccessivamente alte in cui ’o-
peratore puo facilmente manovrare la microcame-
ra stessa.

INDIVIDUAZIONE DEGLI STADI PREIMMAGINALL
E DEGLI ADULTI NELLE PALME

Al fine di accertare tempestivamente la presen-
za dell’insetto nelle palme, sono state sperimenta-
te tecniche diagnostiche basate su indagini termo-
grafiche, visive indirette (endoscopia), nonché
sull'impiego di unita cinofile addestrate a tale
Scopo.

Indagine termografica
Rilievi termometrici, preliminarmente effettuati

nell’area urbana di Catania, utilizzando un termo-
metro digitale (range -50~200°C/-58~392°F) la
cui sonda veniva posizionata in fori praticati alla
base della corona sia di palme con evidenti segni
di infestazione che asintomatiche, hanno eviden-
ziato che i tessuti danneggiati dall’insetto raggiun-
gono temperature superiori a 51°C. La successiva
dissezione degli stipiti di palme infestate ha poi
consentito di accertare che, le larve, si localizzano
nelle zone in cui le temperature oscillano tra 25 e
30°C. Pertanto, considerato che la tecnica della
termografia a raggi infrarossi permette di rilevare
a distanza 'energia infrarossa (o termica) emessa
da un corpo, di quantificarla con estrema preci-
sione e, in alcuni casi, di renderla visibile sotto
forma di immagini (FILARDO et al., 2008), ¢ stata
verificata I'idoneita di due diversi modelli di ter-
mocamere a rilevare le variazioni termiche da
ricondurre alla presenza del fitofago all’interno
delle palme sospette. I rilievi termografici sono
stati effettuati nel corso del 2007, impiegando una
termocamera modello ThermaCAM™ PG5 (sensi-
bilita termica @ 50/60 Hz; 0,08°C a 30 °C e
campo spettrale da 7,5 a 13 pm) e una modello
ThermaVision™ serie SC6000 HS con sensibilita
inferiore ai 20 mK a 30°C), della FLIR Systems
Inc. Sono state complessivamente sottoposte ad
analisi termografica 14 palme delle Canarie di dif-
ferente sesso ed eta, dislocate in siti diversi della
provincia di Catania; 10 di esse presentavano
livelli variabili di infestazione apparente, le restan-
ti 4 erano del tutto asintomatiche (Fig. 4).

Gli apparecchi impiegati nell’izdagine termome-
trica, hanno permesso di acquisire solo parziali
indicazioni sui delta termici registrati sulle diverse
palme indagate; cio & probabilmente relazionabile
anche al fatto che le procedure di acquisizione dei
dati sono state effettuate unicamente durante le

Fig. 4

Confronto tra un immagine in chiaro ed una all’infrarosso dello stipite di una P. canariensis asintomatica.
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ore diurne dei giorni di indagine il che potrebbe
avere influenzato la leggibilita e I'interpretabilita
dei dati acquisiti (SUMA e LONGO, 2008).

In alcuni casi specifici, i valori di temperatura
registrati in palme gravemente infestate, sensibil-
mente superiori a quelli ottenuti da piante asinto-
matiche, incoraggia 'approfondimento di tale tec-
nica diagnostica prendendo contestualmente in
considerazione altri parametri bio-morfologici
della pianta che potrebbero smentire o conferma-
re la presenza di infestazione da Rincoforo.

Ispezione endoscopica

Lapplicabilita del metodo video-endoscopico
per la diagnosi delle fasi iniziali delle infestazioni
di R. ferrugineus ¢ stata valutata nel maggio del
2008 presso il “Parco del Faro” di Catania. Allo
scopo, sono state impiegate due diverse tipologie
di apparecchiature messe a disposizione dal setto-
re Industrial Endoscopy della Olympus Italia.
Nella fattispecie, I'impiego ha riguardato un
fibroscopio di tipo industriale (serie IF5D4X1) e
un videoscopio industriale (serie IPLEX FX). Nel
parco dove erano presenti 83 palme delle Canarie
di circa 25 anni di eta, caratterizzate da sintoma-
tologie di attacco di diversa entita, sono state indi-
viduate e selezionate 4 piante per I'indagine endo-
scopica catalogate, in base al livello di danno
apparente, in classe 0= nessun sintomo; classe 1=
tracce di erosione delle foglie centrali; classe 2=
asimmetria evidente della chioma; classe 3= chio-
ma collassata ad “ombrello”. 1l ridotto numero di
piante saggiate ¢ stato dettato dalla parziale inva-
sivita del mezzo diagnostico adottato. Infatti I'in-
dagine endoscopica, puod essere realizzata attra-
verso un foro del diametro poco superiore a quel-
lo della fibra ottica dell’apparecchio impiegato ()
6 mm). Tale foro ¢ stato effettuato con un trapano

a batteria montante una punta di lunghezza pari
ad almeno il raggio dello stipite delle piante da
saggiare i cui diametri in media misuravano 50/70
centimetri. Le informazioni raccolte, sotto forma
di immagini e/o filmati digitali, sono state acquisi-
te e archiviate.

Lispezione endoscopica ha permesso di eviden-
ziare la presenza di gallerie larvali a circa 30 cm di
profondita alla base della chioma delle due palme
ricadenti in classe 0 e 1 rispettivamente (Fig. 5).
Tuttavia l'invasivita dell’intervento, potrebbe
favorire I'insediamento di patogeni e danneggiare
la palma soprattutto se, prima di intercettare le
gallerie, occorre effettuare numerosi fori. Per
ovviare in parte a tali inconvenienti & opportuno
stuccare accuratamente i fori con propoli o con
mastice da innesti. In linea di massima, la tecnica
endoscopica potrebbe trovare applicabilita per
indagini di supporto all'identificazione delle infe-
stazioni da punteruolo, prevalentemente come
ultima risorsa da impiegare nei casi in cui le osser-
vazioni visive dirette, e/o le altre metodologie a
basso livello di invasivita per la pianta non per-
mettono di accertare la presenza del coleottero
all'interno delle palme sospette.

Impiego di unita cinofile

E noto che i cani sono animali particolarmente
adatti alle attivita di ricerca di sostanze di varia
natura (ALBONE, 1984) e possono essere addestrati
aindividuare odori provenienti da materiali sia
biologici che inerti (BROWNE et al., 2006) e a loca-
lizzarli anche in piccolissime quantita (OXLEY e
WAGGONER, 2009). Le unita cinofile sono coin-
volte nelle attivita di sdoganamento di merci di
svariata natura, nei porti e negli aeroporti anche
per prevenire I'indesiderata introduzione di insetti
esotici. E diffuso anche 'impiego dei cani nella

