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RIASSUNTO

Insetti ed altri parassiti possono infestare i magazzini e i loro
prodotti causando gravi perdite economiche a danno di silos,
panifici, industrie di trasformazione alimentare, mulini e fabbriche
alimentari. Solitamente la lotta si basa sull’utilizzo di prodotti di
sintesi ma ad oggi a causa dei rischi legati ad essi, numerosi biocidi
hanno subito delle restrizioni come neonicotinoidi e bromuro di
metile. La ricerca per lo sviluppo di metodi sicuri, non tossici e
sostenibili per il controllo di specie infestanti € da ritenersi quindi
necessaria. Come in agricoltura, I'Integrated Pest Management
(IPM) e considerato un metodo di controllo e prevenzione contro
alcuni specifici organismi nocivi. Tra i pil comuni parassiti del grano
vi sono le tignole, tra cui Ephestia cautella e Plodia interpunctella
utilizzate nel seguente studio. La loro presenza puod causare danni ai
macchinari e la contaminazione dei prodotti che diventano cosi
invendibili. La presenza di questi insetti pud essere limitata
attraverso varie tecniche di tipo chimico, fisico e biologico tra cui
I'utilizzo di antagonisti naturali: uno di questi € Habrobracon hebetor
il quale parassitizza i propri ospiti quando questi si trovano allo
stadio larvale. Nel seguente studio si e cercato di comprendere,
nell’ottica di allevamento di massa, I'efficacia del parassitoide nel
parassitizzare i propri ospiti nel tempo, il numero ottimale di ospiti
da esporre e se vi € una preferenza tra le due specie ospite
somministrate. La differenza nell’esposizione per un periodo di 24 h
a 10 o a 20 larve ospite non é risultata significativa in termini di
discendenti sfarfallati mentre una differenza significativa & stata
dimostrata utilizzando 30 larve ospite. Dallo studio inoltre & emersa
una preferenza delle femmine di H. hebetor nell’ovideporre pill uova
sulle larve di E. cautella e meno uova sulle larve di P. interpunctella.
Inoltre, le femmine del parassitoide sono sopravvissute in media
37,2 giorni, la fecondita media e stata di 245,6 individui e la sex-ratio

complessiva & stata dello 0,83 (femmine / maschi).



ABSTRACT

Insects and other pests can infest warehouses and their products
causing severe economic losses to silos, bakeries, food processing
industries, mills and food factories. Usually the fight is based on the
use of synthetic products but to date, due to the risks associated
with them, many biocides have undergone restrictions such as
neonicotinoids and methyl bromide. Research for the development
of safe, non-toxic and sustainable methods for the control of pests is
therefore considered necessary. As in agriculture, Integrated Pest
Management (IPM) is considered a method of control and
prevention against some specific harmful organisms. Among the
most common wheat pests are moths, including Ephestia cautella
and Plodia interpunctella used in the following study. Their presence
can cause damage to machinery and contamination of products
which become unsaleable. The presence of these insects can be
limited through various chemical, physical and biological techniques
including the use of natural antagonists: one of these is
Habrobracon hebetor which parasitizes its hosts when they are in
the larval stage. In the following study we tried to understand, with
a view to mass breeding, the effectiveness of the parasitoid in
parasitizing its hosts over time, the optimal number of hosts to
expose and if there is a preference between the two host species
administered. The difference in the exposure for a period of 24 h to
10 or 20 host larvae was not significant in terms of escaped
descendants while a significant difference was demonstrated using
30 host larvae. The study also revealed a preference of females of H.
hebetor in laying more eggs on E. cautella larvae and fewer eggs on
P. interpunctella larvae. Furthermore, the females of the parasitoid
survived on average 37.2 days, from the host larvae an average of
245.6 individuals were born with an overall sex ratio of 0.83

(females / males).






1 INTRODUZIONE

1.1 LA LOTTA INTEGRATA NELL INDUSTRIA ALIMENTARE

| parassiti delle derrate alimentari possono provocare danni a livello
qguantitativo e qualitativo ai prodotti immagazzinati quali cereali,
grano, legumi e sementi (Srivastava e Subramanian, 2016). La
maggior parte di questi parassiti appartengono agli ordini dei
coleotteri e dei lepidotteri (Khare, 1994) e possono deporre le uova
sulla superficie o all’interno del cibo, da qui la distinzione di internal-
feeders ed external-feeders (Cotton, 1960).

Per far fronte a questa problematica, in passato e tutt’ora vengono
utilizzati diversi prodotti di sintesi (Dubey et al., 2008) tra i quali
posiamo citare: Cloruro di Metile, Malathion, Deltametrina o
neonicotinoidi, con il tempo questi prodotti hanno subito sempre
piu restrizioni. Sebbene infatti I'efficacia dei biocidi risulti elevata,
l'uso frequente e reiterato di questi puo causare fenomeni di
resistenza da parte delle specie target (Champ et al., 1977) inoltre
I’esposizione di insetticidi e sostanze volatili fumiganti da parte degli
operatori puo indurre a possibili danni acuti o cronici ed i
consumatori potrebbero essere potenzialmente esposti ai composti
residui negli alimenti (Damalas et al., 2011).

Per far fronte alle problematiche relative agli organismi infestanti,
anche negli ambienti chiusi, come le industrie alimentari, la
soluzione piu utilizzata in Europa € la lotta integrata, meglio nota
come Integrated Pest Management (IPM) e I'applicazione dei suoi
principi & stata resa obbligatoria con La Direttiva Europea
128/2009/CE (riguardante |'uso sostenibile dei pesticidi) a partire dal
primo gennaio 2014 (Barzman et al., 2015). L'IPM ¢ definibile come
un approccio o una strategia per combattere specie infestanti e
parassiti delle piante che prevede I'utilizzo di tutti i metodi possibili
come, per esempio, il mantenimento di un'igiene adeguata degli
ambienti, il controllo fisico, biologico e chimico (Reichmuth, 1996) in
modo da garantire il minimo quantitativo di pesticidi di sintesi
applicati (D. Dent, 2000; R. Peshin and A. K. Dhawan 2009).

L'obiettivo non & la completa eradicazione dei parassiti, ma la loro



gestione, mantenendo le popolazioni al di sotto dei livelli
economicamente dannosi (R. F. Smith and R. Van Den Bosch 1967,
M. V. Stern et al., 1959) garantendo al contempo la salute umana e
dell’lambiente (Reichmuth, 1996). La lotta integrata si basa sul
concetto di “soglia” di danno economico, che richiede l'intervento
solamente quando potenziali perdite di prodotto eccedono i costi
necessari per le strategie di controllo disponibili per la gestione
dell’infestazione; cosi facendo si riduce l'uso di antiparassitari
favorendo la prevenzione, implementando la fase di monitoraggio e
prediligendo, ove possibile, mezzi di lotta alternativi, quali biologici e
fisici (Pagani et al., 2009). Nel caso dei parassiti delle derrate
alimentari, le infestazioni possono aver inizio nei magazzini di
stoccaggio delle materie prime, proseguendo nelle industrie
alimentari, nei centri di distribuzione delle merci e nella fase di
trasporto. Gli attacchi possono esserci anche nei punti di vendita o
nell’abitazione del consumatore, pertanto, data I'eterogeneita di
tutti questi ambienti, le strategie e le tecniche di difesa devono
inevitabilmente variare per garantire una sicurezza adeguata (Suss

and Savoldelli, 2008).

