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1 limitatori microbici di Zyginidia pulluia Boh., fitomizo
del mais *

0.1. OZINO, G. ZEPPA

Istituto di Microbiologia e Indusiric agrarie dell’Universita di Torine, Torino, ltala.

Indagini epidemiologiche condotte nei riguardi di Zyginidie pulfula Boh. (Ho-
moptera Auchenocrrhyncha Typhlocybinae} in diverse zone maidicole piemonte-
si hanno rivelato che questo insetto pud essere limitato da microrganismi ento-
moparassiti {1). [n particolare & nei mesi di seitembre e di attobre che Z. pulluia
appare bloccata sulle foglic di mais e attaccata da funghi.

In precedenti ricerche (2, 3) differenti specie fungine, tra le quali Cladospo-
rium cladosporioides (Fres.) de Vries, Penicillium oxalicum Currie et Thom, Fu-
sarium oxysporum Schlecht. emend. Snyder et Hansen, Verticillium fecanis
(Zimm.)} Viégas, V. fusisporum Gams, Aspergillus versicolor (Vwll.) Tiraboschi,
Mucor hiemalis Wehmer, sono state isolate dal cicadeliide.

Esemplari dell’insetto saggiati in prove d'infezione in laboratorio (3) s1 so-
no mostrati sensibili all’effetto di questi funghi; soprattutto € apparsa rilevante
la virulenza di V. lecanii e di V. fusisporum, i quali hanno determinato rispeiti-
vamente la mortalita dell’80% ¢ del 60% degli individui trattati. Questi deutero-
miceti, che sono notoriamente entomepatogeni {4-7), hanno rappresentato perd
soltanto il 6,0% e 1’1,0% degli isolamenti ottenuti.

Tale risultato ha suggerito la necessita di proseguire le ricerche allo scopo
di approfondire ulteriormente le conoscenze sui microrganismi parassiti di Z. pui-
fufa.

METODI

Sono stati considerati 464 esemplari di Z. puffizia, raccolti morti nelle se-
guenti zone maidicole del Piemonte: Carignano, La Loggia ¢ Stupinigi in pro-

* Lavoro eseguito con il contributo del C.NLR. nell’ambito del P.F. L.P.R.A.; sotlopro-
gelto 1. Pubblicazione n. 1678,
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vincia di Torino, Castellazzo Bormida, Predosa e Quatterdio in provincia di Ales-
sandria. [ prelicvi del materiale sono stati eseguiti nei mesi di scttembre e di otto-
bre di 3 annate successive, 1984, 1985, 1986, in collabhorazione con UIstituio di
Entomologia agraria ¢ Apicoliura dell’Universita di Torino.

Tutti gh insetti sono stati osservati al microscopio stereoscopico per [’esame
delle caraticristiche pil evidentii del fungo o dei funghi che Ii avvolgevano. Suc-
cessivamente, prelevando piccole porzioni di micelio, preparati sono stati allesri-
ti per lo studio al microscapio a contrasto di fase. Mediante questo metodo &
stato possibile separare gli esemplari di Z. puifuia su cui comparivano scltanto
saprofitl, pii volte osservati durante le precedenti ricerche, da quelli su cui era-
no presenti ifomiceti del genere Verticiffivm o altri miceti mai prima riscontrati.

Quando sugli esemplari compariva micelio attribuibile a Verricifiium si ¢ pro-
ceduto alla determinazione specifica per confronto con preparati da colture in
purczza, considerando in particolare aspetio e dimensioni dei verticilli e dei co-
nidi. Da ognuno di questi insetti & stato ientato I'isolamento del funge con la
metodologia gia descritta in un precedente lavoro (2).