Fig. 5
Immagini endoscopiche ottenute dall'ispezione di una P. canariensis infestata dal Punteruolo rosso
delle palme con, in evidenza, le gallerie larvali del Coleottero.
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ricerca di esplosivi, contaminanti chimici, droghe
illegali e nel ritrovamento di vittime di valanghe o
sopravvissuti a disastri (FENTON, 1992; HEBARD,
1993). Ci sono, inoltre, numerose note in lettera-
tura sulla possibilita di addestrare i cani all’indivi-
duazione di insetti quali il defogliatore Lymzantria
dispar L. (WALLNER e ELLIS 1976), la termite
orientale Reticulitermes flavipes (Koehlar)
(BROOKS et al., 2003), la cimice dei letti Cimzex lec-
tularius (L.) (PFIESTER et al., 2008) e la formica di
fuoco Solenopsis invicta Buren (LIN et al., 2011).
In Israele, NAKASH et a/. (2000) hanno condotto
prove preliminari sulla possibilita di utilizzare i
cani per il riconoscimento di Phoenix dactylifera L.
infestate da R. ferrugineus in dattereti con risultati
incoraggianti. Da queste premesse, al fine di moni-
torare la presenza del Punteruolo rosso e di accer-
tarne le fasi iniziali delle infestazioni, sono state
avviate delle indagini atte a verificare I’efficacia
dell’olfatto di cani addestrati allo scopo. I test spe-
rimentali sono stati condotti utilizzando dodici P
canariensis indenni, coltivate in vaso, disposte su
tre file da quattro piante cadauna e distanziate un
metro I’'una dall’altra. Sono state poste a confronto
4 tesi costituite rispettivamente da palme nella cui
chioma veniva occultata una provetta tipo
“falcon” contenente una delle seguenti esche: 5
femmine, 5 maschi, 5 coppie o 5 larve del
Rincoforo. Ogni cane effettuava tre passaggi per
ciascuna palma per un totale di tre replicazioni; ad
ogni segnalazione esatta il cane veniva ricompen-
sato dall’addestratore. Le risposte venivano regi-
strate come “vere positive” quando veniva segna-
lata una palma con la provetta contenente stadi
biologici del Punteruolo e “false positive” quando
il cane segnalava una palma che nascondeva la
provetta vuota impiegata come controllo. I risul-
tati complessivi delle risposte dei tre cani hanno
evidenziato una spiccata abilita nell’identificare
correttamente le palme in cui erano presentile
provette con gli stadi biologici del Punteruolo,
con una percentuale di risposte positive del 78 %
(tab. 1) (SuMA et al.,2013). Questi risultati hanno
fornito indicazioni utili sulla possibilita di adde-
strare i cani per I'individuazione di stadi attivi del
Punteruolo in condizioni di semicampo (es. vivai );
i dati ottenuti sono paragonabili a quelli riportati
da altri autori che, in contesti diversi, hanno otte-
nuto simili livelli di risposte positive dei cani
(ENGEMAN ez al., 1998; SHELBY et al.,2004).
Tuttavia I'impiego delle unita cinofile, in aree
urbane, per individuare le infestazioni in palme
delle Canarie di notevoli dimensioni, molte delle
quali gravemente infestate dal coleottero, hanno
fornito indicazioni contrastanti, mostrando tutti i
limiti applicativi del metodo che, in tali contesti,

Tabella 1 — Risposte positive e falsi positivi (%) dei cani adde-
strati per I'identificazione delle palme delle Canarie artificial-
mente infestate con i diversi stadi biologici del Punteruolo rosso
delle palme (da Suma et al,, 2013 mod.).

Dog* True/positive responses’ False/positive responses®
(mean% =+ SE) (mean% =+ SE)

RW 78+£7.0a 11+39a

GR1 81+6.7a 17+45a

GR2 75+73a 10+35a

Mean 78 +7.0 126 +3.9

*RW = Rottweiler; GR1 e GR2 = Golden Retriever;

Risposte positive alle palme effettivamente infestate con stadi
vitali di Punteruolo rosso
“Risposte alle palme non infestate.
A lettera uguale corrispondo valori statisticamente non signifi-
cativi (P=0.05; Student-Newman-Keuls; STATSOFT Italia,
1997).

non pare possa rappresentare un sicuro mezzo dia-
gnostico. Prove finalizzate a determinare Iabilita
dei cani nell’individuare tempestivamente specie
diverse di palme, infestate da R. ferrugineus, sono
ancora in corso, e dai loro risultati sara possibile
valutare 'opportunita o meno di impiegare le
unita cinofile, in integrazione con altri mezzi di
ispezione, nei programmi di quarantena e nei
punti di ingresso di materiale vegetale importato.

Altri metodi d’indagine

SOROKER et al. (2013), riportano che molte
ricerche sono in fase di realizzazione per I'identi-
ficazione delle palme infestate dal Punteruolo
rosso tramite tecniche quali il rilevamento olfatti-
vo automatico e il rilevamento acustico. Il primo
metodo si basa essenzialmente sull’analisi delle
variazioni quali-quantitative dei volatili emessi
dalle foglie delle palme in risposta agli attacchi del
coleottero, confrontate con quelle di palme sane,
mediante 'impiego di un “naso elettronico”. Una
recente applicazione del metodo, sebbene in studi
preliminari (R1izzOLO ez al., 2012), riporta che il
naso elettronico pud rappresentare un valido stru-
mento da adottare per il monitoraggio delle infe-
stazioni di Punteruolo rosso. Il rilevamento acu-
stico, ¢ stato gia impiegato in programmi di moni-
toraggio di legname infestato da termiti
(SCHEFFRAHN et al., 1993), nonché di adulti e
larve di infestanti delle derrate alimentari (MAN-
KIN et al., 1997; POTAMITIS et al., 2009); tale meto-
do ha permesso di monitorare e intercettare, in
condizioni di isolamento acustico, larve, in attivi-
ta trofica, del coleottero all’interno di palme infe-
state (HETZRONI et al., 2004; MANKIN ef al., 2008;
PINHAS et al., 2008; GUTIERREZ et al., 2010). 11
principale limite di tale applicazione risiede nel
fatto che, nelle fasi iniziali delle infestazioni quan-
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do il suono generato dall’attivita trofica ¢ troppo
basso, non sempre ¢ possibile discriminare tale
suono da quello di fondo (HETZRONI et al., 2004;
SOROKER et al., 2004).

CONCLUSIONI

Nonostante I'impegno profuso nello sviluppo di
metodologie per il monitoraggio delle infestazioni
del Punteruolo rosso, molte delle tecnologie adot-
tate sono ancora oggi poco pratiche e affidabili
lasciando all’ispezione visiva diretta, con tutti i
limiti ad essa associati, il ruolo principale nella
diagnosi delle infestazioni. Gli studi condotti
impiegando le trappole a feromoni hanno comun-
que dimostrato tutta la loro validita ai fini del
monitoraggio dei voli degli adulti del coleottero
rappresentando, al contempo, un potenziale stru-
mento predittivo per gli spostamenti da un areale
all’altro del fitofago. Parimenti, le potenzialita
applicative dell'impiego delle unita cinofile, ben si
prestano al monitoraggio e all’identificazione
delle palme infestate in ambienti confinati (come i
vivai, o i punti di import-export di palme) mentre
improbabile sembra il loro impiego in ambiente
urbano. Le altre tecniche indagate non consento-
no, al momento, una tempestiva identificazione
della presenza del coleottero su piante che, alme-
no in apparenza, non presentano alterazioni, fat-
tore questo che risulta imprescindibile per I'attua-
zione di tempestivi interventi di lotta nelle aree di
nuova diffusione dell’insetto.

Pertanto ¢ ancora necessario cercare di miglio-
rare l'efficacia e la sensibilita sia dei metodi gia
disponibili, che di quelli in fase di approfondi-
mento che andranno, comunque, destinati a par-
ticolari circostanze.

In conclusione, nessuno dei metodi illustrati &
sufficientemente sensibile e conveniente da essere
adottato come unico strumento di monitoraggio e
identificazione delle infestazioni del Punteruolo
rosso; pertanto, l'integrazione di quelli che, ad
oggi, appaiono essere pili promettenti, potrebbe
rappresentare una possibile soluzione da tenere in
considerazione nell’ambito dei protocolli di lotta
al temibile parassita.
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RIASSUNTO

1l monitoraggio delle infestazioni del Punteruolo rosso
delle palme, Rhynchophorus ferrugineus, & importante per
la tempestiva attuazione di efficaci interventi fitosanitari.
In relazione all’etologia del coleottero, poco affidabili
sono le indicazioni fornite dalle osservazioni visive diret-
te; pertanto, anche in funzione della disponibilita di
attrezzature commerciali, sono stati effettuati i seguenti
test: I) indagini visive; IT) misurazioni termografiche; I1I)
ispezioni visive indirette; IV) impiego di trappole a fero-
moni innescate con il feromone sintetico di aggregazione;
V) impiego di unita cinofile.