1.2 LA NORMATIVA NELL'INDUSTRIA ALIMENTARE

Nell'industria alimentare la corretta applicazione dell’integrated
pest management si basa su normative cogenti e normative
volontarie oltre che dalla professionalita dell’azienda di pest control
(M. Ruzza, 2022). Il decreto legislativo del 26 maggio 1997 n. 155
impone, con I'Art. 3, I'obbligo di predisporre un programma di
autocontrollo basato sulla metodologia HACCP (Hazard analysis and
critical control points) per permettere I'identificazione dei potenziali
pericoli, la valutazione della gravita e della probabilita di una loro
comparsa nonché l'individuazione e I'applicazione di procedure di
controllo dei punti critici (Pagani et al., 2009). Successivamente nel

2000 vengono emanati il “Libro Bianco sulla Sicurezza Alimentare” e



il Regolamento CE 178/2002: “General Food Law”; quest’ultimo
evidenzia l'importanza dell’analisi del rischio e I'obbligo della
tracciabilita dei prodotti e inoltre istituisce I’Autorita Europea per la
Sicurezza Alimentare (EFSA) (M. Ruzza, 2022). Dal primo gennaio
2006 sono diventati applicabili i quattro Regolamenti Europei noti
come “Pacchetto Igiene”, volti a garantire la sicurezza del processo
produttivo degli alimenti, nonché dei relativi controlli (Pagani et al.,
2009; http://www.pacchettoigiene.it). In  particolare, nel
Regolamento CE n. 852/2004 sono individuati degli obblighi per le
imprese mentre il Regolamento CE n. 854/2004 art. 4, punto 4,
comma f, tra le procedure messe in atto dall'impresa troviamo
anche la lotta contro i parassiti (C. Musella et al., 2007; Pagani et al.
2009). Il decreto legislativo 193 del 2007 applica la direttiva
2004/41/CE relativa ai controlli in materia di sicurezza alimentare e
applicazione dei regolamenti comunitari nel medesimo settore, in
fine il regolamento UE 2017/625 riguarda invece i controlli ufficiali
effettuati per garantire 'applicazione della legislazione sugli alimenti
e sui mangimi e delle norme sulla salute e il benessere degli animali,
sulla sanita delle piante, nonché sui prodotti fitosanitari (M. Ruzza,
2022). Come detto in precedenza, le aziende possono inoltre aderire
a delle Normative Volontarie come le certificazioni per “Prodotti
Alimentari Tipici”, le certificazioni per “Sistemi di Gestione
Aziendale” e le certificazioni “Volontarie di Prodotto”; queste ultime
sono riconosciute dal Global Food Safety initiative (GFSI) e hanno
come requisito comune l'adozione della metodologia HACCP (M.
Ruzza, 2022). Per quanto riguarda la corretta gestione del Pest
Management, a fronte di diverse Certificazioni Volontarie, quelle
che ad oggi trovano maggiore applicazione sono la BCR Food e la IFS
Food Standard che mirano ad una accurata gestione degli infestanti
tenendo conto anche della prevenzione: entrambe offrono delle
linee guida per i controlli sugli infestanti basati sull’analisi dei
pericoli e sulla valutazione dei rischi oltre che sui risultati ottenuti
negli anni precedenti e pil in generale garantiscono la
manutenzione e il corretto utilizzo di tutte le strumentazioni. Anche

per l'azienda di pest control, sempre piu importante per una


http://www.pacchettoigiene.it/

corretta gestione dei servizi nelle aziende alimentari ci sono delle
Normative volontarie, nello specifico le certificazioni UNI EN
16636:2015 e la UNI 11381:2010; la prima garantisce un flusso di
processo dei servizi professionali quali contatto con il fruitore del
servizio, raccolta delle informazioni preliminari, ispezione del sito
con identificazione di tipo e livello di infestazione, eventuali rischi e
le procedure di intervento e monitoraggio. La UNI 11381:2010
specifica invece come progettare il monitoraggio degli insetti negli
ambienti presenti e alla collocazione delle trappole in relazione ai

punti critici e alle specie considerate (M. Ruzza, 2022).

1.3 PREVENZIONE, MONITORAGGIO E TECNICHE DI DIFESA

Tra i vari gruppi di parassiti che possono infestare le derrate
alimentari € bene citare le tignole, i punteruoli dei cereali, i silvanidi,
i tarli dei cereali e i dermestidi (Bayer CropScience ltalia S.r.l., 2008);
questi, assieme ad altri animali come roditori e uccelli possono
trovarsi in prossimita, sulla superficie o all'interno degli alimenti
costituendo una fonte di microrganismi in grado di diffondere
infezioni o intossicazioni alimentari; per tale ragione ¢ previsto dalla
norma vigente UNI EN 16636:2015, che questi siano tenuti lontani,
mediante adeguati piani di prevenzione, lotta e monitoraggio, da
tutti i locali destinati alla produzione, confezionamento,
distribuzione e deposito di alimenti (C. Musella et al., 2007). La
prevenzione & particolarmente importante nei programmi di lotta
integrata delle industrie alimentari visto che in questi luoghi si ha un
microclima pressoché costante, tale da consentire un regolare
sviluppo degli insetti dove mancano fattori di controllo naturali
come predatori o parassitoidi e non ci si puo affidare alla carenza di
cibo per eliminare le infestazioni (Pagani et al., 2009).

Il monitoraggio delle specie infestanti nelle industrie alimentari
prevede il controllo di tutti gli insetti per i quali sussiste un rischio

d’infestazione. Il monitoraggio viene eseguito mediante trappole a



cattura che devono essere collocate, a seguito di analisi del rischio,
nelle zone pil critiche degli stabilimenti e in modo da avere una
buona copertura degli ambienti (P. Guerra, 2011). Sono disponibili
diversi modelli di trappole attivate con feromoni, kairomoni, esche
alimentari o con luce UV, ma poiché anche le trappole in commercio
presentano delle limitazioni, occorre affiancarle ad un’ispezione
visiva per individuare eventuali tracce della presenza di infestanti
come per esempio bave sericee, escrementi od esuvie (Pagani et al.,
2009). Nelle industrie alimentari il monitoraggio viene effettuato
settimanalmente o ogni 15 giorni in base alla specie monitorata e i
dati raccolti devono servire a programmare gli interventi di controllo
degli infestanti, in un’ottica di Integrated Pest Managent (IPM). Per
far questo & necessario quindi verificare il numero di catture prima
dell’intervento e seguire poi I'andamento nelle settimane successive
(Pagani et al., 2009).

Una volta appurata la presenza di specie infestanti bisogna limitare
la loro presenza attraverso I'uso di metodi di controllo preventivi o
curativi che possono essere di tipo biologico, fisico o chimico.

Il controllo biologico viene effettuato principalmente con Ia
confusione sessuale tramite l'utilizzo di feromoni sessuali o di
aggregazione; i feromoni sono descritti da Dicke e Sabelis (1988)
come semiochimici capaci di mediare un’interazione fra individui
appartenenti alla stessa specie. Tale comunicazione pud portare
vantaggi all’organismo che produce la sostanza, all’'individuo che la
riceve o ad entrambi. | feromoni sessuali delle specie principali di
lepidotteri infestanti sono delle catene idrocarburiche insature
contenenti esteri, alcoli e aldeidi (Plarre, 1998), il componente
principale del feromone, presente in tutte le tignole & lo (Z,E)-9,12-
tetradecadienilacetato noto come ZETA o TDA, mentre un
componente secondario caratteristico di Ephestia cautella € lo (Z)-9-
tetradecenilacetato (ZTA) (Brady, 1973). Un ulteriore costituente &
stato individuato da Krasnoff et al., (1984) ovvero lo (Z,E)-9,12-
tetradecadienolo (ZETOH), questa volta in femmine di Ephestia

elutella.