Nel 1986, a seguito del rinverimento su 8 esemplari di Z. puliia, 4 prove-
nienti da [.a [.oggia e 4 da Predosa, di una {ormazione miceliare gelaiinosa, che
Taceva sospettare la presenza di una Entomoftoracea & staio Tatto I’isolamento
impiegando ur mezzo al tuorlo d*uovo coagulato (8). Ogni insetto ¢ stato posio
In camera umida sterile su un velrino portaoggetti, per raccogliere i conidi proiettati
dal fungo. 1 conidi medesimi sono poi stati asetticamente prelevati dal vetrino
con piccole quantita di substrato al tuorlo d’uovo, trasferiti sul mezzo di coltura
e incubau a 23°C.

L.a determinazicne del fungo ¢ stata eseguita tenendo soprattutio cento del-
la forma e delle dimensioni dei conidi primari, dei capilloconidi e delle ZIgospo-
re, osservat: in parte direttamente sull’inselto, in parte sulle colture pure ottenu-
e (9).

La patogenicita del fungo isolate nei riguardi di Z. pufiula & stata valutata
con una prima prova d’infezione. Insetti sani,#n tetale 3, allevati in laboratorio,
sono siati mtrodetti in capsula Petri, nella quale su caria bibula inumidita é sta-
ta posta una porzione di foglia di mais con un esemplare morto e avvolio dal
micelio del microrganisme in studio. La permanenza degli insetti ncila capsula
¢ stata di 24 ore, per permeliere che i conidi proicitati a distanza i raggiungesse-
ro, infettandoli. A parte ¢ stata predispostia una capsula con foglia per i 5 testi-
moni, i guah hanno subito lo stesso traltamenio, cceetiuato il contatto con la
cicalina infetta. Gli insetti sortoposti ad infezione, trasferiti in altre provette su
foglie fresche di mais, sono stati controliati giornalmente fine alla morte. [ mor-
11 50710 stati lrasportati su portaoggetti in camera umida sterile a 23°C per favo-
rire lo sviluppe miceliare del patogeno e per reiselarlo. Dopo I'isolamento del-
I"Entomeftora, ghi inselti sono stati mantenuti per ulteriori 10 giorni in camera
umida allo scopo di verificare 'cvoluzione del fungo.

Infine, per chiarire I'effettiva incidenza del Verrticilfium ¢ dell’Entomofto-
racea sulle popolazioni di Z. puliufe, sono state avviale prove di laboratorio, uti-
lizzando 30 esemplan del fitofago, rinvenuti ancora vivi nel mese di ottobre in
maideti di Pessione, in provincia di Torino, caratterizzati da estese morie del ci-
cadellide. Gli mnsetti sono stati inseriti in numero variabile da 1 a 3 in provetic
contenenti una porzione di foglia fresca di mais, tappate con cotone e manienu-
te a temperatura ambiente. Ciascun esemplare € stato controflato almeno due
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volte al giorne. 1 morti sono stati immediatamente prelevati e posti in camera
umida. [l micelio & state osservato al microscopio stereoscopico ¢ al microscopio
a contrasto di fase, prendendo in considerazione anche 'aspetto delle ife che coin-
volgevano i tessuti dell’insetto. Da ogni individuo sono stati effettuati gli isola-
menti dei patogeni.

RISULTATI

Su esemplari di Z. pufiuia raccolti morti in campo sono stati riscontrati in
purezza V. lecanii o 1o zigomicete Zoophthora radicans (Bref.) Batko. V. lecanii
2 stato osservato frequentemente anche in associazione a funghi saprofiti, gia
rinvenuti sul fitofago in precedenti ricerche. Questi stessi saprofiti sono stati no-
tati soli o in varic combinaziconi su un elevato numero di individul. Nella Tabella
1 sono riportate le percentuali delle frequenze che i vari miceti hanno raggiunto
nelle 3 annate prese in considerazione.

TABELLA 1 — Frequenza dei diversi miceti rinvenuti su esemipluri di Zyginidia pullula
raccolti morti in differenti zone moidicole del Plemonte neghi anni 1984, 1985 ¢ 1986.