1 risultati complessivamente ottenuti non sono stati pie-
namente soddisfacenti; scarse sono state le informazioni
acquisibili circa la presenza del coleottero sulla base delle
osservazioni visive delle palme infestate, nonché utilizzan-
do le tecniche endoscopica e termografica. Interessanti
sono stati i risultati ottenuti con il monitoraggio dei voli
degli adulti, tramite le trappole feromoniche e quelli rica-
vati dall'impiego di unita cinofile che, in particolari con-
testi operativi, pare possano rappresentare i metodi pit
affidabili per monitorare e rilevare le infestazioni nelle
palme. Considerando che la disinfestazione delle palme &
talora possibile solo se si interviene in una fase iniziale del-
Pattacco, si rendono necessarie ulteriori ricerche per
migliorare le modalita di monitoraggio, al fine di ottenere
risultati meno aleatori nella gestione delle infestazioni del
pernicioso fitofago.
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The Red Paln Weevil [Rhynchophorus ferrugineus (Olivier, 1790)] IPM.

The RPW IPM shall be founded on the behaviour, biology and damaging attitude of the pest. Host-plant shift and pest-
favourable morphological features of Phoenix canariensis Hort. Ex Chabaud (Canary Palm) cause a rapid and lethal
infestation. Moreover, the pest reaches its almost coincident economic and action thresholds while the infested plant are still
asymptomatic. A Preventive &Protective (2P) IPM by tree-injected trap palms, plus a two-step leaves pruning technique and

tree-surgery is proposed, based on key-points found in interaction between the pest and the host plant bionomics.

KEY WORDS: Life-table, Economic and ornamental Arecaceae, attract & kill, alien invasive pest.

INTRODUZIONE

Il Punteruolo Rosso delle Palme Rhynchophorus
ferrugineus (Olivier, 1790), (RPW) (Coleoptera
Curculionidae) € un insetto dannoso alle palme col-
tivate da un tempo relativamente lontano (MILNE,
1918; SIMMONDS, 1925; MURPHY et al., 1999; FALEIRO,
2006). Nonostante questo, nessuna strategia di con-
trollo ritenuta efficace ¢ stata finora sviluppata e
proposta. Tutto sommato, siamo nella situazione
descritta da LEEFMANS nel 1920. Questo breve-
contributo indica le premesse necessarie a defi-
nire una strategia di controllo integrato del RPW in
Italia che sia preventiva e protettiva (2P) nei con-
fronti delle Palme delle Canarie (Phoenix canariensis
Hort. ex Chabaud, PC), coltivate come elementi
ornamentali in ambiente urbano, altrimenti infe-
state e uccise dal Curculionide.insieme delle osser-
vazioni sperimentali che formano la base delle cono-
scenze sulle quali elaborare la strategia di controllo
derivano da esperienze e osservazioni su RPW e
altre specie simili, accumulate in ambienti naturali
e coltivazioni di Palma delle Canarie, da dattero, da
olio e da cocco studiate in Africa (Marocco), Asia
(Sinai, Arabia Saudita, Israele, Libano),Europa
(Albania, Italia, Francia, Spagna, Malta), Centroamerica
(Cuba, Costa Rica), Sudamerica (Brasile).

INFESTAZIONE E DANNO DI RPW su PC

Il punteruolo infesta una monocotiledone a sti-
pite singolo con un singolo meristema apicale e un
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vasto cilindro centrale con pochi vasi conduttori
chiusi, separati da abbondantissimo parenchima
amilifero (TOMLINSON, 1961; ZIMMERMANN e
TOMLINSON, 1965). Queste caratteristiche morfo-
logiche della Phoenix canariensis le rendono molto
difficile, o impossibile, sopravvivere all’infestazione
da RPW.

Ogni femmina depone diverse uova, da pochi ele-
menti fino a oltre dieci (INCE ez al., 2011) ogni volta
che le si presenti 'opportunita, sotto forma di una
lesione con almeno una dimensione di 4 centimetri.
Le femmine si accoppiano non appena escono dalle
proprie celle pupali e sono poligame e poliandre,
ripetendo o meno la copula prima, durante o dopo
la deposizione delle uova che avviene indifferente-
mente nell'arco delle 24 ore. Loviposizione ¢ veloce
e richiede circa un minuto e mezzo per uovo.

Le larve, neonate, si approfondano verso il
parenchima del cilindro centrale e diffondono
batteri opportunisti che contaminano i tessuti
vegetali infestati e infettano il parenchima amilife-
ro e il meristema apicale, organi vegetali partico-
larmente inclini a sostenere fermentazioni per I'e-
levato contenuto di acqua.

Durante l'infestazione le fermentazioni innalza-
no la temperatura del focus fino a 58°C e produ-
cono alcoli e acidi organici creando un ambiente
favorevole al rapido sviluppo delle larve ma
repressivo per ogni eventuale nemico naturale.

Pochi dei punteruoli adulti che originano dalla
prima generazione escono dalla palma uccisa per
disperdersi alla ricerca di nuove piante ospiti
suscettibili. Molti altri restano nella palma appena
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Fenologia dell’infestazione di Rhyncophorus ferrugineus (Olivier, 1790), su Phoenix canariensis Hort. Ex Chabaud.

uccisa e originano una o due successive genera-
zioni che si sovrappongono a spese del residuo
parenchima amilifero (Fig. 1).

La rapida evoluzione dell’infestazione e 1’habi-
tat repressivo impediscono la presenza di parassi-
toidi e organismi patogeni che sono rari o assenti
anche in natura.

I danni dell’infestazione diventano rapidamente
letali e la palma ¢ uccisa dal RPW e dai microrga-
nismi associati in pochi mesi, anche se le foglie
restano verdi a lungo dopo la distruzione del
meristema apicale.

La coincidenza di un danno che ¢ 1) letale quan-
do ancora asintomatico; 2) inflitto a esemplari
insostituibili per il loro rilevante valore storico e
paesaggistico dalla vita molto lunga fino ad essere
indeterminata e 3)additivo nel corso dell’evolu-
zione dell’infestazione sul territorio, suggeriscono
modalita di controllo che siano contemporanea-
mente Preventive e Protettive (2P) nei confronti
delle PC. In particolare, la vita molto lunga delle
Palme delle Canarie e I'additivita del danno
descrivono soglie di danno molto inferiori all’1%
che, anche con un calcolo semplicistico, ci porte-
rebbe comunque a perdere il 100% delle piante in
un secolo (Fig. 2).

PREMESSE AL CONTROLLO

Il controllo di questo dannoso curculionide si
deve basare sulla formulazione di tavole vitali,
anche molto semplificate, che dettaglino il com-
plesso dei fattori di mortalita e la loro rispettiva
incidenza percentuale e assoluta sulla popolazione
del fitofago.

1l confronto fra i fattori di mortalita del RPW, nelle
aree di origine e in quelle d’introduzione, ricavato
dalla bibliografia e dalle esperienze di abbattimento,
mostra come nelle aree d’introduzione, manchi la
mortalita durante la dispersione alla ricerca di piante
suscettibili. Tale fattore di mortalita &, invece, la prin-
cipale causa di morte, pari a circa il 66%, degli adulti
in dispersione (Fig. 3).

La mortalita nelle aree d’introduzione del
coleottero, deriva dall’'uso di insetticidi e dall’uc-
cisione per schiacciamento degli individui duran-
te gli abbattimenti delle piante infestate dal
coleottero. La somma di queste mortalita assom-
ma a circa I'83% di individui. Le tavole vitali
mostrano anche che la mortalita inflitta in Europa
al punteruolo durante gli stadi larvali, non com-
pensa quella che decima gli adulti in natura (Fig. 4).
Infatti, nel primo caso la popolazione cresce con
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Relazione fra il Rhynchophorus ferrugineus (Olivier, 1790) e palme a stipite sottile o spesso rispetto alle: soglie economiche (SE) e d’in-
tervento (SI) con i rispettivi intervalli d’azione; popolazioni del fitofago e livelli di danno; catture di RPW adulti per trappola e per set-

timana.

un T>28, mentre in natura la popolazione ¢,
ovviamente, stabile (T=1).

