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Impatto di Bacillus thuringiensis israelensis sugli
ecosistemi del Piano di Magadino, dopo died anni di

applicazione, per il controllo della zanzara Aedes vexans
Resoconto della bibliografia

Sophie Chappuis
Gruppo di Ricerca per il Monitoraggio del B.t.i. nelTEcosistema (GRIMOBE)

Fondazione Bolle di Magadino, Casa Comunale, 6573 Magadino
Istituto Cantonale Batteriosierologico, Via Ospedale 6, 6904 Lugano

Riassunto: II livello del lago Maggiore è soggetto a teinte fluttuazioni. Le regioni adiacenti sono dunque regolarmente
inondate durante i periodi di ford precipitazioni. Come conseguenza alle inondazioni, la zanzara Aedes vexans s'è svilup-
pata fortemente ed è diventata una vera piaga per la popolazione locale e per i turisti. Dal 1988, preparazioni commercial!

a base del batterio Bacillus thuringiensis israelensis sono state usate regolarmente per limitare il numéro di zanzare.
Bacillus thuringiensis produce delle proteine insetticide chiamate endotossine delta e sintetizzate durante la fase di sporula-
zione. Dopo ingestione, queste tossine distruggono l'intestino delle zanzare.
Sebbene B. thuringiensis israelensis sia stato considerato come non tossico per gli organismi non bersaglio, la sua applicazione

a lungo termine sul Piano di Magadino présenta un'eccellente opportunità per studiare i suoi effetti eventuali. La
ricerca sarà condotta per determinare la dinamica delle spore e delle endotossine delta.

Abstract: The water level of the Lago Maggiore is object of extreme fluctuations. The adjacent regions are therefore

regularly flooded during long lasting raining periods. As a consequence of the regular flooding, the mosquito Aedes vexans

has become a real threat for the population and for the tourists. From 1988, commercial preparations of Bacillus

thuringiensis israelensis have been regularly used to limit the number of mosquitoes.
Bacillus thuringiensis produces insecticide proteins called delta endotoxins and synthesised during the sporulation phase.

Upon ingestion, these toxins destroy the mosquito midgut.
Although B. thuringjensis israelensis has an excellent safety record for the non-target organisms, its long term application in
the Plain of Magadino is an excellent opportunity to study its eventual effects. The research will be conducted to determine

the dynamic of the spores and of the delta endotoxins.

INTRODUZIONE

La topografia del cantone Ticino è assai particolare, poi-
ché sulla maggior parte della sua superficie i laghi si alter-

nano con le montagne, creando dei paesaggi in contrasto
come per esempio la neve sulle cime montagnose e le

palme sulle rive lacustri. Questa geografia tipica, abbinata
ad un microclima insubrico favorevole, hanno fatto di que-
sto cantone una delle regioni turisticamente più importanti
della Svizzera. Il turismo rappresenta un settore vitale per
l'economia del Ticino.

Un'area particolarmente importante per il turismo ti-
cinese si situa ai bordi della riva nord del Lago Maggiore.
E in questa zona che sfociano i tre fiumi Ticino, Verzasca

e Maggia. Prima di immettersi nel lago, il Ticino attraversa
il Piano di Magadino su tutta la sua lunghezza. Le Bolle di
Magadino, una riserva naturale d'importanza nazionale e

internazionale, è situata sui due lati dell'estuario formato
dal Ticino. Questa riserva è il santuario di rare specie ani-
mali e vegetali, in particolare di uccelli migratori. La
riserva delle Bolle di Magadino, cosi come certe regioni
agricole del Piano di Magadino, sono periodicamente
inondate. Le cause di tali inondazioni sono determinate da

una parte da forti precipitazioni (che per di più possono
prolungarsi nel tempo), dall'altra dal sistema di regola-

