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Introduzione

Il Dipartimento di Biotecnologie dell'Universita di Verona, finanziato dalla Regione del
Veneto attraverso Veneto Agricoltura (CUP H35F21001430002) ed in collaborazione
con il centro di Ricerca Laimburg (Bz) e i mercati cerasicoli di Verona, ha effettuato due
progetti di ricerca sulle possibilita di contenimento di Drosophila suzukii.

Allo scopo di ridurre l'utilizzo di prodotti fitosanitari ed aumentare l'ecosostenibilita
della produzione cerasicola, nellambito del progetto “Effetti dell'uso di attrattori nei
trattamenti insetticidi contro la Drosophila Suzuki” sono stati testati due diversi tipi di
attrattoriin combinazione con due insetticidi (biologico e convenzionale) testati a dosi
ridotte e modalita di applicazione differenziate.

Nel presente lavoro vengono esposti i risultati di queste attivita.

11 Drosophila suzukii

Drosophila suzukii (Matsumura, 1931) (Ditteri: Drosophilidae) (moscerino dei piccoli
frutti) dal momento del suo arrivo nel 2012 (Cini et al., 2012), ha provocato ingenti
danni alle produzioni cerasicole in particolare in Veneto, Emilia-Romagna e Trentino.
D. suzukii & caratterizzata da un'elevatissima polifagia (Lee et al., 2015; Kenis et al.,
2016) e dalla capacita di deporre e svilupparsi su una moltitudine di frutti coltivati,
ornamentali e selvatici (Tonina et al.,2018) lungo tutto il periodo da primavera ad au-
tunno. Il moscerino e in grado di deporre su frutti sani e in fase di maturazione grazie
al suo ovopositore sclerificato, provvisto di una struttura dentellata atta all'incisione
dell'epicarpo. (Lee et al., 2011; Walsh et al,, 2011). D. suzukii possiede inoltre un ciclo di
sviluppo molto rapido, elevata prolificita e capacita di svilupparsi bene a temperature
comprese tra 11°C (Tonina et al.,, 2016) e 28-30°C (Kinjo et al., 2014).

Date le caratteristiche sopra citate, le peculiari caratteristiche chimico fisiche della
drupa ideali per lo sviluppo delle larve (Bellamy et al., 2013) ed il periodo di fruttifica-
zione (in cui non vi sono ospiti alternativi), il ciliegio in risulta essere uno tra gli ospiti
piu suscettibili (Lee et al., 2011; loriatti et al., 2015). Le lesioni causate delle deposizioni
e l'attivita trofica delle larve unite alle conseguenti infezioni batteriche, fungine o per
altri parassiti (Walsh et al.,, 2011) causano rammollimento dei frutti con gravi deprez-
zamenti, invendibilita e perdite annue stimate a 3-5 € milioni di euro all'anno (Grassi
et al,, 2011; De Ros et al., 2013; loriatti et al., 2015).

1.2 Lotta chimica contro D. suzukii

Nella lotta contro D. suzukii vengono utilizzati principalmente insetticidi a largo spettro
d'azione come organofosforati (in paesi extra EU), piretroidi e spinosine (Beers et dl.,
2011; Van Timmeren e Isaacs, 2013; Cuthbertson et al,, 2014; Profaizer et al,, 2015;
Shawer et al., 2018).

Nell controllo dei fitofagi del ciliegio, da quando e presente D. suzukii, vi € stato un in-
cremento di applicazioni fitosanitarie (Boselli et al., 2012; Grassi et al., 2012, Mori et al.,
2015) con un aumento dei costi di produzione ed un incremento dei rischi per i con-
sumatori, i produttori e 'ambiente (Shawer et al., 2018). Oltre al trattamento contro gli
afidi (Myzus cerasi Sulz.) e contro Rhagoletis cerasi L, considerata la scalarita di matura-
zione delle cv di ciliegio, la mobilita degli adulti del drosofilide e le sue elevate densita di
popolazione, si sono resi necessari altri due-tre trattamenti in prossimita della raccolta
(Beersetal, 2011; Haviland e Beers, 2012; Shawer et al., 2018) arrivando a 4-6 applica-
zioni, soprattutto in caso di popolazioni particolarmente elevate, cultivar suscettibili e