La dinamica di popolazione descritta dallo stu-
dio di una sola generazione di Punteruolo, quando
questo infesta la PC, spiega I’esplosione demogra-
fica e i danni conseguenti alla prima fase d’inva-
sione del curculione in Europa. Tale prima fase &
caratterizzata dalla disponibilita di PC suscettibili
superiore, o al massimo uguale, al numero di fem-
mine deponenti. In altre parole in questa prima
fase le piante ospiti suscettibili all’oviposizione
non sono un fattore limitante per il RPW e I'incre-
mento demografico & piti che proporzionale.

Le tavole vitali appena mostrate lasciano intra-
vedere pochi momenti utili per inserire misure di
controllo che siano efficaci, protettive e capaci di
prevenire le infestazioni oltre che realmente prati-
cabili.

In particolare ritorna I'inutilita di un controllo
larvicida per i danni meccanici e fisiologici irrecu-
perabili che questi stadi infliggono a una monoco-
tiledone priva di meristemi necessari alle cicatriz-
zazioni. Tali danni vengono, al massimo, compar-
timentalizzati dalla pianta (THOMAS, 2013) che ne
resta comunque lesa. Inoltre, i mezzi proposti di
controllo chimico o biologico sono quasi inattiva-
ti dalla grande quantita di sostanza organica in
decomposizione che sempre accompagna i focz di

infestazione del punteruolo. Come le larve, anche
le pupe sono naturalmente poco suscettibili al
controllo, riparate in una cella pupale cosi spessa
e fibrosa de resistere al fuoco.

Anche il controllo adulticida ¢ poco praticabile
per la bassissima densita degli adulti sul territorio,
comunque capaci di causare infestazioni percen-
tualmente superiori alla modesta soglia di danno.

Esclusi gli stadi larvali e le pupe, esclusi gli adul-
ti in dispersione, non restano che le uova, le larve
neonate e gli adulti infestanti che sono a contatto
della pianta ospite.

CONTROLLO

L’analisi dei momenti utili al controllo, indivi-
dua due punti critici per il RPW: uno in corri-
spondenza della deposizione, 'altro della nascita
delle larve.

Entrambi i momenti vedono i punteruoli, adul-
ti 0 neonati, a contatto con la pianta ospite ed &
logico pensare di utilizzare la pianta stessa come
esca avvelenata. Questo si puo ottenere facilmen-
te iniettando insetticidi negli stipiti (D’ONGHIA e
PORCELLI, 2009; PORCELLI et al., 2013) proteg-
gendole dalla deposizione e prevenendo I'infesta-
zione (2P).
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Fig. 3

Tavole vitali per Rhynchophorus ferrugineus (Olivier, 1790) in ecosistema naturale (a destra istogramma, a colonne gialle) e artificiale,
prevalentemente di tipo urbano (a sinistra, istogramma a colonne blu). La competizione intraspecifica resta difficile da verificare per
le abitudini endofite degli stadi preimmaginali.
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Tavole vitali per Rhynchophorus ferrugineus (Olivier, 1790) in ecosistema naturale (a destra, istogramma a colonne gialle) e artificiale,
prevalentemente di tipo urbano (a sinistra, istogramma a colonne blu). L'inserimento dell’endoterapia nei due momenti individuati
dalla linea tratteggiata blu, induce una mortalita significativa che riduce la T da oltre 28 a 2,5.
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La percentuale scelta per il calcolo in tavole
vitali corrisponde alla percentuale di piante iniet-
tate sul territorio. La tecnica di endoterapia pro-
posta prevede alcuni interventi I’anno utilizzando
lo stesso iniettore.

Vi sono numerose tecniche e molti formulati
utili per avvelenare le palme proteggendole e pre-
venendo le infestazioni. Fra queste la piu idonea
consiste nell’endoterapia con Imidacloprid o con
Dimetoato (PORCELLI et al., 2013).

Questa indicazione nasce dalla necessita di con-
ferire una selettivita secondaria al formulato, che
eviti le contaminazioni ambientali urbane e il con-
tatto con i cittadini. Inoltre, la molecola ¢ protet-
ta dagli agenti di degradazione e mantiene una
lunga persistenza ed efficacia (PORCELLI et al,
2013). Infine, il formulato avvelena I'intero stipite
restando latente nel parenchima amilifero della
pianta.

Un ulteriore vantaggio dell’endoterapia ¢ che
consente di proteggere le piante di quei proprie-
tari che desiderano impegnarsi per salvaguardare
le palme di loro interesse.

Anche una modesta mortalita (il 17% circa)
imposta dall’endoterapia in corrispondenza delle
uova per uccidere le larve neonate riduce sensibil-
mente la tendenza di popolazione riconducendo-
la a un molto piu ragionevole fattore di 2,6.

Inoltre, colpendo il Punteruolo in corrispon-
denza della deposizione delle uova si uccidono
anche le femmine infestanti, che si nutrono sulla
ferita della pianta poco prima di deporre. In
questo modo s’impone un ulteriore 0,1% di
mortalita.

Nel complesso trasformare le palme in esche
avvelenate consente di operare le consuete pota-
ture anche d’estate senza temere distruttive infe-
stazioni. Anzi, il costo dei cestelli di potatura pud
essere ammortizzato per iniettare i formulati su
piante particolarmente alte.

Naturalmente non sarebbe saggio riporre tutte
le speranze in un solo metodo di controllo. Per
questo ¢ opportuno modificare le modalita di
potatura delle foglie, tagliando i rachidi a 60-80
centimetri dallo stipite. Questa tecnica minimizza
la superficie della lesione e la rende poco accetta-
bile per la deposizione. I rachidi saranno rifilati
allo stipite in seguito, quando ormai secchi, evi-
tando di produrre vaste ferite molto soggette alle
deposizioni.

Inoltre, le poche piante eventualmente infestate
per una cattiva pratica di endoterapia, possono
essere disinfestate, 77 extremis, con dendrochirur-
gia (LA MANTIA ez al., 2008) che, pero, non & pro-
tettiva e nemmeno sempre praticabile (Fig. 5).

Infine, le piante trappola riducono la popolazio-

Fig

.5
Alcune componenti proposte per I'TPM di Rhyncophorus ferrugineus (Olivier, 1790) su Phoenix canariensis Hort. Ex Chabaud: a)
endoterapia; b,c,d) dendrochirurgia.
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ne del fitofago sul territorio prevenendo le infesta-
zioni e proteggendo le piante che si vogliono pre-
servare, a differenza di altre tecniche adulticide.

CONCLUSIONI

La vicenda del controllo del Rhynchophorus fer-
rugineus, organismo alieno invasivo nei paesi medi-
terranei, spiega la necessita di considerare attenta-
mente le nuove interazioni che una specie costruisce
quando si sposta su nuove piante ospiti.

11 danno e la fitness della specie invasiva variano,
infatti, in funzione del contesto nel quale I'infesta-
zione si esprime.

Naturalmente le precedenti strategie, i mezzi e
metodo di controllo noti e sperimentati nella regione
di provenienza, vanno riconsiderati alla luce delle
caratteristiche della regione di introduzione.

Nel caso del RPW, nuovi mezzi e metodi di con-
trollo dovranno sostituire i vecchi per ottenere un
controllo efficace che soddisfi le richieste di gestione
della popolazione di RPW nelle regioni di introdu-
zione.

RIASSUNTO

Questo contributo riassume una proposta di controllo
delle popolazioni diRhyncophorus ferrugineus (Olivier,
1790) (Coleoptera Curculionidae) quando questo infesti
Phoenix canariensis Hort. ex Chabaud.

La costruzione e 'analisi delle tavole vitali dell’insetto
permettono di individuare due punti chiave nel controllo
della specie in ambiente urbano che coincidono con I’ovi-
posizione e lattivita degli adulti infestanti.

Trasformando le palme in piante trappola, per mezzo
d’iniezioni di insetticidi e possibile ottenere un consisten-
te controllo del fitofago, contemporaneamente prevenendo
le infestazioni e proteggendo le piante trattate.

