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DROSOPHILA SUZUKII
E MARCIUME ACIDO
UN RUOLO ATTIVO

NELLA DIFFUSIONE?

Drosophila suzukii & giunta in Europa nel 2009 e da subito ha messo in chiaro la sua pericolosita, soprattutto per piccoli
frutti e ciliegie, causando ingenti danni economici e costringendo alla revisione delle linee guida di difesa integrata. E per
quanto riguarda l'uva? Uno studio multidisciplinare condotto presso la Fondazione Mach ha cercato di chiarire le intera-
zioni dell’insetto con l'uva e il suo ruolo nell'insorgenza e diffusione del marciume acido in vigneto.

INTRODUZIONE

o Drosophila suzukii (Diptera, Drosophili-
dae; Matsumura 1931) & un dittero origi-
nario dellAsia molto simile a Drosophi-
la melanogaster, il comune moscerino
dellaceto (o della frutta). Introdotta in Eu-
ropa nel 2009, e considerata una minaccia
per la frutticoltura mondiale (Cini et al.
2012) poicheé:

- ovidepone in frutta sana, ancorain pianta;
- preferisce i frutti in maturazione rispetto
a quelli sovramaturi (Mitsui et al. 2006);

- le sue larve portano i frutti a rapido di-
sfacimento, rendendone impossibile la
commercializzazione;

- favorisce linsediamento di altri insetti
(in particolare altri drosofilidi) e di mar-
ciumi e/o funghi secondari.
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o Le femmine di D. suzukii presentano
un ovopositore molto forte e seghetta-
to (Fig. 1), caratteristica importante nel
riconoscimento della specie, mentre i
maschi (Fig. 2) sono identificabili grazie
a due macchie nere che compaiono sulle
ali entro due giorni dallo sfarfallamento,
rendendone il riconoscimento pit diffi-
cile all'inizio della fase di adulto (Hauser
2011). Le uova, difficilmente visibili ad oc-
chio nudo, non presentano caratteristiche
specie-specifiche; possono pero essere
identificate per come vengono deposte
nel frutto: l'uovo infatti viene inserito nella
polpa tramite il forte ovopositore, mentre
i due processi respiratori rimangono all'e-
sterno (Fig. 3).

e D. suzukii & una specie molto polifaga
che completa il suo ciclo sia su piante
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spontanee, sia su piante coltivate. Piccoli
frutti e ciliegie sono le colture maggior-
mente suscettibili, ma la vite non & inden-
ne dall'attacco dell’insetto.

o Studi di laboratorio e osservazioni di
campo hanno evidenziato una spiccata
differenziazione della suscettibilita va-
rietale in vite (Linder et al. 2014; loriatti
et al. 2015; Andreazza et al. 2016), anche
se solo poche uova vengono deposte in
uva rispetto ai piccoli frutti (Bellamy et al.
2013; loriatti et al. 2015).

o Le uve da vino, infatti, sono un ospite
poco adatto per D. suzukii: lo sviluppo del-
le larve é rallentato e il tasso di soprawvi-
venza & molto basso ed é direttamente le-
gato allo stadio di maturazione degli acini
(Maiguashca et al. 2010; Lee et al. 2011;
Linder et al. 2014; loriatti et al. 2015).
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Tab. 1 - Verifica della capacita di D. suzukii di veicolare gli agenti causali del marciume acido. Valori medi (N=10] e deviazione standard della carica microbica in relazione
alle fonti di contaminazione definite nei trattamenti sperimentali. | livelli di carica microbica sono riferiti al gruppo A.