fattori ambientali che favoriscano il moscerino (Van Timmerenet al., 2013). Il numero di
trattamenti, la complessita di gestione e la necessita di applicazioni a ridosso della rac-
colta implicano il rischio di superare i limiti massimi di residui ammessi (MRL) (loriatti et
al., 2015, Haviland., 2012 )e la possibile insorgenza di resistenze (Gress et al., 2019).
Allo scopo di diminuire le dosi ed aumentare l'efficacia degli insetticidi contro D. suzukii
sono statesperimentate diverse strategie “Attract and Kill", dove il fitofarmaco e
utilizzato in combinazione conun'esca che attrae il parassita e causi l'ingestione dei
principi attivi (Cowles et al.,, 2015; Knight et al., 2016). Le esche risultate piu efficaci
sono fagostimolanti a base di lieviti (in particolare Hanseniaspora uvarum) (Bianchi et
al., 2020; Mori et al., 2017; Noble et al., 2019), sostanze zuccherine, prodotti della fer-
mentazioneed estratti vegetali. Tra i prodotti registrati, i piu promettenti sono: Combi-
protec (Dedetec, Freiburg, Germania) (Helsen et al.,2018; Dederichs et al.,, 2015; Noble
etal., 2019), HOOK SWD (Klick et al., 2019) eun’esca proteica ottenuta da lievito di birra
(Caietal, 2018).




Materiali e metodi

2.1 Prova ciliegeto convenzionale

2.1.1 Descrizione sito sperimentale

Il ceraseto sito ad Azzago (Figura 1), frazione del comune di Grezzana in provincia di
Verona (45.551280, 11.045979) e altitudine 640 m s.I.m. ha le seguenti caratteristi-
che:

e Dimensione totale: 3000 m2 60 m x50 m

e Distanza sulla fila: 5,0 m

e Distanzatrale file: 50 m

e Dimensione replica (plot): minimo 225 m?2

e Forma di allevamento: vaso, KGB system

e Altezza piante: 3,5m

e Varieta: Mora, Ferrovia

Figura 1: Foto
campo prova ciliegeto
convenzionale.

2.1.2 Protocollo

Nella prova sono state messe a confronto 4 Tesi (Fig. 2). Per ogni tesi sono state con-
siderate 2 repliche con 2 classi di maturazione differenti (M: Mora +17 gg rispetto a
Burlat, T: Ferrovia +23 gg rispetto a Burlat). Il disegno sperimentale consisteva in 8
blocchi ognuno contenente un plot di 225 m? per trattamento e piante delle due clas-
si di maturazione (Fig. 3).

Flgura 2 Tesi 2 Tesi Formulato Principi attivi % riduzione s.a. rispetto
confronto. P a dose etichetta

1 |Bait Combi Protect Exirel Proteine e zuccheri 90%
Cyantraniliprole

2 | Canopy Combi Protect Exirel Proteine e ;gccher| 50%
Cyantraniliprole
3 | Aziendale Exirel Cyantraniliprole 0

Controllo




Figura 3: Disegno
sperimentale prova
ciliegeto convenzionale.

2.1.3 Applicazione

Le applicazioni dei p.f. sono cominciate quando sono state rilevate le prime ovidepo-
sizioni su frutto sulla cultivar precoce a fine maggio. | trattamenti sono stati eseguiti
ogni 5 giorni per le tesi 1 e 2 (30 mag, 4 giu, 10 giu) ed ogni 10 giorni per la tesi 3 (30
mag, 10 giu) (Fig.4).

. Figura 4 : Tesia
_ B confronto e relative
° _ g o = © E dosi di applicazione
o T 2 5] o 4 p (a destra). Residuo
AT o 5 s = 5 ] N E icazi [ [
= s 8 = % S - -1 E~| €& applicazione di Combi
= E 23 s Gt oo o b3 ER-E- Protect Exirel bait
3 S g o £ 23 80 o 5SS | 2@
~ e = = [ =) a > | o0& (sotto).
Combi 3-8% 1L/ha
) ) ugello a
1| Bait Protect | copertura Papillon 4 bar 0,075 40 5
. . cono
Exirel chioma m L/ha
anci
Combi | 100% a1 Uha
2 | Canopy Protect | copertura | Fox320CT 8 bar ! 0,375 500 5
: ) ugello a
Exirel chioma L/ha
cono
Teejet air
3 [Aziendale | Exirel copertura Imovilli 25 bar ) ' 1000 10
chioma Spray Tip L/ha
Al110015
VS green
4 | Controllo | Controllo - - - - - - -




Figura 5: Dati meteo
prova ciliegeto
convenzionale.