Altre componenti per il controllo integrato del dannoso
Punteruolo Rosso delle Palme consistono in potature
delle foglie in due passaggi, in modo da evitare di pro-
durre ampie ferite, e la dendrochirurgia di emergenza.
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Control of red palm weevil by sterile insect technique (SIT): feasible or impossible?

The red palm weevil (RPW), Rhynchophorus ferrugineus (Oliver) (Coleoptera: Dryophthoridae), a weevil native to South-
eastern Asia and Melanesia where it is a serious pest of coconuts, is considered the most dangerous pest of Canarian palm trees
and date palm trees in Southern Europe, Northern Africa and Middle Asia.

Aim of this work was to evaluate the feasibility to control the weevil pest by implementation of sterile insect technique (SIT),
particularly useful in area-wide IPM programs. Bioassays carried out at the ENEA C. R. Casaccia facilities were addressed to
test the effects of different doses of y rays on the weevil reproductive physiology and mating behavior. In spite of the apparent
drawbacks in reproductive behavior of females observed in field (polyandry and high levels of fertility), laboratory experiments
satisfy some important requisites for the application of this technique (last male sperm precedence, high vitality and ability of
mating of irradiated males) and suggest the possibility to use SIT in particular geographical contexts. Results and perspectives

are discussed.

KEY WORDS: Rhynchophorus ferrugineus, Sterile Insect Technique, red palm weevil, integrated pest management.

INTRODUZIONE

Rhynchophorus ferrugineus Olivier (Coleoptera:
Dryophthoridae), fitofago nativo del sud est asia-
tico, originariamente infeudato sulle palme orien-
tali (palma da sago, palma da cocco) si & adattato
a molte specie di palma, sia coltivate che orna-
mentali (FALEIRO, 2006) e, a causa del commercio
di palme e della scarsita di controlli fitosanitari si
¢ diffuso nei paesi arabi ed in quelli del bacino
del Mediterraneo, causando seri problemi di
gestione delle infestazioni a danno della palma
delle Canarie, Phoenix canariensis Hort. ex
Chabaud. In TItalia ¢& presente dal 2004
(SACCHETTT et al., 2006) e, in pochi anni, & diven-
tato endemico nelle regioni rivierasche e a clima
mediterraneo, dove i principali danni sono arre-
cati all’attivita florovivaistica, al paesaggio e, indi-
rettamente, al turismo nelle localita di mare. Il
danno economico e sociale tuttavia ¢ senz’altro
maggiore in quei paesi dove la palma costituisce
un’importante fonte di reddito, come la palma da
dattero Phoenix dactylifera L. per il Medio
Oriente (BOKHARI & ABUZUHARI, 1992; CHAO &
KRUEGER, 2007) e la palma da cocco Cocos nuci-
fera L. (SADAKATHULLA, 1991) nel sud-est asiati-
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co. Nonostante i numerosi studi, I'unico metodo
di lotta utilizzato continua ad essere ad oggi 'im-
piego di grosse quantita di insetticidi a cadenze
ravvicinate che, malgrado i miglioramenti nelle
metodologie di applicazione, rendono poco
sostenibile nel lungo termine questo tipo di con-
trollo, sia da un punto di vista economico che
ambientale, in particolare se applicato in aree
antropizzate (LLACER et al., 2009, 2010, 2012b;
DEMBILIO et al., 2010). Tra le strategie alternati-
ve, la tecnica dell’insetto sterile (SIT) potrebbe
rappresentare un sistema di controllo a basso
impatto ambientale da inserire in programmi di
difesa applicati su ampi spazi del territorio.
Lapplicazione del SIT, ovvero la distribuzione
nell’ambiente di un gran numero di maschi steri-
li capaci di accoppiarsi con femmine selvatiche
mediante una successione di lanci protratti nel
tempo, si prefigge come obiettivo il contenimen-
to della diffusione di focolai di infestazione del
fitofago nelle zone non ancora interessate, fino
alla sua possibile eradicazione nelle aree infestate
(KLASSEN, 2005). Nata negli anni 50 per il con-
trollo e la eradicazione della Cochlionzyia homni-
vorax (mosca assassina) la strategia SIT ¢ stata
applicata per numerosi insetti nocivi, come ad
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esempio per la Ceratitis capitata, Pectinophora
gossypiella e Cydia pomonella (BLOEM et al.,
2005; KLASSEN et al., 1994; HENDRICHS et al.,
2002; VARGAS-TERAN et al., 2005). In Italia tale
tecnica ¢ stata applicata con successo nell’isola di
Procida per I'eradicazione della mosca della frut-
ta (CIRIO, 1975; BACCARO et al., 2005) e, piu
recentemente, per il controllo della zanzara tigre
(Aedes albopictus) (BELLINI et al., 2013). Primi
studi sulla strategia SIT per il controllo di R. fer-
rugineus sono stati condotti mediante la chemio-
sterilizzazione (RAHALKAR et al., 1975) e l'uso di
raggi X (RAHALKAR et al., 1973; RAMACHAN-
DRAN, 1991). Ulteriori osservazioni sulla biologia
di base utilizzando i raggi y come fonte di radia-
zione, hanno dimostrato I'induzione di sterilita
permanente e 'assenza di evidenti differenze nel
comportamento di accoppiamento del maschio
(GOTHI et al., 2007; AL-AYEDH & RASOOL, 2009;
PRABHU et al., 2010), requisiti fondamentali per
I'applicazione di tale tecnica (LANCE & MCINNIS,
2005). Nonostante preliminari sperimentazioni di
campo abbiano fornito risultati potenzialmente
positivi (RAHALKAR et al., 1977; KRISHNAKUMAR
& MAHESWARI, 2007), l'utilizzo della strategia
SIT per questa specie & stata considerata finora
inappropriata a causa del comportamento polian-
drico delle femmine e per il comportamento gre-
gario e criptico dell’insetto (WHITTEN & MAHON,
2005). Uno studio preliminare di fattibilita
(CRISTOFARO et al., 2011) avviato presso TENEA
nel 2010, in collaborazione con 1'International
Atomic Energy Agency (IAEA) di Vienna, ha
posto le basi per verificare con maggior dettaglio
la possibilita di applicazione della strategia SIT
nell’ambito di un programma area wide per il
controllo del punteruolo. La messa a punto di un
efficiente sistema di allevamento su substrato di
sostituzione realizzato presso i nostri laboratori
ha consentito di ottenere centinaia di adulti con
caratteristiche fisiologiche prossime (dimensioni,
fertilita e longevita) a quelle di individui apparte-
nenti a popolazioni selvatiche. Cio ha permesso
di pianificare e programmare le sperimentazioni
presso 'ENEA e al contempo di fornire individui
di rincoforo utili allo svolgimento delle attivita di
ricerca presso le altre Unita Operative (cfr. i lavo-
ri riportati in questo stesso volume: DE BIASE ez
al.,2013; FRANCARDI et a/., 2013; INGHILESI et 4l.,
2013). Di seguito si riportano i risultati degli
studi su alcuni aspetti della biologia ed ecologia
del punteruolo rosso e di quelli relativi a biosag-
gi di laboratorio riguardanti I'effetto dei raggi y
sulla performance riproduttiva delle femmine e
sulla longevita dei maschi.

MONITORAGGIO E RACCOLTA DEL PUNTERUOLO
ROSSO DELLE PALME

Dal 2010 ad oggi, ¢ stato condotto un monito-
raggio della popolazione di R. ferrugineus in 6
aree della Provincia di Roma. In particolare sono
state scelte 2 aree abitate del litorale (Santa
Severa e Santa Marinella) e 4 aree dell’entroterra
con densita di palme via via decrescenti, di cui 2
urbanizzate [C.R. ENEA della Casaccia e il
Centro di Ricerca per la valorizzazione qualitati-
va dei cereali di Roma (CRA-QCE)] e 2 rurali
situate pit a nord (Fig. 1). Sono state utilizzate le
trappole RhynchoTrap della Intrachem, innesca-
te con Rhypher 220, dispenser contenente il fero-
mone sessuale e di aggregazione, e con acetato di
etile, composto volatile con funzione attrattiva
emesso dalla pianta ospite.