(Acini sterilizzati)

Trattamento

ng" Batteri acetici
(UFC/q)

Batteri lattici

Lieviti Lieviti
Saccharom(ces non- Saccharomyces
(UFC/g (UFC/q)

Acini fonte di
contaminazione
a (controllo) Integri Integri 50+£0.0x10"a 50+0.0x10"a 1.8+25x10a 22+3.0x10%a
b Integri Incisi 6.0+1.1x10b 1.6+23x10°b 6.8+7.1x10a 2.6+24x10%a
- Incisi ed inoculati
(4 Integri P O P 6.8+12x10°b 28+26x10°b 47+63x10°%a 58+11x10%a
d Incisi Integri 48+ 4.6x10°¢ 2.0+£33x10°¢c 1.3+1.2x10%b 3.1+53x107b
e Incisi Incisi ed inoculati =95, 95y 106c  26+46x10c  1.1:0.9x10°b  2.0£3.2x107b

con batteri acetici

T —

| dati sono considerati significativi quando la differenza tra i valori & > 1 unita logaritmica.

o Popolazioni composte da diverse specie
di drosofilidi sono normalmente attive nei
vigneti a partire dall'invaiatura e la loro
presenza diventa sempre piu cospicua
awvicinandosi al periodo di vendemmia
(Paja¢ Zivkovi¢ et al. 2016).

o | drosofilidi come D. melanogaster sono
riconosciuti vettori di comunita microbi-
che associate all'insorgenza di marciume
acido (Fermaud et al. 2002): acini danneg-
giati e compromessi diventano - sia come
subtrato di nutrizione, sia come sito di
ovodeposizione - attrattivi per le drosofile,
le quali aumentano la loro presenza in vi-
gneto e favoriscono la diffusione di batteri
e lieviti.

e D. suzukiivisita, oltre ad acini deteriora-
ti, anche quelli integri sui quali potrebbe,
in linea di principio, favorire ulteriormente
la diffusione di comunita microbiche col-
legate al marciume. Scopo di questo lavo-
ro & stato, quindi, proprio quello di deter-

Fig. 1 - Ovodepositore di D. suzukii, carattere impor-
tante per il riconoscimento della specie.
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minare quanto la presenza su uva da vino
di questo insetto “alieno” possa essere un
reale fattore di rischio nello sviluppo di
marciume acido in vigneto.

PARTE SPERIMENTALE

e La sperimentazione & stata condotta in
laboratorio e in campo per determinare la
capacita di D. suzukii di veicolare lieviti e
batteri. Per fare cio sono stati pianifica-
ti diversi esperimenti nei quali sono stati
utilizzati insetti allevati in laboratorio e
miscele di lieviti e batteri in grado di ricre-
are, almeno in parte, la comunita microbi-
ca responsabile del marciume acido.

o Ulteriori precisazioni circa le metodiche
chimico analitiche e gli approcci statisti-
ci applicati nella valutazione dei risultati
sono ricavabili da loriatti et al. (2017).

PROVE
DI LABORATORIO

Contaminazione per contatto

o Lobiettivo & comprendere se D. suzukii
possa diffondere il marciume acido tra
acini danneggiati e acini integri. Il test &
stato condotto in gabbie di plastica divi-
se in due settori denominati rispettiva-
mente “"A” e “B”. In ognuno dei 2 settori
sono stati posti acini (n=10) di cv ltalia,
resistente all'ovodeposizione (Andreaz-
za et al. 2016). Gli acini posti nel setto-
re “A” sono stati inizialmente sterilizzati
con una soluzione di etanolo al 96% per
5 minuti e, al momento della deposizio-
ne nelle gabbie, e stata creata una fonte
di variazione lasciandoli come tali, ossia
“integri”, oppure incidendoli meccanica-

mente con bisturi sterilizzato (“incisi”).
o Nel settore “B”, invece, sono stati inse-
riti acini non sterilizzati appartenenti ad
una delle seguenti categorie: integri, incisi
oppure incisi e inoculati con batteri aceti-
ci. Utilizzando le diverse categorie di aci-
ni posti nei due settori delle gabbie sono
stati sviluppati 5 diversi trattamenti [trat-
tamenti “a-e”) (Fig. 4); ogni trattamento &
stato replicato per 4 volte.

e In ogni gabbia sono stati rilasciati ma-
schi e femmine adulti di D. suzukii e la-
sciati a contatto degli acini per 7 giorni
(T7) in condizioni controllate. A T7 gli acini
posti nella sezione “A” sono stati analizzati
per verificare lo sviluppo di batteri e lieviti.