Il controllo fisico invece e eseguito mediante mezzi ad azione
preventiva come gli “Entoler” ovvero dei sistemi dove la farina
transita ad alta velocita in una girante costituita da tondini in acciaio
e attraverso gli impatti, le uova presenti all'interno del prodotto
alimentare si rompono (Siss and Guerra, 2021). Un altro metodo e
la modifica delle temperature per rendere meno favorevole lo
sviluppo degli infestanti, ad esempio, per mezzo di trattamenti con
calore (Pagani et al., 2009; Richard T. Arbogast, 1981) o trattamenti
con basse temperature (L. Suss et al., 2021; H. D. Burges, 1956;
E.Jonathan Donahaye et al., 1995; Athanassiou, C. G. et al., 2018).

Per quanto riguarda il controllo chimico invece, tra i principi attivi
utilizzabili si identificano insetticidi organici di origine naturale e
analoghi sintetici (piretri e piretroidi), insetticidi organici di sintesi
(fosforganici, carbammati, azotorganici, regolatori di crescita,
neonicotinoidi), insetticidi biologici, insetto-repellenti e gas tossici
(fosfina, difluoruro di solforile) regolamentati dal Regio Decreto n°
147 del 9 gennaio 1927. Per quanto riguarda i fumiganti, nel passato
quello pit comunemente utilizzato era il bromuro di metile, ma a
seguito del protocollo di Montreal (convenzione internazionale del
16/09/1987,) il suo uso & stato ridotto fino alla sua completa
dismissione nel 2005 dal momento che & un depletore dell’'ozono
stratosferico. Un’alternativa ancora oggi utilizzata & il difluoruro di
solforile che & un fumigante ad ampio spettro d’azione efficace su

tutti gli stadi degli insetti bersaglio.

1.4 CLASSIFICAZIONE DI Ephestia cautella E Plodia interpunctella

Ephestia cautella e Plodia interpunctella (Pyralidae) sono due
lepidotteri appartenenti alla superfamiglia Pyraloidea che
comprende 16000 specie circa. Questa & la terza delle piu grandi
superfamiglie di lepidotteri, preceduta dalle superfamiglie
Noctuoidea e Geometroidea (M. Alma Solis, 2007). Pyraloidea
attualmente e divisa nelle due famiglie Pyralidae e Crambidae: le

loro differenze sono state osservate per la prima volta da Borner



(1925) e si basano essenzialmente sulla forma degli organi timpanici
presenti sull’addome degli adulti. Le larve di questa superfamiglia
presentano diverse caratteristiche comportamentali: alcuni gruppi si
sono adattati ad ambienti acquatici e si cibano di piante (Lange
1956; Munroe 1972), altri possono essere predatori di insetti, o
cibarsi di feci di bradipi (Waage and Montgomery 1976) e pipistrelli
(Solis and Mitter 1992), di felci (Solis et al. 2005; Yen et al. 2004). Di
particolare interesse per la filiera agroalimentare sono quelle specie
che si nutrono appunto di prodotti immagazzinati (S. Mohandass et

al., 2007; Allotey, J. et al., 1990; Ali A. Isikber et al., 2009).

1.4.1 Ephestia cautella

1.4.1.1 MORFOLOGIA E CICLO BIOLOGICO

Il ciclo biologico di E. cautella presenta diverse generazioni all’anno,
a seconda delle temperature (Husain et al., 2017). Gli adulti sono
distinguibili grazie alla forma della parte terminale dell’addome: nei
maschi questa & piu ampia, nelle femmine invece si restringe ed ha
una forma tubolare (H. Setyaningrum, 2017). L’insetto adulto ha
un’apertura alare di circa 20 mm e misura dai 13 ai 20 mm di
lunghezza (A. Malik et al., 2019), le ali sono di colore grigio screziato
con linee pil scure verso I'estremita, le ali posteriori invece sono piu
chiare e tutte le ali terminano con una frangia (R. Thangjam, 2003;
A. Malik et al., 2019). Gli adulti di E. cautella non hanno un apparato
boccale masticatore, il loro apparato ha I'unica funzione di prelevare
liquidi presenti nell’ambiente (Ryne, et al., 2004). In presenza di una
fonte d’acqua la loro aspettativa di vita aumenta e le femmine
riescono a deporre piu uova (Norris, 1934) passando da circa 150 -
200 uova per femmina, fino ad arrivare in alcuni casi a piu di 300 (H.
Setyaningrum, 2017).

Le uova vengono deposte singolarmente o in gruppo, hanno una

forma leggermente ovale e sono inizialmente di colore bianco che va



a scurirsi man mano che I'embrione si sviluppa (Pagani et al., 2009)
(figura 1.4b).

Le larve presentano il capo scuro, ben distinto dal resto del corpo, il
quale & di colore bianco/giallastro e segmentato: i tre segmenti
toracici hanno un paio di zampe articolate ciascuno, mentre, dei
dieci segmenti addominali, quelli dal terzo al sesto (compresi) e il
decimo sono provvisti di pseudozampe uncinate all’estremita (Bayer
CropScience ltalia S.r.l.,, 2008). Negli stadi larvali pilu avanzati &
possibile determinare il sesso dell’insetto grazie all’individuazione di
una macchia piu scura sul dorso dell’addome presente solamente
nei maschi (figure 1.4c e 1.4d), caratteristica che e presente anche
nella fase pupale (H. Setyaningrum, 2017).

Anche le pupe virano di colorazione: dal marrone chiaro passano a
tonalita piu scure man mano che l'insetto si sviluppa all’interno (H.
Setyaningrum, 2017) (figura 1.4e).

E. cautella e distinguibile da altre specie dello stesso genere per
esempio osservando le caratteristiche dell'ottavo segmento
addominale: E. cautella e distinguibile da Ephestia elutella (Figura
1.4a, al centro) perché lo spiracolo di quest’ultima e piu piccolo
rispetto all’area membranosa tra la sclerite e la setola p. Per
distinguere E. cautella (Figura 1.4a, a sinistra) da Ephestia kuehniella
(Figura 1.4a, a destra) bisogna osservare se il diametro dello
spiracolo & uguale o maggiore rispetto all’'area membranosa tra la
sclerite e la setola p; e se la distanza tra lo spiracolo e la setola €
inferiore al diametro dell’area membranosa tra la sclerite e la setola

p. (Audrey D. Atken, 1963).

1.4a

Figura 1.4a: Da sinistra verso destra: ottavo segmento addominale di Ephestia cautella,
Ephestia elutella e Ephestia kuehniella. (immagine di Audrey D. Atken, 1963)



Figura 1.4c: maschio di E. cautella allo stadio larvale (foto di Ivana Carofano); Figura 1.4d:
femmina di E. cautella allo stadio larvale (foto di Ivana Carofano)

Figura 1.4e: pupe di E. cautella (foto di lvana Carofano); Figura 1.4f: adulto di E. cautella (foto
di Samuele Morao)

Diversi studi hanno provato a definire dei parametri di crescita per
questa specie: nello studio di Burgers e Haskins (1964) le uova di E.
cautella si sono schiuse a temperature comprese tra i 15 e i 37.5°C;
in uno studio precedente lo stesso Burges trovo un limite inferiore di
13°C al quale diverse uova schiusero; anche Yatomi e Yamashita
(1938) ottennero dei risultati simili a temperature comprese tra i 10
e i 38°C. Nello studio di Mathlein (1961) le uova oggetto di studio si
schiusero a 13.5°C ma non a 13°C, in questo caso le larve entrarono
in uno stato di diapausa mentre riuscirono a completare lo sviluppo
le larve poste a 15.5°C.