L'osservazione dei dati raccolti (Fig. 2) eviden-
zia la drammatica situazione in cui versa oggi il
litorale laziale cosi come le zone pianeggianti e
collinari dell’entroterra. In generale, I'uniformita
della distribuzione nei voli ¢ evidenziata dalla
buona correlazione riscontrata tra ’andamento
delle catture in siti anche molto distanti tra loro,
risentendo in prima istanza dell’andamento cli-
matico e, in particolare, della temperatura.
Mentre non sorprende il dato numerico di cattu-
re in zone ad alta densita di palme come quelle
del litorale, va evidenziata I’elevata presenza del
punteruolo anche in zone dell’entroterra, non
solo urbane ma anche rurali a densita di palme
molto bassa. Nelle aree lontane da palme infesta-
te si nota inoltre un progressivo incremento delle
catture dal 2010 ad oggi. In particolare, nell’area
rurale di Settevene (Fig. 1), registrati valori tra
i pit elevati con catture di oltre 20 indi-
vidui/trappola. Viceversa, ¢ interessante notare
come nell’area fortemente infestata presso il
castello di Santa Severa si sia osservato un pro-
gressivo declino delle catture, nonostante la pre-
senza di alcune palme tuttora apparentemente
integre (Fig. 2). La sex ratio degli individui cat-
turati ¢ sempre stata in favore delle femmine con
una media di 2:1, in accordo con altri dati ripor-
tati in letteratura (PERI et al., 2013). E stata tut-
tavia osservata una notevole variabilita della sex
ratio in dipendenza del decorso stagionale e del-
I’area esaminata.

VALUTAZIONE DELLA FECONDITA E FERTILITA
IN FEMMINE SELVATICHE

Tali sperimentazioni, propedeutiche per 'appli-
cazione SIT, sono state condotte con lo scopo di
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Tre siti a confronto:ENEA, CRA-QCE e Santa Severa: sono riportati gli andamenti del numero medio di catture per trappola.

verificare i livelli di fertilita delle femmine cattu-

rate in campo.
Sono state dunque utilizzate femmine prove-

nienti da:

— palme attaccate ed in fase di abbattimento nel
periodo autunnale e primaverile;

— trappole allestite durante la stagione favorevole
(in questo caso sono state prelevate solamente
femmine trovate senza maschi, dal momento

che sono stati osservati accoppiamenti frequen-
ti anche all’interno delle trappole);

femmine vergini ottenute da pupari provenien-
ti da palme abbattute, al fine di quantificare il
numero di uova deposte da femmine non
fecondate da utilizzare come testimone per la
verifica dell’avvenuta stimolazione e/o feconda-
zione da parte del maschio.

Ogni femmina ¢ stata isolata e posta in camera
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climatica (29°C +1) in condizioni di umidita pros-
sime alla saturazione, fornendo a ciascuna mezza
mela come alimento (SALAMA et al., 2009) e sub-
strato per I'ovideposizione. I rilievi sono stati con-
dotti con cadenze bisettimanali, misurando il
tasso di deposizione delle uova e la percentuale di
schiusa.

Sono stati riscontrati elevati livelli di fertilita in
campo, sia in femmine raccolte da palme infestate
sia in quelle catturate dalle trappole, cosi come
anche in quelle posizionate in zone distanti dalle
palme. Per queste ultime, la percentuale di fem-
mine fertili tende ad aumentare con il progredire
della stagione andando dal 67,4% nella primave-
ra al fino al 90,2% in autunno. Relativamente
costante ¢ stata invece la fertilita delle femmine
all'interno delle palme compresa tra il 73,5 e
1'79,3%.

IRRAGGIAMENTO MEDIANTE RAGGI GAMMA
PER L'INDUZIONE DI STERILITA NEI MASCHI

Lirraggiamento ¢ stato effettuato presso I'im-
pianto Calliope del’ENEA [sorgente di Cobalto
60 (BACCARO e CEMMI, 2011)] su maschi neosfar-
fallati ottenuti da allevamento in laboratorio.
Sono state saggiate 6 dosi comprese tra 15 e 100
Gray (Gy) con un tasso di 0,33 Gy/sec (Fig. 3).
Successivamente ogni singolo maschio ¢ stato
accoppiato con una femmina vergine, verificando
l’avvenuta copula e offrendo ad ogni coppia ali-
mento e substrato per I'ovideposizione. Sono stati

quindi rilevati con cadenze bisettimanali la
sopravvivenza di entrambi gli individui, la fecon-
dita e la fertilita delle femmine. T rilievi si sono
protratti fino a 60 gg dall’accoppiamento, mentre
la longevita & stata rilevata anche successivamente
con cadenza settimanale.

I maschi irraggiati sono risultati molto attivi e in
grado di accoppiarsi con le femmine altrettanto
bene quanto i maschi non irraggiati a tutte le dosi
saggiate di raggi y. La sopravvivenza degli adulti ¢
stata paragonabile ai maschi non irraggiati alla
dose pit bassa di 15 Gy (oltre 120 gg), ma questa
si riduceva a poco piu di 3 settimane gia a partire
da 30 Gy, rimanendo stabile fino ad 80 Gy. Come
mostra il grafico della Fig. 3 relativo agli anda-
menti di fecondita e fertilita, non sono state rile-
vate differenze significative nel numero di uova
prodotte rispetto al controllo non irraggiato,
almeno fino alla dose di 60 Gy, mentre un leggero
decremento ¢ stato osservato a dosi piu alte. La
fecondita é stata in ogni caso di gran lunga piu ele-
vata rispetto a quella delle femmine vergini anche
a 100 Gy (totale delle uova 147,6 rispetto a 60,2),
evidenziando quindi una copula completa ed un
conseguente stimolo all’ovideposizione. Il dato
riguardante la fertilita delle femmine mostra una
sterilita pressoché totale con una percentuale di
uova schiuse inferiore all’1 % a partire da 40 Gy.
Viceversa la fertilita & risultata solo parziale alle
dosi di 30 e 15 Gy (20,6% di uova schiuse a 15 Gy
contro il 77,3% del controllo). Val la pena ricor-
dare che la dose di 15 Gy ¢ stata riportata come
ottimale in altri lavori (KRISHNAKUMAR & MA-
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40 60 80 100

60

b

Al TR LT ML
] .m-wf*d,.‘p AL Y *”‘ ™
4 16 25 40 52 4 16 28 40 S2 4 16 20 40 S0 116 d‘z yio o 1 16 2 40 s 116 28 40 s A 16 28 40

Error bars: +/- 1 SE

Fig. 3
Andamento della fecondita (linea blu, numero di uova per rilievo) e fertilita (linea verde, numero di larve per rilievo) delle femmine
accoppiate con maschi esposti a varie dosi di irraggiamento. Le barre di errore rappresentano I’errore standard.
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HESWARI, 2007). A tutte le dosi saggiate non sono
comunque stati osservati recuperi nella fertilita
anche dopo molte settimane, fino ad esaurimento
nella produzione di uova.

ACCOPPIAMENTI IN SEQUENZA PER LA VERIFICA
DELLINDUZIONE DI STERILITA IN CONDIZIONI
DI CAMPO

Nel 2012 sono stati condotti esperimenti di
laboratorio per verificare la presenza di una even-
tuale scelta criptica da parte delle femmine o di
competizione spermatica da parte dei maschi. A
tal fine sono state simulate le condizioni presenti
in campo dal momento che verosimilmente,
durante il rilascio, le femmine saranno vergini o
gia accoppiate e si troveranno inoltre (almeno in
una fase iniziale) in presenza sia di maschi sterili
che di maschi “wild”. Sono stati quindi effettuati
accoppiamenti di femmine vergini con maschi ste-
rilizzati e “wild” secondo 2 schemi sperimentali a
sequenza inversa. Ogni femmina ¢ stata accoppia-
ta singolarmente con un maschio e questo ¢ stato
successivamente tolto e sostituito con un altro
maschio.