Risultati

o | risultati delle analisi sugli acini con-
tenuti nella parte “A" della gabbia sono
riportati in Tab. 1. Il trattamento “a” (ste-

Fig. 2 - Maschio di D. suzukii. | punti neri sulle ali
aiutano nel riconoscimento della specie, soprattutto
in campo.
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rilizzati-integri, integri] & stato utilizzato
come controllo: sugli acini integri preven-
tivamente sterilizzati c'é stato un limitato
sviluppo di batteri e lieviti.

e In altri termini, gli acini integri non ste-
rilizzati non hanno costituito una rilevante
fonte di inoculo. Nei trattamenti “b” e “c”
la crescita di batteri acetici e lattici e au-
mentata in modo statisticamente signifi-
cativo rispetto al controllo; infine nelle tesi
“d” ed “e”, nelle quali gli acini analizzati
erano stati preventivamente danneggiati,
e stato rilevato il maggior sviluppo di bat-
teri, indipendentemente dallo stato (inte-
gro o danneggiato) della fonte di contami-
nazione (acini posti nel settore “B” delle
gabbie). Prendendo in considerazione i
lieviti - sia Saccharomyces, sia non-Sac-
charomyces - un significativo aumento
della loro presenza & stato rilevato sugli
acini danneggiati, mentre su acini integri
non si sono notate differenze tra il control-
lo e le diverse tesi.

Contaminazione
tramite ovodeposizione

o Lobiettivo e verificare se lo sviluppo di
marciume acido sia una conseguenza di-
retta dell ovodeposizione. Per questo sono
stati utilizzati 200 acini di 3 varieta suscet-
tilili all' ovodeposizione: Schiava grossa e
Pinot nero (loriatti et al, 2015) e Caber-
net sauvignon (osservazioni personali di
campo, dati non pubblicati). Tutti gli acini
sono stati preventivamente sterilizzati la-
sciandoli per 15 minuti in una soluzione di
acqua ed etanolo al 70% (per la procedura
completa si veda loriatti et al. 2017).

e Gli acini di ogni cultivar sono stati la-
sciati integri (n = 100) oppure incisi con un
bisturi (n = 100). Meta degli acini di ogni
gruppo (n = 50) sono stati posti a contat-
to con adulti di D. suzukii (6 femmine + 4
maschi), precedentemente infettati con
batteri acetici e lattici. Ogni saggio consi-
steva di 5 acini e sono state effettuate 10
repliche. Dopo 4 giorni (T4) & stata valu-
tata l'ovodeposizione negli acini e dopo 12
giorni (T12) é stato valutato lo sviluppo del
marciume acido, verificando la contami-
nazione con batteri acetici e lo sviluppo di
acidita volatile (Fig. 5).

Risultati

e Il numero di uova deposte nelle diverse
tesi & risultato significativamente maggio-
re in acini danneggiati (7.7£5.5 uova depo-
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Fig. 3 - Uovo di D. suzukii in acino di Schiava. D. suzukii depone le uova nei frutti in modo caratteristico: uovo
viene inserito nella polpa, mentre i due processi respiratori (spiracoli) rimangono all'esterno e sono visibili sulla
superficie integra del frutto.

ste/acino) rispetto ad acini integri (1.9+1.9
uova deposte/acino). Gli acini sono stati
poi analizzati per verificare lo sviluppo di
batteri acetici e di acidita volatile nelle di-
verse tesi: “danneggiati”, “integri”, “pre-
senza di D. suzukii”, “senza D. suzukii".

o Negli acini danneggiati si ha un maggio-
re sviluppo di batteri (1.2£0.5 x 107 UFC/g)
rispetto agli acini integri (7.9#1.9 x 10
UFC/g), come gia evidenziato nell'espe-
rimento di contaminazione per contatto.
Infine, come ci si aspettava, il contenuto di
acidita volatile e risultato statisticamente
maggiore nella tesi con acini danneggiati
(3.55 g/L) rispetto alla tesi acini integri
(1.03 g/L).

o L'acidita volatile era maggiore anche nel
confronto “presenza di D. suzukii” (3.61
g/L) vs “senza D. suzukii” (0.36 g/L). Sono
quindi evidenti la maggiore attrattivita di
acini danneggiati nei confronti dell'insetto
e, al contempo, la loro maggiore suscetti-
bilita al marciume acido.