A differenza di uova e pupe, stadi in cui le differenze di umidita
relativa provocano effetti minimi(Tuli e Mookherjee, 1963), le larve
allevate a parametri di umidita differenti rispondono in modi diversi:
la bassa umidita pud frenare la crescita della larva e se

eccessivamente bassa puo portare alla morte dell’individuo; la larva



infatti, attraverso lo scambio respiratorio e attraverso le feci perde
liquidi, i quali possono non essere riassorbiti nel caso in cui il cibo sia
troppo secco, duro o difficile da mangiare (Burges, 1960). Ad
umidita troppo elevate invece c’e il rischio che si formino muffe che
possono portare alla morte di larve e pupe (H. D. Burgers and K. P. F.

Haskins 1964).

1.4.1.2 DANNI E DIFFUSIONE

Ephestia cautella € una specie cosmopolita, ma particolarmente

abbondante nelle regioni pil calde e tropicali (Zacher, 1958).

3

Figura 1.4g: stati dove é stata registrata la presenza
www.cabi.org)

ESS

di Ephestia cautella. (Fonte:

E. cautella & un parassita che pud attaccare diversi tipi di prodotti
come riso, mais, fagioli, soia, farina, arachidi e altri tipi di frutta
secca (Malik et al. 2019). Le larve riescono a perforare vari materiali
utilizzati per il confezionamento delle derrate alimentari come
cellophane, polietilene, carta e polivinilcloruro (L. Daniel Cline,
1978). | danni sono provocati dalle larve che nutrendosi del cibo lo
contaminano con escrementi, producono bave sericee e rilasciano
frammenti delle esuvie che possono compattare il cibo provocando
malfunzionamenti e blocchi dei condotti dei macchinari (Bayer
CropScience ltalia S.r.l., 2008). Questi danni ovviamente, oltre ad

essere problematici per i macchinari utilizzati nelle industrie
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alimentari, rendono il prodotto non pil vendibile a causa dei
problemi igienici (Khare, 1994) e possono causare perdite fino al

60% (Malik, 2019).

1.4.2 Plodia interpunctella

1.4.1.1 MORFOLOGIA E CICLO BIOLOGICO

Le uova di Plodia interpunctella variano dai 0,3 ai 0,5 mm di
dimensione (Thomas R. Fasulo and Marle A. Knox, 2007), hanno
delle escrescenze arrotondate e una carena prominente in
un'estremita che permette di distinguerle dalle uova di altri insetti
delle derrate (Mohandass et al., 2007).

Le larve possono essere lunghe da 8 fino a 20 mm, sono di colore
biancastro, a volte tendente al verde pallido o al rosa chiaro; alla
base delle sete non ci sono macchie scure chiamate pinnacoli
(Pagani et al. 2009), caratteristica che permette di distinguere le

larve da quelle di Ephestia sp. (figura 1.4h).

1.4h / / )

sb2 \_

(=]

Figura 1.4h: a sinistra, ottavo segmento di Plodia interpunctella, caratterizzato dall’assenza di
pinnacoli; a destra, ottavo segmento di Ephestia sp. caratterizzato da pinnacoli ben evidenti (J.
Richard Gorham, 1999)
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P. interpunctella ha 5 stadi larvali (Mohandass et al., 2007; Gage, M.
J. G. 1995), al quinto stadio puo entrare in uno stato di diapausa se
esposta a basse temperature (Tzanakakis, 1959; Johnson et al.,
1995) o a fotoperiodi corti (Tzanakakis, 1959; Bell and Walker,
1973): Come ¢ stato rilevato da Bell (1976) che ha indotto lo stato di
diapausa con fotoperiodo 13:11 e temperatura di 20 e 25 °C, o da
Mbata (1987) che ha ottenuto lo stesso risultato portando delle
larve allevate a 30°C ad una temperatura di 20°C. Nei periodi
invernali quindi molti esemplari sopravvivono in uno stato di
diapausa allo stadio larvale e con l'inizio della primavera queste
possono proseguire nella loro crescita (Mason, 2003). In alcune aree
geografiche, tuttavia, & possibile che il periodo di diapausa sia
assente a causa delle temperature non sufficientemente basse
(Prevett, 1971).

Gli adulti possono misurare dai 6 ai 9 mm e possono avere
un’apertura alare che varia dai 14 ai 20 mm. Le ali anteriori
presentano il terzo prossimale di colore giallo chiaro mentre i due
terzi distali sono di colore rosso mattone con delle strisce trasversali
nere; le ali posteriori sono biancastre mentre il capo e il torace sono
molto scuri (Pagani et al. 2009). Le femmine adulte si orientano
percependo gli odori rilasciati dal cibo e in prossimita di questo
depositano molte pill uova rispetto a substrati che ve ne sono privi;
anche gli odori delle secrezioni larvali di individui della stessa specie
incidono sulla deposizione delle uova (Phillips and Strand, 1994).
Studi sulla fecondita di P. interpunctella hanno evidenziato che
questa varia notevolmente a seconda del tipo di cibo, delle
dimensioni della femmina e dalla presenza o meno di fonti d’acqua
(Mbata, 1985; Y. S. Chow et al., 1977). In particolare, Mbata (1985)
riporta a 30°C la fecondita massima, mentre Bell (1975) evidenzia a
questa temperatura solo un successo nell’accoppiamento. In
quest’ultimo studio sono riportati anche i tempi di sfarfallamento
degli adulti a 20 e 25°C, con umidita relativa del 70% e sono
rispettivamente di 60 e 34 giorni. Johnson et al. (1992) hanno
rilevato invece un tempo di sviluppo di 22,6 giorni a 28,3°C

utilizzando crusca come substrato.
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Figura 1.4i: uova di P. interpunctella (foto di Samuele Morao)

1.4j .l IR

Figura 1.4j: larva maschio di P. interpunctella (foto di Samuele Morao); Figura 1.4k: larva
femmina di P. interpunctella (foto di Samuele Morao)

g
Figura 1.4l (sotto): esemplari adulti di P.interpunctella durante I'accoppiamento (foto di
Samuele Morao)

1.4.4.2 DANNI E DIFFUSIONE

Plodia interpunctella & una specie cosmopolita, presente in ogni
continente, tranne I’Antartide (Rees, 2004) (figura 1.4j). Predilige
climi temperati-caldi e viene spesso trovata nelle abitazioni, negli

esercizi commerciali, nei depositi di derrate e nelle industrie.

Figura 1.4m: stati dove é presente Plodia interpunctella. Fonte www.cabi.org
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P. interpunctella € considerata una delle specie di lepidotteri piu
dannose a livello mondiale per le derrate alimentari; i danni sono gli
stessi provocati da E. cautella descritti in precedenza, avendo queste
due un simile comportamento (Phillips et al., 2000). E un insetto
estremamente polifago e i prodotti colpiti sono riportati in diverse
pubblicazioni (Johnson et al.,, 1992, 1995; Sedlacek et al., 1996;
Nansen and Phillips, 2003, 2004), attacca cariossidi (Predojevic et al.,
2017; D.P. Locatelli et al., 1998), farina e prodotti di derivazione
cerealicola (Locatelli et al., 1998; Doud and Phillips, 2000; Uechi et
al., 2007), frutta secca ed essiccata (Filip N. Vukajlovic et al., 2019;),
cacao e cioccolato (Trematerra et al,, 2016; Olsson et al., 2005) e

semi di vario genere (Pagani et al. 2009).