2.1.4 Campionamenti

Il primo campionamento e stato effettuato a partire dall'invaiatura della varieta piu
precoce (Mora di Verona). Il livello di infestazione di D. suzukii nel sito e stata preventi-
vamente monitorato con una trappola ad attrattivo alimentare “Droskidrink”. Da ogni
blocco i frutti sono raccolti sul lato interno delle due file cosl da diminuire l'effetto
bordo (Tonina et al., 2018) e I'effetto deriva. Ad ogni campionamento, per ogni blocco,
sono raccolti frutti da piante delle due classi di maturazione. Sono stati eseguiti 4
campionamenti, uno prima dei trattamenti (30 mag), due prima della raccolta (4 giu,
10 giu) ed uno alla raccolta il 18 giugno. Ogni campione e consistito di 100 ciliegie,
integre con il picciolo, raccolte in modalita randomizzata. Per ogni campionamento
sono quindi stati raccolti 16 sacchetti per un totale di 1600 drupe. Per ogni sacchetto,
con l'ausilio dello stereomicroscopio, sono state contate le ciliegie che presentavano
la presenza di uova del drosofilide ed il dato & stato annotato come percentuale di
ciliegie infestate e larve per frutto. Le uova di D. suzukii sono riconoscibili dalla presen-
za dei fori dovuti all'ovopositore sulla superficie della ciliegia da cui fuoriescono due
spiracoli di colore bianco mentre le larve sono bianche, apode e misurano 3-4 mm
nell'ultimo stadio di sviluppo. Alla raccolta per ogni tesi sono stati raccolti i campioni
per 'analisi dei residui di fitofarmaco.

2.1.5 Dati Meteo
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2.2 Prova ciliegeto biologico

2.2.1 Descrizione sito sperimentale

Il ciliegeto utilizzato nella prova (Figura 6) e situato in localita Mondrago, nel comune
di Marano di Valpolicella in provincia di Verona (45.582746, 10.936687) e altitudine di
708 s.l.m.;

e Dimensione totale: 2400 m2, 80 mx 30 m

e Distanza sulla fila: 4 m

e Distanzatralefile:5m

e Dimensione replica (plot): 800 m2, 26,6 m x 30 m

e Forma di allevamento: vaso, KGB system (Fig. 1)

e Altezza piante: 3,5m

e Varieta Mora, Regina, Kordia, Sweetheart e Ferrovia

Figura 6: Foto campo
prova ciliegeto
biologico.

2.2.2 Protocollo

Nella prova sono state messe a confronto 3 Tesi. Per ogni tesi sono state considerate
3 repliche con due diverse classi di maturazione (M: Mora di Verona + 17 gg, T: Ferro-
via + 23 gg). Il ceraseto é stato quindi suddiviso in 3 blocchi (uno per tesi) contenenti
almeno 40 piante ognuno (Fig. 7).

Tesi Formulato Principi attivi % riduzione s.a. rispetto Flgura 7: fesia
P a dose etichetta confronto.
: Soluzione acquosa con Hanseniaspora uvarum
1 |Bait o } 90
lievito Laser Spinosad
Aziendale Laser Spinosad 0
Controllo _




Figura 7: Disegno
sperimentale prova
ciliegeto biologico.

2.2.3 Applicazione

Il primo trattamento é stato eseguito quando dai monitoraggi con trappole alimentari
e stata rilevata la presenza di D. suzukii nel ceraseto e dal campionamento dei frutti
sono emerse le prime deposizioni sulla cultivar Mora di Verona (8 giu). Per quanto
riguarda le dosi e le modalita di applicazione dei prodotti delle diverse tesi si faccia
riferimento alla figura 7. Lapplicazione dei fitofarmaci e avvenuta due volte a cadenza
di 7 giorni I'8 ed il 15 giugno. Il primo trattamento & stato ripetuto il 10 giugno a causa
di precipitazione cumulata superiore ai 10 mm nei due giorni che hanno seguito Ia
prima applicazione. Durante la prova sono stati rispettati gli intervalli di etichetta tra
un trattamento e l'altro e il periodo di carenza pre-raccolta.