zione artificiale del livello del Lago Maggiore tramite la

diga di Sesto Calende (Italia).
L'inondazione periodica del Piano di Magadino ha

creato vasti habitat favorevoli alio sviluppo della zanzara
Aedes vexans. Infatti, a metà degli anni 1980, il numéro di
Aedes vexans aumento a tal punto, che questa zanzara era
diventata un flagello per la popolazione locale cosi come

per i turisti. La qualità di vita era dunque seriamente
toccata e l'economia turistica della regione subi delle perdite
considerevoli (FOUQUE 1991). Risulto dunque indispen-
sabile controllare la popolazione delle zanzare Aedes vexans

con il solo agente accettabile per una zona naturale, il
batterio Bacillus thuringiensis Berliner, 1915, sottospecie israelensis

(LÜTHY 1987). Nel 1987 fùrono eseguiti dei lavori di
studio sulle zanzare del Piano di Magadino e sul loro trat-
tamento eventuale con B. thuringiensis israelensis (LÜTHY
1987). In seguito ai risultati molto positivi ottenuti durante

questo studio (sterminio delle larve di zanzara dopo 24
ore), la lotta anti-zanzare fu pianificata ed applicata a par-
tire dal 1988 da un apposito gruppo di lavoro nominato
dal Consiglio di Stato (Anonimo 1988). In seguito, l'effi-
cacia del trattamento poté essere ottimizzata grazie all'ap-
plicazione aerea di granuli contenenti il ceppo B. thuringiensis

israelensis, sopra le zone toccate dalle inondazioni e
infestate dalle larve di zanzare. Quattordici comuni della
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regione di Magadino e delle rive del Lago Maggiore
hanno collaborato fin dall'inizio delle applicazioni (Ano-
NIMO 1988). Cosi, durante l'ultimo decennio, questo pro-
dotto insetticida a base di B. thuringiensis israelensis fu utiliz-
zato regolarmente e con successo sui siti di sviluppo delle
larve di Aedes, vexans.

Dopo 10 anni di trattamenti continui con B. thuringiensis

israelensis sul Piano di Magadino, si è reputato necessa-
rio organizzare un controllo ristretto e permanente degli
effetti a lungo termine sull'ambiente. Dopo uno studio
délia letteratura relativa a questo batterio, un progetto di
ricerca è stato awiato, con lo scopo di ottenere informa-
zioni complete sul destino e sulla dinamica delle compo-
nenti attive di B. thuringiensis israelensis applicate aile regioni
periodicamente inondate del Piano di Magadino. Lo
scopo del présente contributo è quello di riassumere le co-

noscenze attuali sull'argomento.

LA ZANZARA AEDES VEXANS

La specie di zanzara Aedes vexans (Fig. 1) appartiene alla fa-

miglia dei Culicidi, all'ordine dei Ditteri e al sott'ordine dei
Nematoceri. La sua fisiologia cosi corne il suo modo di svi-

lupparsi fanno si che la si incontri soprattutto nelle regioni
toccate da inondazioni estese e temporanee come in aree

palustri e in pozze temporanee (FOUQUE 1991). Le popo-
lazioni di zanzare del Piano di Magadino sono dunque net-
tamente dominate da questa specie, responsabile principale

delle pullulazioni osservabili nelle aree fuori zona
edificabile.

Fig. 1- Aedes vexans, adulte femmina. Fotografïa gentilmente fornita
dal Dott. Roland Kuhn (Mainz, Germania).

Le femmine adulte, capaci di percorrere parecchi chi-

lometri e le cui punture sono dolorose, depongono le loro
uova nelle regioni umide e ricche di materie organiche
(Fig. 2). Dopo aver raggiunto il loro primo stadio embrio-
nale, le uova entrano in un periodo di latenza finché un'i-
nondazione le ricopre d'acqua e le induce cosi a schiudersi.
Il fattore che da inizio alio schiudersi delle uova sembra es-

sere la mancanza di ossigeno (Bassi 1995). Le zanzare
entrano cosi nel loro periodo larvale e proseguono il loro
sviluppo sulla superficie dell'acqua. Quattro sono gli stadi

larvali, durante i quali la specie è capace di nutrirsi tramite
filtraggio dell'acqua e nutrendosi dei microrganismi e

della microfauna presenti. La durata dello sviluppo delle
larve dipende principalmente dalla temperatura dell'acqua.