1.5 Habrobracon hebetor

1.5.1 CLASSIFICAZIONE E DISTRIBUZIONE

Habrobracon hebetor &€ un insetto presente principalmente nella
fascia temperata del pianeta (cabi.org) (figura 1.5a); & un idiobionte
ectoparassitoide della famiglia Braconidae (Eliopoulos and Stathas
2008); questa & una delle pit abbondanti famiglie di parassitoidi
(Shaw and Huddleston 1991, LaSalle and Gauld 1993) contenente
piu di 1100 generi e piu di 21220 specie descritte (Yu et al., 2016).
Solitamente i braconidi parassitizzano larve di lepidotteri, coleotteri
e ditteri (Wharton et al. 1997): Habrobracon hebetor ha come ospiti
diversi lepidotteri che recano danni alle derrate alimentari come per
esempio Cadra calidella, Cadra figulilella, Corcyra cephalonica,
Ephestia elutella, Ephestia cautella, Ephestia kuehniella, Helicoverpa
armigera, Mamestra brassicae, Plodia interpunctella e Sitotroga

cerealella (www.cabi.org/isc/).
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Figura 1.5a: Zone dove Habrobracon hebetor risulta presente; fonte:
www.cabi.org/isc

1.4.2 MORFOLOGIA E CICLO BIOLOGICO

Nella scelta degli ospiti, le femmine prediligono larve di grandi
dimensioni questo molto probabilmente perché piu facili da
individuare rispetto a quelle piu piccole e perché permettono una
fitness maggiore per la prole (R.O. Akinkurolere et al., 2009; E.
Borzoui et al., 2016). La femmina riesce a percepire i cairomoni
prodotti e rilasciati dalle secrezioni sericee dei possibili ospiti; una
volta individuati, li paralizza con il suo pungiglione (Dweck et al.,
2008) e in un momento successivo deposita sul corpo immobilizzato
un numero variabile di uova (Antolin et al. 1995, Ullyett 1945);
gueste sono di colore bianco opaco, lisce e molto allungate, con una
lunghezza media di circa 0.52 mm (Cleder Pezzini et al. 2017) (figura
1.5b). Una volta schiuse, le larve appaiono inizialmente trasparenti e
successivamente diventano sempre piu opache a causa dello
sviluppo e dellingrandimento dell’intestino (Cleder Pezzini et al.
2017) (figura 1.5c); dopo circa 84 ore dalla parassitizzazione i tessuti
dell’ospite sono quasi completamente consumati e il parassitoide si
allontana per la fase pupale. Questa avviene all'interno di un
bozzolo di seta creato grazie alle ghiandole labiali, che offre
protezione da danni di tipo fisico, da predatori,
dall’iperparassitoidismo e dall'essiccamento (Tagawa e Kitano 1981)
(figura 1.5d). Una volta sfarfallate, le femmine adulte sono
solitamente piu grandi dei maschi e sono facilmente distinguibili da
essi data la presenza dell’ovopositore; un’altra differenza consiste
nella lunghezza delle antenne: esse, infatti, sono piu lunghe nei
maschi e presentano dai 18 ai 20 segmenti, le femmine invece
hanno antenne piu corte (H.K. Dweck and N.S. Gadallah, 2008)
(figure 1.5e e 1.5f).
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Figura 1.5b: uovo di H. hebetor su larva di E. cautella (foto di Ivana Carofano); figura 1.5c:
larve di H. hebetor su larva di E. cautella (foto di Ivana Carofano)

1.5d

U

Figura 1.5d: pupa di H. hebetor con resti di larva di E. cautella (foto di lvana Carofano

N W X
1.5e VR W R

Figura 1.5e: maschio adulto di H. hebetor (foto di Ivana Carofano); Figura 1.5f: femmina
adulta di H. hebetor (foto di Ivana Carofano)
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2 SCOPO DELLA TESI

Habrobracon hebetor & tra i piu efficaci parassitoidi di lepidotteri
che attaccano le derrate alimentari, per questo & stato sempre
soggetto a diversi studi. Con I'aumento delle restrizioni normative
riguardanti i biocidi e la richiesta sempre crescente da parte dei
consumatori di prodotti maggiormente rispettabili dell’ambiente, i
ricercatori si sono focalizzati sullo sviluppo di tecniche alternative
per sopperire la mancanza di determinati pesticidi in modo da
garantire la vendita di prodotti alimentari limitando allo stesso
tempo le perdite. Tra queste tecniche, la lotta biologica sfrutta le
interazioni che avvengono di norma tra gli organismi dannosi e i loro
antagonisti e, nell’industria alimentare, H. hebetor puo ritenersi uno
dei possibili alleati contro varie specie di tignole, ma per far questo
servono ulteriori conoscenze e un metodo di allevamento di massa
efficiente & da ritenersi fondamentale.

In questo studio sono state messe alla prova varie femmine di H.
hebetor per acquisire maggiori informazioni su un possibile
allevamento di massa; nello specifico, sono state svolte tre prove in

modo da raggiungere i seguenti obbiettivi:

i) comprendere il quantitativo ottimale di larve da esporre al
parassitoide in un’ottica di allevamento di massa al fine di evitare da
un lato la superparassitizzazione e dall’altro un impiego eccessivo di

larve ospiti

ii) valutare la fecondita e la longevita del parassitoide nel tempo

nell’ottica dell’ottimizzazione di allevamento di massa.

iii) valutare la preferenza del parassitoide tra due ospiti quali

Ephestia cautella e Plodia interpunctella.
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3 MATERIALI E METODI

3.1 ALLEVAMENTI

Le uova e le larve di Ephestia cautella e Plodia interpunctella sono
state fornite dal laboratorio entomologico Entostudio (Viale del
Lavoro, 66, 35020, Padova).

Le larve delle due tignole sono state allevate all'interno di un
substrato di allevamento composto principalmente da farina di mais
(circa 2/3) e farina di frumento (1/3) a cui sono stati aggiunti crusca,
lievito secco, muesli tritato, miele e glicerolo. Sono stati utilizzati
contenitori trasparenti di 11 cm di altezza e 9 cm di diametro,
I'arieggiamento é stato reso possibile dall’applicazione sul coperchio
di una retina in nylon con fori da 160 um. A seconda delle necessita,
le larve sono state poste a 25°C e 60+5% UR quando non erano
ancora pronte per le prove di parassitizzazione e quindi aumentarne
la velocita di crescita e a 16°C e 60£5% UR per rallentare la crescita
delle larve. Gli adulti sfarfallati sono stati messi in un barattolo di
vetro di 30 cm di altezza e 15 cm di diametro con una rete in plastica
sull’apertura e capovolto su un vasetto raccoglitore per permette la

caduta delle uova e una loro semplice raccolta.

Figura 3.1a: (davanti): vaso in vetro per la riproduzione degli adulti di E. cautella, nella parte
bianca inferiore vengono raccolte le uova; (sullo sfondo): barattoli con substrato di
allevamento e larve
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La ditta Biologische-Beratung (Storkower Str. 55a, 10409, Berlino) ha
invece fornito periodicamente il prodotto “Flour Moth Braconid” il
quale contiene 30 esemplari di Habrobracon hebetor allo stadio
pupale. Gli esemplari di Habrobracon hebetor sfarfallati sono stati
messi all’'interno di un contenitore di plastica di 18 x 13 x 7 cm, sul
coperchio e stata applicata una retina ed e stata incollata
un’eppendorf con il fondo tagliato per facilitare I'inserimento degli
insetti. Gli insetti sfarfallati inizialmente venivano trasferiti con un
aspiratore in un contenitore per permettere I'accoppiamento; dopo
un paio di giorni le femmine sono state spostate in altri contenitori
con all'interno substrato e larve da parassitizzare in modo da
aumentare il numero di parassitoidi a disposizione; periodicamente
sono state aggiunte delle gocce di miele e acqua per permettere ai

parassitoidi di cibarsi.