PROVE DI CAMPO

o | due esperimenti seguenti hanno inda-
gato il comportamento in campo dellin-
setto nella scelta dei siti di ovideposizione
e lo sviluppo di marciume acido in segui-
to allattacco di D. suzukii. Nel 2016 sono
stati selezionati 3 vigneti di Schiava nella
stessa area climatica (piana Rotaliana,
provincia di Trento); allinterno di ogni vi-
gneto sono stati selezionati 45 grappoli in-
tegri (3 grappoli/pianta) ed ognuno é stato
chiuso in un sacchetto di organza (Fig. 6).

Ovodeposizione in campo

o L'obiettivo & quello di comprendere me-
glio il comportamento di ovodeposizio-
ne D. suzukii. Allo scopo, 5 grappoli per
ciascuna delle 3 date seguenti: 7, 17 e
27 settembre rispettivamente 40, 50 e 60
giorni circa dopo linizio dell'invaiatura,
sono stati infestati con adulti di D. suzukii

Fig. 4 - Rappresentazione del piano sperimentale utilizzato per determinare la capacita di D. suzukii di trasmettere

gli agenti causali del marciume acido per contatto.
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in ciascuno dei tre vigneti di Schiava so-
pracitati. Dopo 4 giorni si & provveduto
alla rimozione degli insetti e alla raccolta
dei grappoli. Ogni acino & stato controlla-
to allo stereomicroscopio e categorizzato
in relazione alla presenza (g+) o assenza
di uova (g-); gli acini dei due gruppi sono
stati poi analizzati per la quantificazione di
acido malico, acido tartarico, acidita tota-
le, pH, contenuto zuccherino e potassio.

Risultati

@ Gli acini con (g+) e senza uova (g-) sono
stati analizzati per la loro composizione
chimica di base nelle tre date di campio-
namento. La presenza di uova sembra es-
sere legata al grado di maturazione delle
uve. Infatti, nella prima data (7 settembre)
si osservano differenze significative tra
g+ e g- per tutti i parametri, ad eccezione
dell'acido tartarico.

o Nellintorno della seconda data di cam-
pionamento (14-22 settembre] le differen-
ze sono significative solo per gli zuccheri,
maggiore negliacini con uova, e per l'acido
malico, maggiore negli acini senza uova.
Infine nel terzo periodo (26-27 settembre)
gli acini differiscono per acidita totale e
contenuto di acido tartarico, a valori mag-
giori negli acini senza uova, e per ivalori di
pH, maggiori negli acini con uova (Fig. 7).

Sviluppo di marciume acido
in vigneto

o Lobiettivo & comprendere se D. suzukii
sia la causa principale di sviluppo di mar-
ciume acido. Dei sopracitati 45 grappo-
li/vigneto insacchettati, i 30 rimanenti

dallesperimento precedente sono stati
infestati con insetti inoculati con batteri
acetici e lasciati a contatto con i grappoli
per 4 giorni. 15 grappoli sono stati raccolti
a distanza di 7 giorni dall'infestazione (T7)
e 15 dopo ulteriori 7 giorni (T14), in corri-
spondenza della data di vendemmia (28-
29 settembre).

o Tutti gli acini sono stati controllati sin-
golarmente allo stereomicroscopio e di-
visi in 3 classi: acini integri (senza uoval,
acini con uova, acini nei quali c'é stato
sviluppo di larve. Ogni gruppo di acini &
stato sottoposto ad analisi dell’acidita
volatile e gli acini con livelli di acidita vo-
latile >0.1 g/L sono stati considerati at-
taccati da marciume acido.