Schema 1: primo accoppiamento con maschio
fertile per 10 gg, quindi sostituzione e accoppia-
mento con maschio sterile.

Schema 2 (eseguito su un altro gruppo di indi-
vidui): primo accoppiamento con maschio sterile
per 10 gg, quindi sostituzione con maschio fertile.

Come si evince dal grafico della Fig. 4, i maschi
irraggiati hanno indotto una immediata sterilita

riscontrabile gia nel rilievo successivo al cambio
del maschio, in femmine fertili accoppiate prece-
dentemente con maschi “wild”, con una media di
0,5% uova fertili nel secondo accoppiamento
rispetto al 93,6% ottenuto nel primo accoppia-
mento. Comportamento analogo ¢ stato registrato
per le femmine accoppiate inizialmente con i
maschi irraggiati, con la fertilita della femmina
che ¢ stata ripristinata quasi completamente gia
dal rilievo successivo. La sterilita cosi come la fer-
tilita verificate nel secondo accoppiamento, sono
risultate stabili e durature.

CONSIDERAZIONT CONCLUSIVE

In conclusione, malgrado I'ecologia e 'etologia
dell’insetto mostrino delle criticita circa 'applica-
zione della metodologia SIT, gli esperimenti effet-
tuati in laboratorio hanno fornito risultati positivi
e suggeriscono un approfondimento degli studi,
soprattutto per casi particolari, ove 'applicazione
di questa tecnica, in combinazione con altre stra-
tegie di controllo, potrebbe risultare vantaggiosa
(SUPERQUARK, 2011). Infatti I'inequivocabile
osservazione dell’utilizzo da parte della femmina
dello sperma dell’ultimo maschio con cui si ¢
accoppiata, fa supporre che il rilascio di un ade-
guato numero di maschi sterili possa consentire la
sterilizzazione di femmine, anche nel caso in cui
queste si siano precedentemente accoppiate con
maschi selvatici (CRISTOFARO et al., 2012). Questi
risultati saranno oggetto di approfondimento
mediante studi citologici, istologici, biomolecolari
e comportamentali gia in parte intrapresi in colla-
borazione con altri Centri di Ricerca italiani (DE
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Fig. 4
Accoppiamento in sequenza. La linea tratteggiata indica la sostituzione con il maschio: sterile nella figura a sinistra, non irraggiato
(wild) in quella a destra. In blu il numero di uova e in verde il numero di larve prodotte.
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BIASE et al., 2013; PAOLI et al., in press; INGHILESI
et al., 2013), per la comprensione del meccanismo
di selezione post-copulatoria dello sperma riscon-
trato gia in molte altre specie (PARKER, 1970) e
attribuibile probabilmente ad un meccanismo di
last male sperm precedence riconducibile al siste-
ma della scelta criptica o a competizione sperma-
tica (BIRKHEAD & M@LLER, 1998; EBERHARD,
1996; SANTOLAMAZZA e RIVERA, 1998). Un utiliz-
zo di tale tecnica dovrebbe essere maggiormente
valido nel caso della palma da cocco e da dattero,
sia per aspetti legati al contesto socio-economico
e sia per la peculiarita del territorio e della distri-
buzione: le palme coltivate hanno una distribuzio-
ne spaziale regolare secondo un sesto d’impianto
che tiene conto delle esigenze colturali e, soprat-
tutto, la loro dislocazione nelle oasi le presenta
come aree perfettamente isolate e quindi gestibili
in un programma che preveda addirittura I’eradi-
cazione del fitofago. Sebbene pit problematica
l'applicazione in Italia, la strategia SIT potrebbe
essere adottata a scopo preventivo in zone “buf-
fer” o di confine per quelle aree ancora isolate a
causa di barriere fisiche o ecologiche. Si osserva-
no infatti notevoli discontinuita nella distribuzio-
ne anche in alcune aree costiere Italiane. Di parti-
colare interesse infine, ¢ la possibilita di utilizzare
il maschio sterile come vettore di funghi entomo-
patogeni, metodo innovativo che si potrebbe rive-
lare efficace grazie al comportamento gregario
della specie. A tale riguardo, sono attualmente in
corso sperimentazioni di laboratorio per verifica-
re la trasmissibilita del fungo tra individui
(BARZANTI et al., 2010; FRANCARDI et al., 2013), e
di campo (LLACER et al., 2012).
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RIASSUNTO

11 punteruolo rosso delle palme , Rhynchophorus ferru-
gineus (Oliver) (Coleoptera: Dryophthoridae), originario
del sud-est asiatico e della Melanesia, ¢ considerato il fito-
fago pitt dannoso per la palma delle Canarie e la palma da
dattero nel sud Europa, Nord Africa e Medio Oriente.
Scopo del lavoro ¢ stato quello di valutare applicabilita
della tecnica dell’insetto sterile per il controllo del punte-
ruolo rosso delle palme.

Presso il Centro Ricerca dellENEA (Casaccia) sono
stati allestiti biosaggi mirati a testare gli effetti di differen-
ti dosi di raggi y sulla fisiologia e il comportamento ripro-
duttivo del rincoforo. Malgrado le apparenti difficolta
emerse dal comportamento riproduttivo delle femmine
osservato in campo (poliandria ed elevata fertilita), gli
esperimenti di laboratorio hanno soddisfatto alcuni
importanti requisiti per I'applicazione di questa tecnica
(last male sperm precedence, elevata vitalita dei maschi e
buona capacita di accoppiamento), suggerendo la possibi-
lita dell’utilizzazione del SIT in particolari contesti geo-
grafici. Verranno qui discussi i risultati e le prospettive
future.
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The ultrastructure of the Rhynchophorus ferrugineus spernz

In the present study we ultrastructurally described the spematogenesis of the Red Palm Weevil. Characteristic features of the
Rhynchophorus ferrugineus sperm are: 100 um total length, 10 um nucleus, two mitochondrial derivatives, two accessory bod-
ies, one puff-like structure and a typical insect 9+9+2 flagellar axoneme.

KEY WORDS: sperm ultrastructure, insect spermatogenesis, male reproductive system, male genital apparatus histology.

La necessita di proteggere colture agrarie, fore-
ste e singole piante di interesse ornamentale ha da
sempre funzionato come motore per lo sviluppo
di discipline indirizzate alla ricerca di strumenti e
strategie per contenere i danni causati da agenti
biologici nocivi. Lo sviluppo dell’entomologia
agraria si pone tra queste discipline come materia
ponte tra studi di ricerca di base e indagini di bio-
logia applicata.

Rhynchophorus ferrugineus (Coleoptera, Curcu-
lionidae), specie comunemente nota come punte-
ruolo rosso delle palme, ¢ oggetto di vari filoni di
ricerca di base e applicata finalizzati all’individua-
zione di modalita di lotta nelle aree di nuova intro-
duzione di questo temibile fitofago (ABDEL-AZIM
et al.,2012; ABRAHAM et al., 1998; AL-DOSARY et
al., 2012; DEMBILIO & JACAS, 2012; EL NAGGAR e?
al.,2010; FALEIRO, 2006; MAZZA et al.,2011a,b).

Nel presente contributo ¢& stata presa in esame la
spermatogenesi di questo curculionide al fine di
avere un modello wild-type per confronti sulle
modifiche indotte nei gameti a livello ultrastruttu-
rale a seguito dell’esposizione a raggi gamma, come
nel caso dei trattamenti effettuati sugli esemplari
utilizzati in interventi di controllo basati sull’'impie-
go di maschi sterili (AL-AYEDH & RASOOL 2010;
HENDRICHS et al., 1995; DYCK et al., 2005).