Il prodotto a base di lievito Hanseniaspora uvarum strain LB-NB 2.2, attrattivo per D.
suzukii, applicato nella tesi “Attract and kill” si presentava come soluzione acquosa
congelata in sacchetti chiusi di due litri. | contenitori del lievito sono stati mantenuti a
-80 °Cfino a 24 ore dall'utilizzo, quando sono stati portati a temperatura ambiente in
secchi chiusi mantenuti al buio. Al momento dell'utilizzo la soluzione, secondo le dosi
del requisito sperimentale (vedi figura 8), sono state additivate dell'insetticida Laser e
distribuita con pompa irroratrice a formare una banda di circa un metro sulla chioma
delle piante trattate. Gli ugelli sono stati regolati in modo che le gocce dello spray ap-
plicato avessero un diametro di 0,5-1 mm.

Figura 8: Tesia .
confronto e relative En
dosi di applicazione 2 5 o E

. . o = 0 Q - C
(a sinistra). Residuo - e 4 ] (PN s ©

o . L o N = S .2 o7 o N £
applicazione di S 5 3 ] o xn = > |Em| §=
. = o = s nwo = o T 8 &
Soluzione acquosa = = 2 a ) I A a N
S o—
e lievito Laser bait 2 2 s 5 5 a =) (=) Sd| a5
(sotto) Applicazione
Soluzione |in banda con
i Il
1|Bait acquosa | coperturadi o | | UBBIoa e gy
e lievito 3- 8% della cono
Laser superficie
chioma
Teejet air
100% Tognollo ‘VE\Cal:!S:iaonn
2 | Aziendale Laser superficie & : 25 bar ) 450 | 1500 7
chioma Marino Spray Tip
AlI110015
VS green
3 | Controllo | Controllo - - - - - - -




2.2.4 Campionamenti

| campionamenti sono iniziati a fine maggio precedentemente alla prima applicazione
di insetticidi in modo da valutare la situazione dell'infestazione di D. suzukii nel sito
indagato. Nei campionamenti non sono state considerate le piante ai bordi del blocco
in modo appunto da evitare I'effetto bordo. Nelle tesi 2 e 3 il campionamento & stato
eseguito in modo randomizzato sulla chioma mentre per Ia tesi 1, sono stati raccolti
due diversi campioni: uno dalla zona trattata (Bait-TRT) ed uno dalla parte della chio-
ma soprastante non trattata (circa sopra i 180 cm - Bait NT). Sono stati eseguiti cin-
gue campionamenti in totale: uno prima dell'applicazione degli insetticidi, uno prima
della seconda applicazione e dopo 7 giorni, uno alla raccolta (26 giugno) e uno sulle
ciliegie sovra mature il 4 luglio.

Per ogni campione sono state raccolte 100 ciliegie intatte e con il picciolo. In totale
sono stati raccolti quindi 24 sacchetti per un totale di 2400 drupe ad ogni campiona-
mento. | frutti raccolti sono stati portati in laboratorio per contare, con stereomicro-
scopio, la percentuale di frutti colpiti e la numerosita di larve per frutto esaminato.
Nell'ultimo campionamento poi, sono stati raccolti dei campioni per valutare la diffe-
renza nella presenza di residui tra le tesi.

2.2.5 Dati Meteo
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Figura 9: Dati meteo
prova ciliegeto
biologico.




Risultati

3.1 Prova ciliegeto convenzionale

3.1.1 Efficacia (% infestazione)

Di seguito sono presentati i dati della prova svolta in ambito convenzionale, con il
confronto della percentuale di ciliegie su cui & rilevato un danno da D. suzukii tra le
parcelle delle tesi trattate con Cyantraniliprole e Combi-protect (“Bait” e “Canopy”), le
parcelle trattate on “Cyantraniliprole”(Aziendale) ed il testimone non trattato (Control-
lo). Viene riportato inoltre il dato della numerosita delle catture di D. suzukii mediante
la trappola ad attrattivo alimentare posizionata in prossimita del sito sperimentale.

| dati sono presentati separatamente per le due cultivar a classi di maturazione diffe-
rente (Fig. 10 e 11).