Risultati

o In tutti i grappoli controllati, sia a T7,
sia a T14, erano presenti uova e larve. |
tre gruppi di acini (acini integri, acini con
uova, acini con larve) sono stati analizzati
per evidenziare lo sviluppo di acidita vola-
tile. In nessuno dei campioni con presenza
di sole uova é stato evidenziato un incre-
mento dell'acidita volatile, né a T7, né a
T14. Nei campioni in cui, invece, le larve
sono riuscite a svilupparsi non si osserva
sviluppo di acidita volatile a T7, mentre a
T14 il 9.5% dei campioni (4 su 42) ha svi-
luppato acidita volatile da 0.1 g/La 1.2 g/L.

CONSIDERAZIONI
CONCLUSIVE

o L'obiettivo di questo lavoro era di deter-
minare la capacita di D. suzukii di veico-

Fig. 5 - Rappresentazione del piano sperimentale usato per determinare la capacita di D. suzukii di trasmettere gli
agenti causali del marciume acido attraverso l'ovodeposizione.
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lare gli agenti causali di marciume acido,
come gia verificato per D. melanogaster
e altri drosofilidi (Fermaud et al. 2002). |
primi risultati ottenuti evidenziano che:

- D. suzukii puo veicolare batteri acetici
attraverso il contatto e/o nutrendosi su
acini danneggiati;

- il marciume acido (acidita volatile negli
acini >0.1 g/L] si puo sviluppare a causa
del microbiota trasportato da D. suzukii
da/su acini danneggiati;

- lovoposizione su acini integri non &
condizione di per sé sufficiente per lo
sviluppo del marciume acido, condizione
verificata anche in test di pieno campo;
per lo sviluppo di marciume acido & indi-
spensabile che le uova schiudano e che si
sviluppi la larva;

- contenuto zuccherino, acidita e pH
sembrerebbero avere un ruolo nella scel-
ta del sito di ovodeposizione.

o Analizzando il comportamento del-
le femmine si evidenzia come, allinizio
dell'infestazione (che equivale a circa
20-30 giorni prima della vendemmia per
la varieta Schiava), esse siano maggior-
mente propense a scegliere come sito di
ovodeposizione acini con maggior conte-
nuto di zuccheri e minore acidita: la scel-
ta dell'acino in cui ovodeporre & quindi
guidata dalle componenti chimico-com-
positive dei singoli acini o comunque da
aspetti compositivi correlati alle compo-
nenti analizzate.

® Si puo quindi concludere che non e lo-
vodeposizione su acini integri, di per sé,
a determinare lo sviluppo di marciume
acido. Finché gli acini rimangono integri
non sono suscettibili allo sviluppo della
patologia. Durante la maturazione diversi
fattori (piogge, vento, uccelli, altri inset-
ti, grandine,...] possono alterare linte-
grita dell'acino e influenzare in maniera
importante il microbiota dell'uva, primo
responsabile dello sviluppo di marciume
acido (Barata et al., 2012). La presenza
poi di marciume acido in vigneto puo infi-
ne creare un ciclo detto di “feedback po-
sitivo” attrattivo per i drosofilidi (Mazzetto
etal., 2016; Rombaut et al., 2017), i quali,
nutrendosi su acini danneggiati, contri-
buiscono alla diffusione della malattia.
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Fig. 6 - Grappolo insacchettato per lo svolgimento delle prove in campo.

Fig.7 - Distribuzione dei valori dei principali parametri compositivi delle uve misurati per ciascuno dei tre periodi
di campionamento (1st, 07/09; 2nd, 14-22/09; 3rd, 26-27/09), in acini con (g+) e senza (g-) uova di D. suzukii. | ri-
sultati sono stati analizzati tramite test Wilcoxon (*P<0.05; **P<0.01) tra le coppie g+ e g- dello stesso periodo di

campionamento.
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