Essa è di 6-7 giorni a 30°C, e di 21-23 giorni a 15°C

(Lüthy 1987). Una larva è incapace svilupparsi a meno
di 12°C (FOUQUE 1991). Una diminuzione della temperatura

dell'acqua corrisponde anche ad una diminuzione
della capacità di filtrare nutrimento dalle larve di Aedes

vexans (Becker 8c Margalit 1993). Dopo i 4 stadi larvali,
segue lo stadio di pupa, sempre legato obbligatoriamente
all'ambiente acquatico, ma caratterizzato dall'incapacità di
nutrirsi. La metamorfosi delle pupe genera degli adulti ma-
schi poco mobili e delle femmine molto mobili e pungenti,
la cui presa di sangue è necessaria per la maturazione delle

uova prima della loro deposizione. Nella valle superiore
del Reno, in Germania, si è osservato che le zanzare A.

vexans volano soprattutto 30 minuti prima e 30 minuti
dopo il tramonto (BOGGASCH 8c BERNAUER 1991). Esse

possono essere pure importanti vettori di malattie quali la
malaria, l'oncocercosi o la filariosi (BRAUN 1994).

Fig. 2 - Ciclo di sviluppo della zanzara Aedes vexans. Disegno
gentilmente fornito dal Dott. Roland Kuhn (Mainz, Germania).

bacillus Thuringiensis e bacillus
Thuringiensis israelensis

Generalità

Bacillus thuringiensis Berliner, 1915 è un batterio Gram-ae-
robico (anaerobico facoltativo). Fintanto che le condizioni
ambientali e nutritive lo permettono, il bacillo segue un
ciclo normale di sviluppo e di moltiplicazione. Non appena
le condizioni diventano poco favorevoli, B. thuringiensis entra

in una fase di sporulazione (Fig. 3) la cui finalità è la

produzione di una cellula chiamata spora. Questa pud re-
sistere a condizioni ambientali estreme come a la
mancanza di materie nutritive o temperature molto elevate. Un
batterio pud restare in questa fase di latenza per diversi
anni (HUBER 8cLÜTHY 1981). Quando la spora è di nuovo
in contatto con un ambiente favorevole, essa germina e ri-
diventa una cellula vegetativa capace di moltiplicarsi. La
particolarità di B. thuringiensis è la sua capacità, parallela-
mente e in maniera sincrona alia sporulazione, di produire
un'inclusione cristallina (HUBER 8c LÜTHY 1981), formata
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da uno o più tipi di proteine a dipendenza délia sottospe-
cie di B. thuringiensis. Questo cristallo, una volta attivato, è

tossico contre diverse larve di insetti. Le proteine che co-
stituiscono l'inclusione cristallina sono chiamate endotos-
sine delta.

Fig. 3: Bacillus thuringiensis kurstaki'm fase di sporulazione. S: spora
in formazione; C: cristallo insetdcide. Fotografia gentilmente for-
nita dal Prof. Peter Lüthy (EPF, Zurich).

Bacillus thuringiensis fu isolato da un lepidottero in Germania,

nella provincia di Turingia, e descritto da Berliner nel
1915 come Bacillus thuringiensis (MlLNER 1994). Lo stesso

organismo era precedentemente stato descritto da
ISHIWATA nel 1902 come Bacillus sotto in Giappone, dove