Figura 10: % di

frutti colpiti della 100 250
prova con insetticidi 90 / |
convenzionali sulla /
varieta a maturazione 80 — 200
media Mora di Verona 70 / |
e catture mediante /
trappola. Lettere 60 / — 150
differenti indicano 50 |
differenze significative 0 / 100
a ANOVA e Tukey test /

per P<0.05.

18 mag 24 mag 30 mag 4 giu 10 giu 18 giu
Bt s Canopy = Aziendale Controllo e Catture
30 mag 4 giu 10 giu 18 giu
BAIT 3 a 55 Db 12,5 ab 37 b
CANOPY 2 a 2 b 55 b 85 ¢
AZIENDALE 2 a 35 b 95 b 325 b
CONTROL 3 a 105 a 355 a 97 a




Figura 11: % di frutti

100 250 colpiti della prova con
90 y A p.f. convenzionali sulla
/ varieta a maturazio-
80 — 200 ne tardiva Ferrovia e
70 / | catture mediante trap-
/ pola. Lettere differenti
60 / — 150 indicano differenze
50 - significative a ANOVA e

0 / 100 Tukey test per P<0.05

30 -

20 —\//\I/ 50
/

10 / —
0 0
18 mag 24 mag 30 mag 4 giu 10 giu 18 giu
= Bait msmm Canopy = Aziendale Controllo e Catture
30 mag 4 giu 10 giu 18 giu
BAIT 0 0b 0b 275 ¢
CANOPY 0 0b 1 b 85 b
AZIENDALE 0 0b 0b 65 b
CONTROL 0 3 a 29 a 91,5 a

3.1.2 Efficacia (n° larve/uova)

Di seguito sono presentati i dati della prova svolta in ambito convenzionale, con il con-
fronto tra la numerosita dilarve di D. suzukii per frutto rilevate nei campioni delle tesi
"Attract and kill" (Cyantraniliprole e Combi-protect, “Bait” e “Canopy”), la tesi trattate
con “Cyantraniliprole” (Aziendale) e infine il testimone non trattato (Controllo).

| dati sono presentati separatamente per le due cultivar (campionate il 18 giugno) a
classi di maturazione differente (Fig. 12 e 13).

Figura 12: Numero
Larve/frutto della
prova in ambito
convenzionale sulla
varieta a maturazione
media Mora di

500 Verona alla data di
campionamento.

700

600

400

300

200

100

Bait Canopy Aziendale Controllo




Figura 13: Numero
Larve/frutto della
prova in ambito
convenzionale
sullavarieta a
maturazione tardiva
Ferrovia alla data di 500
campionamento.

700

600

400
300
200
B B
0
Bait Canopy Aziendale Controllo
3.1.3 Residui

Di seguito sono presentati i dati delle analisi dei residui di p.f. eseguiti sui frutti cam-
pionati il giorno del campionamento in prossimita della raccolta (18 giugno) (Fig. 14).

Figura 14: residui Tesi Formulato Target mg/kg rilevato | LMR ciliegio
dipf.alladatadi 7y Tg, Combi Protect Exirel |  Cyantraniliprole 0,140 6,0
camp\onamehto (18 2 | Canopy Combi Protect Exirel Cyantraniliprole 0,200 6,0
glugno). 3 | Aziendale Exirel Cyantraniliprole 0,240 6,0

3.2 Prova ciliegeto biologico

3.2.1 Efficacia (% infestazione)

Di seguito sono presentati i dati della prova svolta in ambito biologico, con il confronto
della percentuale di ciliegie su cui e rilevato un danno da D. suzukii tra le parcelle trat-
tate con la combinazione di “Spinosad”e l'attrattivo a base di Hanseniospora uvarium
siddiviso per campione raccolto all'interno della banda trattata (Bait) e sopra la banda
(Canopy), rispetto il trattato con “Spinosad” (Aziendale) e il non trattato (Controllo).
Viene riportato inoltre il dato della numerosita delle catture di D. suzukii mediante la
trappola ad attrattivo alimentare posizionata in prossimita del sito sperimentale.

| dati sono presentati separatamente per le due cultivar a classi di maturazione diffe-
rente (Fig. 15 e 16).
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e Catture