Figura 3.1b: una delle scatole utilizzate per iniziare I'allevamento di H. hebetor (foto di
Samuele Morao)
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3.2 PROVA 1: individuazione del numero minimo di ospiti da esporre al
parassitoide nell’'unita di tempo (test no-choice)

Lo scopo della prova era comprendere il quantitativo ottimale di
larve da esporre al parassitoide in un’ottica di allevamento di massa
al fine di evitare da un lato la superparassitizzazione e dall’altro un
impiego eccessivo di larve ospiti.

Per questa prova sono state utilizzate delle piastre Petri in plastica

trasparente di 10 cm di diametro con all’interno di ciascuna:

e 10,200 30 larve di E. cautella

e Mezzo cucchiaino da caffe di substrato alimentare e una
goccia di soluzione di acqua e miele (1:1) nella parte interna
del coperchio

e Una femmina di H. hebetor di massimo 48 ore di eta,
precedentemente lasciata all’'interno di una gabbia per 24

ore al fine di favorirne I'accoppiamento.

Una volta terminata la prova (dopo 24 h), i parassitoidi sono stati
rimossi dalle piastre Petri.

Le piastre Petri sono state controllate ogni 2-3 giorni rilevando il
numero di parassitoidi sfarfallati dagli ospiti (distinguendo tra
maschi e femmine). Per la prova sono state fatte 8 repliche per
ognuna delle 3 tesi (10, 20, 30 larve ospite) (Fig. 3.2a). la prova é

stata svolta ad una temperatura di 25.4°C.

3.2a

s substrato
D peme e

‘ Goccia di acqua e miele

~

| Habrobracon hebetor }

)

L

Figura 3.2a: rappresentazione del test no-choice (prova 1)
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3.3 PROVA 2: Fecondita e longevita del parassitoide

Lo scopo della prova era valutare la fecondita e la longevita del
parassitoide nel tempo nell’ottica di ottimizzazione dell’allevamento
di massa. Analogamente alla prova precedente sono state preparate
delle piastre Petri di uguale dimensione e con lo stesso substrato di
allevamento per I'ospite. In questa prova in ciascuna Petri venivano
inserite 20 larve di E. cautella e una femmina del parassitoide per 24
h. La stessa femmina dopo 24 h veniva estratta e inserita in una
successiva piastra Petri analoga. Si & proceduto in questo modo fino
al termine del ciclo vitale di ciascuna femmina. In totale la prova &
stata replicata 10 volte. In occasione di periodi festivi (o in assenza
di larve ospiti da fornire) le femmine venivano spostate in ulteriori
piastre Petri con una goccia di miele e acqua come fonte di
sostentamento in attesa della continuazione della prova.

Come descritto per la prova precedente, da ciascuna piastra Petri,
sono stati contati il numero di adulti del parassitoide sfarfallati
(distinguendo fra maschi e femmine). Inoltre, con questa prova, €
stata ottenuta la longevita media delle femmine di H. hebetor e la
loro capacita di parassitizzare larve nel corso della loro vita, il tempo
medio di sfarfallamento della generazione F1, la sex ratio, nonché
I’'andamento dello sfarfallamento (Fig. 3.3a). la prova é stata svolta

ad una temperatura di 25.4°C.

3.3a

I . | substrato
=1 Goccia di acqua e miele

[ ottt g L&
-+ Ephestia cautella x 20 |~

Figura 3.3a: rappresentazione della prova di fecondita e longevita (Prova 2).
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3.4 PROVA 3: Test choice E. cautella — P. interpunctella

All'interno della piastra Petri sono state inserite due larve: una di
Ephestia cautella e una di Plodia interpunctella di dimensioni simili
(IV o V stadio). Successivamente ¢ stata introdotta una femmina di
Habrobracon hebetor allo scopo di rilevare la preferenza nella scelta
dell’ospite da parassitizzare. In particolare, nella prima ora é stato
rilevato i) il tempo trascorso dall'introduzione della femmina
all’aggressione di ciascuna delle due larve ospiti e ii) il tempo
trascorso dall’introduzione della femmina e la successiva paralisi

dell’ospite.

Al termine dell’ora la femmina era lasciata all’interno della piastra
Petri e venivano rilevate le uova deposte immediatamente (1 h), a 4
h e a 24 h. In seguito, la femmina veniva rimossa e tutte le Petri
conservate al fine di rilevare il numero di parassitoidi sfarfallati.
Quindi, i dati ottenuti sono stati: il tempo e la preferenza di
parassitizzazione delle 2 larve e il numero di uova presenti su di esse
dopo 1, 4 e 24 ore. Per questa prova sono state fatte 43 repliche. la

prova e stata svolta ad una temperatura di 25.4°C.

3.4a

Habrobracon hebetor
N hd

Plodia interpunctella Ephestia cautella

Figura 3.4a: rappresentazione del test choice (Prova 3)
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3.5 ANALISI STATISTICHE

Per quanto riguarda I'esposizione a diversi quantitativi di E. cautella,
si e utilizzato un modello di regressione lineare (ANOVA ad una via).
La variabile risposta e rappresentata dal numero totale di adulti di H.
hebetor sfarfallati dalle larve ospiti. La variabile esplicativa invece &
rappresentata dalla tipologia di tesi, ossia il numero di larve di E.
cautella utilizzate in ciascuna piastra Petri (variabile categorica con
tre livelli: 10 larve, 20 larve e 30 larve).

Per quanto riguarda la prova choice con Ephestia cautella e Plodia
interpunctella si € andati a valutare: 1) il tempo in minuti
dall'inserimento di H. hebetor alla prima puntura sulle larve delle
due specie, 2) il tempo in minuti dall’'inserimento del parassitoide
alla paralizzazione delle larve ed il numero di uova presenti nelle
larve 3) dopo 1 ora 4) dopo 4 ore e 5) dopo 24 ore. Per effettuare i 5
confronti, si e utilizzato il test t di Student per dati appaiati.

| confronti a coppie tra le tesi sono stati effettuati utilizzando la
correzione di Tukey per i p-value. | p-value vengono considerati
significativi qualora maggiori di 0.05. Tutte le analisi sono state

effettuate tramite il software R (R Code Team, 2021).
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4 RISULTATI

4.1 PROVA 1: individuazione del numero minimo di ospiti da

esporre al parassitoide nell’unita di tempo (test no-choice)

L’'obiettivo di questa prova e stato quello di individuare il numero
ottimale di larve da esporre al parassitoide in un’ottica di
allevamento di massa. Dalla prova effettuata & stata rilevata una
differenza non significativa nel numero di adulti di H. hebetor della
generazione F1 per le piastre Petri contenenti 10 e 20 larve, mentre
e stata osservata una differenza significativamente maggiore nelle
piastre Petri contenenti 30 larve di E. cautella (Fig. 4.1a). degli ospiti
esposti, in media I'1.25%, 6.25% e il 20% non sono stati paralizzati
sul totale di 10, 20 e 30 larve. | risultati statistici (ANOVA) sono

riportati nella tabella 4.1c.

4.1a
16

14 b
12 -

10

3 |

6 - a a

4 ]

5 |

0 . .

10 larve 20 larve 30 larve

H. hebetor sfarfallati

n° dilarve di E. cautella

Figura 4.1a: numero medio di individui di H. hebetor sfarfallati utilizzando come ospiti un
numero di 10, 20 o 30 larve di Ephestia cautella esposte per 24 ore alla femmina del
parassitoide e numero medio di larve ospite paralizzate dal parassitoide. A lettere diverse
corrispondono differenze statisticamente significative (p < 0.01).