aveva provocato la morte di una popolazione di bachi da

seta, ma questa descrizione non era conosciuta da Berliner
e Bacillus thuringiensis è attualmente il nome accettato da
tutti (MlLNER 1994). Diverse sottospecie di B. thuringiensis,
aventi degli spettri di tossicità variabili sui coleotteri e sui
lepidotteri, furono scoperti e rapidamente utilizzati corne
insetticidi biologici per le foreste e per i terreni agricoli.
Una nuova sottospecie fu scoperta da Goldberg e Mar-
galit nel 1976 (Huber 8c Lüthy 1981, Lüthy 1986,
Margalit 1990), e descritta da De Barjac nel 1978 (De
Barjac 1978, LÜTHY 1986). Essa fu chiamata Bacillus

thuringiensis israelensis. Bacillus thuringiensis israelensis è un batte-
rio molto tossico contre i ditteri, e la sua scoperta arrivé
nel momento opportuno in cui le zanzare ed i simulidi
rinforzavano progressivamente e rapidamente la lore resi-

stenza contre i pesticidi chimici (SCHNEPF et al. 1998).
Fino al 1986,30 sottospecie e più di 800 ceppi di B.

thuringiensis furono registrati (LÜTHY 1986) e nel 1998, non
meno di 200 prodotti a base di questo bacillo furono regi-
strati negli Stati Uniti (SCHNEPF et al. 1998). Certi B.
thuringiensis sono tossici contre i lepidotteri, per esempio B.
thuringiensis kurstaki o B. thuringiensis aizawai, altri (p. es. B.

thuringiensis morrisoni) esercitano la lore attività insetticida
sui coleotteri. Pubblicazioni recenti descrivono ceppi di B.

thuringiensis attivi contre gli insetti degli ordini imenotteri,
omotteri, ortotteri e mallofagi, cosi corne contre i nema-
todi, gli acari o i protozoari (SCHNEPF et al. 1998). La
sottospecie che ci intéressa è Bacillus thuringiensis israelensis, il
cui spettro d'attività è molto ristretto e limitato a poche fa-

miglie del sott'ordine dei nematoceri (ordine dei ditteri).

La più grande suscettibilità a B. thuringiensis israelensis è stata
mostrata dagli insetti delle famiglie culicidi e simulidi
(LÜTHY 8c Ebersold 1981). Tra questi generi, 12 specie
hanno mostrato una sensibilité molto forte durante uno
studio sperimentale effettuato nel 1987 (WRAIGHT et al.

1987).
A dosi maggiori si è potuto osservare un effetto nega-

tivo anche sui ditteri délia famiglia dei Chironomidi (Ali
1980, Miura et al. 1980, Garcia et al. 1981, Rogahn 8c

Baizhanov, 1984).
Oltre alla sua azione molto specifica sulle sue specie

bersaglio, B. thuringiensis sembrerebbe rispondere a tutte le

esigenze di biosicurezza, poiché in generale, non è stato os-

servato alcun effetto nefasto contre gli organismi non mi-
rati («non-target») come i mammiferi, gli uccelli, i pesci, i
vertebrati acquatici e non acquatici, gli invertebrati o
l'uomo (Anonimo 1991, Becker 8c Margalit 1993,
SCHNEPF et al. 1998). Una publicazione recente (Butler
8c Reichhardt 1999) evidenzia il fatto che sulla tematica
degli organismi non mirati dalla tossina di B. thuringiensis

prodotta dal mais trasgenico (mais-Bt), i ricercatori sono
divisi. In effetti, Butler 8c Reichhardt (1999) descrivono

come per esempio William Hutchison délia Société
Americana di Entomologia non abbia trovato nessuna va-
riazione nel numéro di insetti «utili» dopo campionamenti
effettuati sia in culture di mais-Bt che di mais ordinario.
Angelika Hilbeck délia Stazione Federale di Ricerche in
Agroecologia e agricoltura (Zurigo) ha invece trovato che
in laboratorio, il neurottero Lacewing, un insetto «utile»

esplica un'elevato tasso di mortalité quando si nutre di
larve di insetti mirati che si sono nutrite di a lore volta
mais-Bt, in confronto a larve nutrite con mais ordinario
(Butler 8c Reichhardt 1999).