140
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100

80

60

40

20

BAIT 3,7 a 170 b 230 b 263 ¢ 753 a
CANOPY 47 a 97 b 117 b 470 b 96,0 a
AZIENDALE 33 a 87 b 180 b 42,7 b 773 a
CONTROL 37 a 42,0 a 82,7 a 1000 a 100,0 a
100 140
90
120
80
70 100
60 20
50
40 60
30
40
20 /
0 0
23 mag 30 mag 8 giu 21 giu 26 giu 4 lug
Bt s Canopy = Aziendale w Controllo e Catture

BAIT 0 0 20 b 300 b 76,3
CANOPY 0 0,7 17 b 17,7 b 83,3
AZIENDALE 0 0 20 b 110 b 67,0
CONTROL 0 6,0 550 a 97,7 a 100,0

3.2.2 Efficacia (n° larve/uova)

Diseguito sono presentatii dati della prova svolta in ambito biologico, con il confronto
del numero di larve di D. suzukii rilevato sui frutti dei campioni delle parcelle tratta-
te con la combinazione di “Spinosad”e I'attrattivo a base di Hanseniospora uvarium

Figura 15: % di frutti
colpiti della prova

con p.f. biologici sulla
varieta a maturazione
mediana Mora di
Verona e catture
mediante trappola.
Lettere differenti
indicano differenze
significative a ANOVA e
Tukey test per P<0.05.

Figura 16: % di frutti
colpiti della prova
con p.f. biologici sulla
varieta a maturazione
tardiva Ferrovia e
catture mediante
trappola. Lettere
differenti indicano
differenze significative
a ANOVA e Tukey test
per P<0.05.




rispetto il campione raccolto allinterno della banda trattata (Bait) e sopra la banda
(Canopy), confrontato con il trattato con “Spinosad” (Aziendale) e il non trattato (Con-
trollo).

| dati sono presentati separatamente per le due cultivar a classi di maturazione diffe-
rente (Fig. 17 e 18) campionate il 26 giugno.

Figura17: Numero
Larve/frutto della
prova in ambito
biologico sulla varieta
a maturazione
mediana Mora di
Verona alla data di 250
campionamento.
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Figura 18: Numero
Larve/frutto della

prova in ambito 200

biologico sulla varieta 180

a maturazione tardiva 160
Ferrovia alla data di

campionamento. 140
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80
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O | |
Bait Canopy Aziendale Controllo
3.2.3 Residui

Di seguito sono presentati i dati delle analisi dei residui di p.f. eseguiti sui frutti cam-
pionati il giorno del campionamento in prossimita della raccolta (Fig.19).

Figura 19: residui Tesi Formulato Target mg/kg rilevato | LMR ciliegio
dip.f. alla data di Soluzione acquosa
campionamento (26 |1 | Canopy con lievito Laser
giugno). Soluzione acquosa
con lievito Laser
2 | Aziendale Laser Spinosad 0,180 0,2

Spinosad 0,000 0,2

1 | Bait Spinosad 0,014 0,2




4. Conclusioni

| dati raccolti evidenziano che I'impiego di esche proteiche in aggiunta agli insetticidi
sono un valido aiuto per il contenimento della Drosophila suzuki su ciliegio in strategie
di difesa piu compatibili. Laggiunta diidrolizzati di proteine e zuccheri (Combi Protect)
ad Exirel ha consentito di mantenere l'efficacia contro le infestazioni del dittero ridu-
cendo della meta la dose di insetticida impiegato e di volume di irrorazione per etta-
ro. La riduzione del 90% in gocce con 40L/ha di acqua non ha invece sortito risultati
soddisfacenti.

In agricoltura biologica, I''mpiego di un prodotto a base di lievito Hanseniaspora uva-
rum ha consentito, ha parita di efficacia, di ridurre significativamente la quantita di
Spinosad impiegata. La sperimentazione ha evidenziato che queste tecniche di At-
track and Kill sono maggiormente efficaci se applicati ad inizio delle ovideposizioni
del moscerino. Il confronto degli attacchi delle diverse cultivar presenti nei due campi
sperimentali, indica che quando l'infestazione e in atto, queste tipo di applicazione
fornisce i peggiori risultati. Le analisi chimiche condotte sulle ciliegie alla raccolta han-
no confermato, a parita di efficacia, la diminuzione significativa dei residui nella frutta
trattata.
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