M larve paralizzate (%) M larve non paralizzate (%)

4.1b
100% A
75% A

50% A

25% A

0% -
10 larve 20 larve 30 larve

Figura 4.1b: percentuale di larve di E. cautella paralizzate dalle femmine di H. hebetor nella
prova 1
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4.1c Gradi di Somma Media

Liberta Quadrati Quadrati F-value p-value
Tesi 2 300.250 150.125 6.702 0.006
Residui 21 470.370 22.399

Tabella 4.1c: test ANOVA della prova no-choice (numero di adulti di H. hebetor sfarfallati dalle
diverse tesi)

4.2 PROVA 2: Fecondita e longevita del parassitoide

L'obbiettivo della prova comprendeva la valutazione della fecondita
e della longevita del parassitoide nel tempo per I'allevamento di
massa. Dalla prova effettuata, utilizzando 10 femmine di H. hebetor,
e stata osservata in media una longevita di 37.2 + 4.2 giorni.
Mediamente, da una femmina sono stati ottenuti 245.6 + 32.2
individui della generazione F1 con una sex-ratio (femmine/maschi)
di 0.83 (figura 4.2a e figura 4.2b). Gli sfarfallamenti nel tempo
(distinti in femmine e maschi) della generazione F1 sono invece

visibili in figura 4.2d; il grafico & stato ottenuto attraverso una
media mobile a 3 punti. La figura 4.2e mostra invece il rapporto tra

la longevita e la fecondita delle femmine di H. hebetor. Dal grafico

non € emersa nessuna correlazione significativa.

4.2a
Repliche N® figli Longevita ovid:::)asti:ione @ & SEX
totale (gg) RATIO
(g8)
1 279 56 38 109 170 0,641
2 178 37 22 78 100 0,780
3 411 44 38 219 192 1,141
4 241 51 31 103 138 0,746
5 249 44 36 90 159 0,566
6 286 20 15 121 165 0,733
7 176 24 15 101 75 1,347
8 370 30 25 155 215 0,721
9 213 47 33 119 94 1,266
10 53 19 11 17 36 0,472
media 245,6 37,2 26,4 1112 1344 0,827

Figura 4.2a: fecondita (totale, femmine e maschi), longevita e durata dell’ovideposizione delle
10 femmine di H. hebetor utilizzate e sex-ratio complessiva degli individui della generazione F1
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fecondita e longevita
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
femmine di H. hebetor

Figura 4.2b: longevita e numerosita dei figli ottenuti dalle 10 femmine di H. hebetor utilizzate;
Figura 4.2c (sotto): valori medi ottenuti dalle 10 femmine di H. hebetor utilizzate

300 1
4.2c
250 A
200

150 A

100 A

fecondita  longevita
media media (gg)

18 4 il femmine = maschi

4.2d

16
14
12 A

10 4

fecondita nel tempo

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55
giorni dalla prima esposizione

Figura 4.2d: andamento della fecondita nel tempo degli adulti di H. hebetor sfarfallati
dall’inizio delle esposizioni. Le due curve nel grafico sono state realizzate facendo una media
mobile a tre valori.
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Figura 4.2e: rapporto tra longevita e fecondita di H. hebetor. Non é emersa alcuna
correlazione significativa (p > 0.05)

4.3 PROVA 3: Test choice E. cautella - P. interpunctella

L'obbiettivo della prova & stato quello di valutare la preferenza del
parassitoide tra due ospiti: Ephestia cautella e Plodia interpunctella.
Dalla prova effettuata non si rilevano differenze statisticamente
significative (si nota tuttavia una tendenza alla significativita) tra il
tempo intercorso tra l'inserimento di H. hebetor nella piastra Petri e
la parassitizzazione delle larve di P. interpunctella (t = 43.1 + 4.3
min) e E. cautella (t = 30.2 + 4.4 min) (figura 4.3a).

Al contrario la paralisi della larva ospite subentra in un tempo
significativamente inferiore in E. cautella (36.3 + 3.0 min) rispetto al
tempo in cui si verifica la paralisi in P. interpunctella (46.4 + 2.9 min).
Infatti, in quest’ultima specie la paralisi si manifesta mediamente in
un tempo maggiore di 10 minuti (p < 0.045) (figura 4.3a).

Non sono invece state osservate differenze significative del numero
di uova del parassitoide presenti nelle due specie dopo 1 ora
(nessun uovo su P. interpunctella; 0.21 + 0.02 su E. cautella), mentre
si hanno differenze significative dopo 4 ore (in media 1.9 uova in piu
in E. cautella; p < 0.001) (0,67 + 0,04 uova su P. interpunctella e 2.72
+ 0.07 su E. cautella) e dopo 24 ore (in media 2.4 uova in piu in E.
cautella; P= 0.006) (3.67 = 0.10 uova su P. interpunctella e 6.16 +
0.11 su E. cautella) (figura 4.3b).
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Figura 4.3a: tempi medi (43.1 + 4.3 min per P. interpunctella e 30.2 # 4.4 min per E. cautella)
intercorsi dall’esposizione alla puntura delle femmine di H. hebetor utilizzate e tempi medi
dall’esposizione alla paralisi della larva ospite (46.4 + 2.9 min per P. interpunctella e 36.3 + 3.0
min per E. cautella) (* = p < 0.05).

4.3b

7 1 Hplodia  Mephestia

n° di uova
N w H [6,]
1 1 1 1

iy
1

0 R
uovaadlh uovaadh uovaa24h

Figura 4.3b: numero di uova deposte mediamente dopo 1, 4 e 24 ore sulle larve ospite dalle
femmine di H. hebetor (* = p < 0.05).
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5 DISCUSSIONE

Dalla prova 1, il cui obbiettivo era quello di comprendere quante
larve di E. cautella esporre al parassitoide, & stata ottenuta una
differenza significativa con I'esposizione di 30 larve, mentre
I'esposizione di 10 e 20 larve hanno ottenuto un quantitativo di
parassitoidi sfarfallati molto simile tra loro. Questo puo significare
che un numero di 30 larve ospite in uno spazio delimitato come una
piastra Petri permette lo sfarfallamento di piu individui per almeno 3
motivi:

1) la frequenza con cui la femmina di H. hebetor incontra una larva
ospite aumenta con l'aumentare della densita dell’ospite; quindi,
questa riesce a parassitizzare con successo le larve piu
frequentemente dedicando cosi piu tempo alla deposizione delle
uova. Questo aumento di uova dipendente dalla densita degli ospiti
€ in accordo con quanto osservato nello studio di S. H. Yu et al.
(2003) i quali, utilizzando P. interpunctella come ospite hanno
osservato un numero crescente di larve paralizzate (esponendo da 1
a 32 larve) e un aumento di uova deposte dal parassitoide in
presenza di 1 fino a 16 larve ospiti. Tuttavia, il calo di uova da loro
riscontrato esponendo 32 larve, da noi non e stato osservato con
I’esposizione di 30 larve.

2) Con una elevata disponibilita di larve ospiti, la femmina del
parassitoide puo deporre meno uova sulle singole larve per
diminuire la  competizione intraspecifica della progenie
(superparassitizzazione inferiore), come evidenziato negli studi di
Ullyett (1945) utilizzando come ospiti delle larve di Ephestia
kuehniella (in quantita di 2, 4, 6, 8 e 10) all'interno di vetrini
Syracuse (Syracuse watch-glass) di piccole dimensioni.