E stato grazie alio spettro d'attivité molto ristretto di B.

thuringiensis che dal 1938, il primo prodotto insetticida, la
Sporeina, fu commercializzato in Francia (Te Giffel et al.

1997, MlLNER 1994). Da allora, B. thuringiensis è diventato
la fonte del pesticida biologico più largamente usato nel
mondo (CARLSON 8c KOLSTO 1993). Dopo la scoperta di
B. thuringiensis israelensis nel 1976 e grazie ai numerosi test
che ne garantivano la sicurezza ambientale, l'agenzia ame-
ricana di protezione delFambiente ha autorizzato la sua uti-
lizzazione corne insetticida biologico a partire dal 1981

(Becker 8c Margalit 1993).
Gli insetticidi chimici sono ancora di gran lunga i

pesticidi più largamente utilizzati nel mondo. Tuttavia, un
certo numéro di problemi sono apparsi progressivamente,
come per esempio una forte capacité d'inquinamento per
l'ambiente, cosi come lo sviluppo di specie d'insetti resi-
stenti (LlU et al. 1996). Al contrario, i prodotti a base di B.

thuringiensis sono riconosciuti corne sicuri e non inquinanti.
Essi possiedono pero qualche svantaggio come una dimi-
nuzione rapida délia lore efficacia dopo l'applicazione, una
forte sensibilité agli ultravioletti, e uno spettro d'attivité
non sempre alto per tutte le specie di zanzare (LlU et al.

1996). I problemi incontrati con gli insetticidi chimici
hanno provocato una domanda crescente di insetticidi a
base di B. thuringiensis, quindi un aumento del lore interesse
commerciale e un miglioramento progressivo délia qualité
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deiprodotti (Bauer 1995). Cosi, nel 1995, le vendite mon-
diali di questi pesticidi biologici si elevavano a 90 milioni
di dollari americani, ossia il 2% del mercato globale degli
insetticidi. La distribuzione mondiale annuale era di 2,3
milioni di kg (SCHNEPF et al. 1998).

Habitat

Attualmente, grazie a numerose ricerche, B. thuringiensis è

molto conosciuto dagli entomologi, dagli ecologi, dai mi-
crobiologi e dai biologi molecolari. Ciononostante un
tema ancora oggetto di numerose controversie è rappre-
sentato dalla defïnizione dell'habitat naturale di B.
thuringiensis. Sembra che questo bacillo sia adattato a diversi
ambienti. Degli organismi sono stati isolati nel mondo in-
tero e trovati in habitat variabili come i suoli, gli insetti,
la polvere, le foglie di alberi a foglie caduche o le coni-
fere (SCHNEPF et al. 1998). Molti pensano che B. thuringiensis

trovi il suo habitat naturale nel suolo (Martin et

al. 1985, Martin 8c Travers 1989,Jarrett 8c Stephenson

1990), composto da circa lo 0,05% dei batteri capaci
di sporulare (LÜTHY 8c Ebersold 1981). Inoltre, uno
studio d'isolamento di B. thuringiensis tramite campiona-
tura di suoli (con diversi habitat, in regioni possedenti
un numéro variabile di insetti) ha mostrato che la pre-
senza d'insetti non predice forzatamente la presenza di B.

thuringiensis in un campione particolare ma che la mag-
gior parte dei B. thuringiensis isolati era in associazione

con degli insetti (Martin 8c Travers 1989). Altri autori
hanno osservato che certi B. thuringiensis, e più in
particolare la sottospecie israelensis non erano sempre associati

agli insetti, concludendo che non era evidente che B.
thuringiensis israelensis fosse un entomopatogeno naturale