R Insetti %o
Specie tungine

1984 1583 1936
Verticitiium lecanil 15,17 10,00 13,46
V. fecanii e funghi saprof. 14,48 12,50 51,79
Zoophthora radicans — — 2,87
Funghi saprofiti T35 77,50 29,88

La maggior parte degli esemplari & apparsa infungata da saprofiti o da sa-
profiti assieme a V. fecanii. Quest’ultimo micete ¢ stato osservato In purezza in
percentuali relativamente costanti nelle 3 annate ¢ variabili dal 10,00 al 15,46%.
Z. radicans & stata rinvenuta, come gia indicato, soltanto su § individui. 1l suo
micelio era ncoformato con conidiofori ancora privi di conidi o con conidi in
via di sviluppo.

Nelle prove d'infezione in laboratorio Z. radicany ha delerminato in 4 gior-
ni la morte degli insetti saggiati; mentre i testimoni erano tutti vivi. Dai morti
& stato ottenuto isolamento in purezza dell’agente dell'infezione. A distanza di
una decina di giorni, questi insetti, mantenuti in camera umida sterile, si $0noO
ricoperti del micelio e degli organi di moltiplicazione tipici di V. fecanii. L'esame
microscopico ha inoltre rivelato la completa lisi di tutte le strutture miceliari di
Z. radicans.

Gli esemplari di Z. pulluia, raccolti vivi in campo e posti in allevamento in
provette, hanno dato i seguenti risultati: su 30 individui 11 (36,67%) sono morti
dopo 4-5 giorni colpiti da Z. radicans {(Fig. 1), 4 {13,33%) dopo 4-15 giorni ad
opera di V. lecanii (Fig. 2), 1 (3,33%) dopo 5 giorni con sviluppo di V. fecanii
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FIG. 2 — Verriciftium fecanii su esemplarl di Zvginidia pufitia: sviluppo del micelio (a)
dopo 14 ore dalla morte (ingrandimento 20 x }; (b) dope 48 ore {ingrandimento
12x)

e di V. fusisparum; i nmanend 14 (46,67%) sono morti in lempi piG lunghi sen-
2a manifestare accrescimento fungino. Da tulti questi insetti sono stati 1solati
in purezza i relativi agenti d’infezione ad eccezione di V. fusisporum.

Nei preparati microscopici allestiti a partire dagli individui Ja cui morte ¢
siata determinala da Z. radicans sono siati osservati i corpi ifali, le strutture mi-
cehari, i conidi (Fig. 3a) e in 3 casi, anche le caratteristiche zigospore (Fig. 3b);
in quelli approntati a partire dagli insetti colpiti da Verticillium, sono state nota-
te la proliferazione miceliare e conidica nella parte pit superficiale e la presenza
di ife nei tessuti.

Negli 11 insetti altaccati da Z. radicans e conservati in camera umida 1 pro-
cessi di lisi delle strutture del fungo sono stati osscrvati a distanza di 48 h; dopo
10 giorni, 2 individui sono apparsi ricoperti esclusivamente dal micelio di V. fe-
canii, 9 da van saprofiri.
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FIGi. 3 — Zoophthora radicans: (a) conidi primari e capiiloconidio; (b) zigospore su zam-
pa di Zyginidia puftule (ingrandimento 520 ).