3) Nel caso di superparassitizzazione le singole larve del parassiotidi
hanno maggiore opportunita di spostarsi su altre larve dell’ospite
diminuendo la competizione e aumentando le chances di
sopravvivenza come descritto da Beard (1952).

Un ulteriore informazione e quella relativa al quantitativo di larve

ospite paralizzate: con 10 e 20 larve, le femmine di H. hebetor hanno
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paralizzato quasi tutte le larve a disposizione (1.25% e 6.25%
rispettivamente) ma questo non si e tradotto in un elevato numero
di prole sfarfallata. Con 30 larve invece, il 20% di queste non sono
state paralizzate, ma il numero di individui della generazione F1 &
risultato significativamente maggiore. E quindi possibile che la
competizione intraspecifica abbia svolto un ruolo chiave nella

riduzione della fecondita nelle prove con 10 e 20 larve.

Dalla prova 2: fecondita e longevita del parassitoide, il cui scopo era
qguello di valutare la fecondita e la longevita del parassitoide nel
tempo nell’ottica dell’ottimizzazione allevamento di massa, €
emerso che la vita media delle femmine utilizzate & di 37.2 + 4.2
giorni. Il valore & molto simile a quello ottenuto da Nikam e Pawar,
1993 (37.5 giorni) utilizzando Corcyra cephalonica come ospite. Yu et
al. (1999) invece hanno ottenuto una longevita media del
parassitoide di 20.9 giorni, utilizzando P. interpunctella come ospite.
A livello sperimentale, questa differenza pud essere attribuibile
(almeno in parte) alla presenza di cibo supplementare (soluzione 1:1
di acqua e miele) nel nostro studio e in quello di Nikam e Pawar e
assente in quello di Yu et al. Alcune femmine si sono dimostrate
molto longeve, arrivando a superare i 50 giorni di vita, altre sono
sopravvissute solo per 20 giorni. In diversi studi riguardanti i
parassitoidi come quelli di Pitcairn et al. (1992) su Oomyzus incertus,
Waage et al. (1984) su Trichogramma evanescens, Ellers et al. (1998)
su Asobara tabida suggeriscono una correlazione diretta tra le
dimensioni e I'aspettativa di vita delle femmine di vari parassitoidi.
Nello studio qui descritto non essendo state fatte misurazioni degli
individui utilizzati non possiamo escludere che la diversa longevita
riscontrata possa essere collegata alle dimensioni degli insetti.

Riguardo la fecondita, le femmine utilizzate hanno avuto in media
un numero di 245.6 = 32.2 figli, questo valore risulta simile alla
media di 205.17 (+ 13.03) ottenuta da Yu et al. (1999) utilizzando 5
larve di P. interpunctella al giorno e al valore di 258.9 (+ 1.5)
ottenuto da Nikam e Pawar (1993) utilizzando 30 larve di Corcyra

cephalonica al giorno. La sex ratio da noi ottenuta € pari a 0.83
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(femmine / maschi) (0.45 (femmine /(femmine +maschi)), un valore
compreso tra le sex ratio ottenute da Yu et al. (1999) e Reinert e
King (1971), rispettivamente 0.66 e 0.52 (utilizzando P.
interpunctella come ospite) e le sex ratio ottenute da Ohh (1993) di
0.36 e 0.38 (utilizzando E. elutella e P. interpunctella). Fino a 25
giorni dall’inizio della prova, il quantitativo di femmine della
generazione F1 risulta leggermente maggiore rispetto a quello dei
maschi. Un risultato simile viene descritto dallo studio di Yu et al.
(1999) nel quale le femmine di H. hebetor hanno prodotto pil
femmine nei loro primi 15 giorni di vita). Il picco di produzione di
figli maschi lo si ha dopo 34 giorni, mentre per le femmine il picco al
34-esimo giorno non risulta particolarmente evidente rispetto ai
picchi dei giorni precedenti. Dopo 34 giorni dall’inizio
dell’esposizione, la fecondita dei parassitoidi subisce un calo fino a
55 giorni, dopo i quali non sono stati trovati piu individui della
generazione F1. Un ulteriore informazione ottenuta dalla prova é
che non sono stati osservati sfarfallamenti da larve esposte ai
parassitoidi dopo il 38-esimo giorno di vita delle femmine di H.

hebetor utilizzate, anche da quelle piu longeve.

Dalla prova 3, il cui scopo era quello di valutare la preferenza del
parassitoide tra Ephestia cautella e Plodia interpunctella, & emerso
che le femmine del parassitoide pungono indistintamente le due
specie di larva. Questo dato € in contrasto con quanto osservato da
Taylor (1988) utilizzando E. kuehniella e P. interpunctella il quale
afferma che H. hebetor preferisce pungere P. interpunctella perché
meno aggressiva rispetto a E. kuehniella. 1l fatto di aver esposto
larve di dimensioni molto simili tra loro e un possibile simile
comportamento delle larve ospite usate nel nostro studio potrebbe
quindi giustificare il risultato ottenuto. Dallo studio effettuato &
emersa una differenza significativa sia per quanto riguarda il tempo
di paralisi dell’ospite (piu veloce con E. cautella) che per il numero di
uova deposte nelle due larve ospite (a favore di E. cautella, dove
sono presenti pit uova). Dopo un periodo di 24 h su P. interpunctella

sono state osservate una media di 3.7 £ 0.1 uova, con un massimo di
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12 uova in una larva; su E. cautella invece sono state trovate in
media 6.2 + 0.1 uova, con un massimo di 16 uova in una larva.

Questa differenza pud indicare una preferenza delle femmine
utilizzate per le larve di E. cautella oppure al contrario una
preferenza per P. interpunctella. La femmina potrebbe deporre su
questo ultimo ospite un numero inferiore di uova al fine di evitarne
la superparassitizzazione e quindi preservare la prole da fenomeni di
competizione. Questa seconda ipotesi, tuttavia, potrebbe essere
smentita osservando i risultati ottenuti da Taylor (1988), il quale ha
osservato un maggior numero di uova su larve di E. kuehniella
rispetto alle uova su P. interpunctella (nonostante la presunta minor
aggressivita della seconda specie descritta dallo stesso autore). A
guesto proposito sarebbero necessari ulteriori approfondimenti, ad
esempio, che mettano a confronto la sex ratio e la fitness in

generale della prole ottenuta dai due ospiti considerati.
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6 CONCLUSIONI
Le tignole delle derrate nell’industria alimentare sono degli insetti
particolarmente dannosi, che rischiano di compromettere parte
della produzione e rendono gli ambienti di lavorazione insalubri.
L'utilizzo di insetti antagonisti risulta quindi utile per limitare le
perdite produttive e i costi necessari per eventuali disinfestazioni
con prodotti di sintesi. Tra questi insetti antagonisti, H. hebetor & da
ritenersi un utile alleato; i dati raccolti nel presente lavoro possono
essere utilizzati come supporto informativo per la realizzazione di
sistemi di allevamento di massa in modo da comprendere quali
ospiti esporre al parassitoide in differenti situazioni e quando
quest’ultimo & da ritenersi non piu utile per la produzione di
ulteriori esemplari e quindi sostituibile per mantenere un livello di
produzione ottimale. Questo e ulteriori studi inoltre potrebbero
essere utili per la realizzazione di piani di liberazione o di utilizzo di
H. hebetor all'interno di industrie del settore alimentare per
contrastare la proliferazione di tignole evitando cosi perdite
maggiori di prodotto o l'utilizzo di biocidi che potrebbero essere

dannosi alla salute dell’operatore o dei consumatori.
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