La struttura dell’apparato riproduttore maschile
consiste di due coppie di lobi testicolari discoidali,
ciascuno contenente numerosi follicoli. Da ciascu-
no dei due lobi testicolari si diparte un canale che
si riunisce a quello proveniente dal lobo testicola-
re prospicente per formare il dotto deferente. Tale
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dotto deferente varia la sua morfologia interna
lungo il tragitto che lo unisce al dotto eiaculatore.
Infatti, nella sua porzione prossimale esso & costi-
tuito da un sottile strato muscolare e da un epitelio
monostratificato rivestito da una sottilissima cuti-
cola che forma un lume in cui sono spesso visibili
gli spermi. Nella sua porzione distale, invece, si
nota che la muscolatura circolare diventa premi-
nente e molto robusta, la cuticola si inspessisce ed
il lume si restringe. Tra la porzione prossimale e
quella distale si ha una situazione intermedia tra le
due appena descritte: aumentano la muscolatura e
la cuticola e si restringe il lume. A circa meta del
deferente, si inserisce una ghiandola accessoria di
forma filiforme, molto lunga e piuttosto attorci-
gliata su se stessa. Il contenuto di questa ghiandola
¢ riversato nel deferente in prossimita di un’altra
struttura di forma globulare, anch’essa di natura
ghiandolare, che funge da collettore e che produ-
ce un secreto flocculento.

L'esame ultrastrutturale della spermatogenesi
mostra spermatogoni, cellule con corredo cromo-
somico 2n che si dividono per mitosi. Queste cel-
lule presentano un nucleo rotondo, cospicuo, che
occupa la maggior parte dello spazio intracellulare
con la cromatina condensata solo in poche zone. I
mitocondri sono sparsi in tutto il citoplasma ed ¢
presente una coppia di centrioli disposti ortogo-
nalmente a costituire il diplosoma. All’interno del
citoplasma ¢ ben visibile ’apparato di Golgi, con
cisterne appiattite disposte in forma semicircolare.
Queste caratteristiche si mantengono fino all’ini-
zio della prima divisione meiotica.
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Successivamente, gli spermatociti primari inizia-
no il processo meiotico. Essi si presentano con un
nucleo ancora tondeggiate, ma con una maggiore
condensazione della cromatina; nel contempo i
mitocondri si ammassano progressivamente da un
lato della cellula.

Terminata la meiosi, lo spermatidio inizia il pro-
cesso di spermiogenesi. In questo stadio si puo
notare una rilevante attivita dell’apparato del
Golgi che forma vescicole che nello spermio
maturo daranno origine all’acrosoma. Tale acro-
soma ¢ tristratificato, come in molti pterigoti, e
comprende una vescicola acrosomale, un perfora-
torium nella regione assiale e uno strato esterno
(BACCETTI, 1972). L’acrosoma tristratificato ¢ da
considerarsi un carattere plesiomorfico: esso puo
modificarsi, per perdita di alcune componenti,
fino alla completa scomparsa dell’intera struttura
(JAMIESON et al., 1999).

Nel nucleo del giovane spermatidio continua la
condensazione della cromatina; quest’ultima assu-
me dapprima un’apparenza flocculenta e poi si
condensa a dare un aspetto a nido d’api, caratteri-
stica riscontrabile anche in altri curculionidi
(NAME et a/., 2007). I mitocondri si riuniscono in
un aggregato tipico, il nebenkern, dal quale poi
matureranno due derivati mitocondriali di diver-
sa grandezza in cui le creste si dispongono in
parallelo I'una con I'altra e nella matrice si con-
densa del materiale paracristallino. La differente
grandezza dei derivati mitocondriali risulta essere
un carattere apomorfico degno di nota.

Per consentire I’allungamento della cellula un
manicotto di microtubuli si dispone attorno al
nucleo ed ai due derivati mitocondriali al fine di
dirigere e dare forma, nel modo geneticamente
prestabilito, all’allungamento dei singoli compo-
nenti cellulari.

Compiuto I'allungamento e la conseguente ridu-
zione di citoplasma, la cellula & ora matura e pren-
de il nome di spermatozoo. Esso ha una lunghezza
di circa 100 um e puo essere grossolanamente sud-
diviso in due parti (Fig. 1A): una testa, composta
da acrosoma e nucleo — quest’ultimo di circa 10
wm, con cromatina ormai completamente conden-
sata; ed una coda, composta da un assonema, due
derivati mitocondriali, due corpi accessori di
forma semilunare pit una struttura puff-like (Fig.
1B). I corpi accessori e la struttura puff-like origi-
nano dal centriolo aggiunto che secondo Phillips
(1970) sarebbe deputato al collegamento tra
nucleo ed assonema. La struttura puff-like (Fig.
1B) ¢ un’espansione del corpo accessorio ed ha
matrice amorfa ed eterogenea. Essa ¢ una caratteri-
stica che si riscontra nei curculionidi e nelle fami-
glie di coleotteri filogeneticamente vicine ad essa.

I mitocondri sono parzialmente cristallizzati con
un pattern di cristallizzazione che si ripete ad
intervalli di circa 47 nm. Il mitocondrio pit gran-
de si incunea nel nucleo mentre I'altro si origina
subito sotto ad esso. L'assonema ha la tipica strut-
tura da insetto pterigote ed ¢ costituito da 9
microtubuli accessori, nove doppietti e due micro-
tubuli centrali (Fig. 1B). Sono inoltre presenti su
ciascun doppietto microtubulare due braccia di
dineina ed i radial spokes (Fig. 1B).

Osservando campioni di spermatozoi al micro-
scopio elettronico a scansione si nota che I'avvolgi-
mento delle componenti della coda non risulta in
una completa elicatura dei derivativi mitocondriali
e dei corpi accessori attorno all’assonema, ma esso
appare piuttosto come una sinusoide le cui compo-
nenti non si intrecciano tra loro (Fig. 1C).

Le strutture qui riportate sono molto simili a
quelle di altri curculionidi gia descritti in lettera-
tura (BURRINI e a/., 1988; DALLAI et al., 1998;
NAME et al., 2007) e non si ravvisano peculiarita
ultrastrutturali. Lo spermatozoo di Rhynchopho-
rus ferrugineus mostra le caratteristiche tipiche dei
coleotteri e consente di confermare Iaffinita filo-
genetica del gruppo con crisomelidi, bruchidi e
cerambicidi (DALLAI et al., 1998).

Si ritiene che i dati riportati nel presente contri-
buto potranno risultare utili per ulteriori indagini
filogenetiche (JAMIESON, 1987; JAMIESON et al.,
1999), filogeografiche basate su marcatori mito-
condriali (DE BIASE et al., 2013), e per studi com-
parativi sugli effetti delle radiazioni ionizzanti sul-
I'ultrastruttura degli spermi.
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RIASSUNTO

Nel presente contributo & brevemente descritta da un
punto di vista ultrastrutturale la spermatogenesi del Pun-
teruolo Rosso delle Palme. Caratteristiche dello spermato-
zoo di Rhynchophorus ferrugineus sono: lunghezza totale
di circa 100 um, nucleo di circa 10 um, 2 derivati mitocon-
driali, due corpi accessori, una struttura puff-like ed un
assonema flagellare costituito dalla disposizione tipica
degliinsetti di 9 + 9 + 2 microtubuli.
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Fig.
A: Fotografia di spermatozoo al microscopio ottico. La colorazione in bianco (Hoescht) ne evidenzia il nucleo (N). F, flagello.
B: Sezione trasversale al TEM di coda di spermatozoo in cui si possono osservare le componenti interne. AB, corpi accessori; AX, asso-
nema; LMD, derivato mitocondriale grande; SMD, derivato mitocondriale piccolo; PF, struttura puff-like.
C: Micrografia al SEM della coda dello spermatozoo (G). Notare il peculiare tipo di avvolgimento del derivato mitocondriale (MD)
attorno all’assonema (AX).
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