CONCIL.USIONI

Precedenti ricerche condotie su esemplari di Z. pulinia prelevati morti in
maideti piernontesi hanno dimostrato la patogenicita di V. lecanii nei confronti
del fitofago (2, 3). All’elevata virulenza di questo fungo, che in prove di labora-
torio si era esplicato determinando una mortalita dell’80%, aveva fatto riscon-
tro un limitato numero di isolamenti che non cansentiva di spiegare compiula-
mente il vistoso fenomeno epidemiologico rilevato in campo {(1).
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I dati delle successive ricerche, condolte negli anni 1984, 1985 ¢ 1986, me-
diante osservazione diretta al microscopio delle strutiure fungine € SUCCESSIvO 150-
jamento dei probabili patogeni, hanno indicato la presenza di V. fecanii in pu-
rezza in non pia del 10-15% degli insetti esaminati, confermando sostanzialmen-
te le precedenti risultanze. In un elevate numero di casi, variabile a seconda del-
I’anno dal 12,50 al 51,79%, questo entomopalogeno & stalo perd rilevato in as-
sociazione con aliri funghi noteriamente saprofiti. Inolure, grazie all’abbondan-
2a di individui raccolti in campo ed esamminati in laboratorio, la presenza di Z.
radicans — specie dell’ordine delle Entomophthorgies altamente virulenta per
moli Omotteri, tra cui Afroforidi & Cicadellidi {10, 11) — & stata notata per la
prima volta su 8§ esemplari di Z. pultula nel scttembre del 1986.

1 'esite di prove orientative d’infezione condotte in laboratorio ha indicato
che anche guesia Eniomoftoracea puc averc un ruolo non indifferente nel con-
(epimento del fitofage in studio. 1.’evolurione della micosi sugli esemplari da
cui era stata isolara Z. radicans ha dimostrato 'estrema labilita delle strutturc
di questo funge ed ha rivelato che V. fecanii pud agire anche come saprofita,
analogamente ad altri efficac funghi entomopatogeni {12).

Infine, i risultati delle prove condotie su jnsetti raccolti ancora vivi in cam-
po hanno confermato che V. lecanii e 7. radicans sono effeftivamente parassit
del cicadellide. 11 limitato numero di escmplari su cui, & causa dell’avanzata sta-
gione, & siato pessibile operare non consente per ora di trarre conclusioni defini-
tive dal punto di vista quantitativo. Ricerche pit ampie su insetti ancora vivi ap-
paiono necessarie per delerminare I’entita dell’azione svolia in natura da V. fe-
canii & da 7. radicens nei confront di Z. puliuia.

RIASSUNTO

Su esemplari di Zyginidia puliula trovati morti in campo sono stail rinvenuti Verticii-
(i decanii, da solo o in associazione con aliti funghi e, per la prima volta, Zoophthora
radicans. 1o zigomicete, isolato da un limitalo numero di individui, in prove d’inlczione
di laboratorio ha rivelaio clevata virulenza nei confronti dell'insetto. T_e strutiure micelian
di gquesto Tungo si SONC MOSiTate estremamente labili rendendone particalarmente difficol-
wosa individuaziene. Infatli, a seguito delia lisi del parassita, 1'insello veniva rapidamen-
te ricoperto da miceti vari, tra cul V. fecunil, che noteriamente pud comportarsi anche co-
me saprofita. [ risuliati delle prove condotte in laboraiorio su inselii raccolli ancora vivi
in campo hanno confermato che ¥. lecanii c 7. rudicans sono efficaci limitatori di Z. puiluie.

SUMMARY

On dead specimens of Zyginidia puliula, Verticilliun lecanii, either pure or associated
with other tungi, was found 1¢ be present, as well as, for the lrst time, Zoophthora redicans.
This zygomyees was isolated from a limited yumber of (he specimens cxamined, and m
laboratory infection tests showed high virulence against the inscct. The detection of the
fungus resulted to be very difficull due to the extireme weakness of its mycelial struciures.
After the lysis of the parasite, the Insect was rapidly covered by various moulds, including
V. ecanii, which is known to behave as a saprophyle 1o0. Results of laberatory tests on
insects collected alive in the tield confirmed (he effectiveness of V. lecanii and Z. radicans

in limiting Z. puflula.

Si ringrazig i Prof. Carlo Videno, direitore dell Tstituio di Entomologia agrarid €
Apivoltura deif’ Universita di Torino per la preziosa cofluborazione.
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