(Milner 1994).
Mentre gli argomenti precedenti sembrano dimostrare

che B. thuringiensis è piuttosto un ospite naturale del suolo,
delle esperienze che studiano la persistenza, cioè lo svi-

luppo o la moltiplicazione del bacillo dopo l'applicazione
nell'ambiente tendono a provare il contrario. In effetti,
numerose esperienze d'applicazione di B. thuringiensis, segna-
tamente di B. thuringiensis israelensis in condizioni naturali o
artifïciali hanno provato che le spore erano incapaci di ger-
minare nel suolo (Petras 8c Casida 1985, Lüthy 8c Stu-
DER 1986, OHANA et al. 1987). Nel 1988 un'esperienza su

prodotti a base di B. thuringiensis israelensis ha pure dimo-
strato che il batterio non aveva alcuna attività residuale
sulla superficie dell'acqua dopo 24 ore (Gharib 8c Hil-
SENHOFF 1988). La persistenza di B. thuringiensis è bassa,
cioè l'attività delle sue endotossine delta diminuisce dopo
qualche giorno, per aggregazione aile particelle del suolo
o per assorbimento da parte délia vegetazione (LÜTHY 8c

Studer 1986, Gelernter 8c Schwab 1993). Al contrario,

quando si osserva l'attività di B. thuringiensis negli
insetti, sembrerebbe che dopo l'azione insetticida délia tos-
sina, le spore di B. thuringiensis siano capaci di germinare,
di moltiplicarsi ed eventualmente di sporulare di nuovo,
sviluppandosi nell'insetto in maniera saprofita (ANDREWS
et al. 1987). Uno studio del 1985 sull'azione di B. thuringiensis

israelensis sugli insetti Aedes aegypti e Aedes vexans ha di-

mostrato una germinazione e una crescita di B. thuringiensis

israelensis nelle larve viventi, morenti o morte (Aly
1985). Per esempio, 24 ore dopo la morte delle larve, gli
autori osservavano meno spore di B. thuringiensis israelensis

ma più cellule vegetative nei cadaveri, ciô che dimostrava
la loro capacità di germinare e di moltiplicarsi. Alcuni
autori hanno perfino osservato la produzione di spore e di
cristalli di B. thuringiensis israelensis nelle larve morte
(Ohana et al. 1987).

Ricapitolando, B. thuringiensis potrebbe essere un
entomopatogeno, un abitante délia vegetazione, un microorgani-
smo del suolo o tutto contemporaneamente. I dati dispo-
nibili attualmente sono ancora insufficienti per permetterci
di trarre delle conclusion! su questo soggetto, sebbene B.

thuringiensis sembra essere stato isolato più facilmente a par-
tire da cadaveri d'insetti o da materiali in decomposizione
che direttamente a partire dal suolo (SCHNEPF et al. 1998).
Tuttavia, attualmente, si considéra ancora B. thuringiensis

corne un patogeno solamente opportunista degli insetti
(SCHNEPF et al. 1998).

Genetica di Bacillus thuringiensis

Cromosoma

La dimensione del genoma di B. thuringiensis puô variare
da 2.4 a 5.7 milioni di coppie di basi (SCHNEPF et al. 1998).
Per esempio, il cromosoma del ceppo B. thuringiensis
thuringiensis HD-2 è di 5.4 milioni di coppie di basi (CARLSON
8c KOLSTO 1993), mentre quella di B. thuringiensis Berliner,
1915 è di 5.7 milioni di coppie di basi (CARLSON et al.

1996).
Fra i geni situati sul cromosoma di B. thuringiensis si tro-

vano quelli codificanti per gli ARN ribosomici (ARNr), tra
cui l'ARNr 16S di una lunghezza di 1500 nucleotidi, e

l'ARNr 23S che misura 3000 nucleotidi (Amann et al.

1995). Queste due molecole di ARNr sono costituite da
campi a sequenze molto conservate, separate da campi a

regioni molto variabili (HEAD et al. 1998). Queste molecole

di ARNr (16S e 23S) contengono informazioni a suf-
ficienza per delle analisi filogenetiche, ciô ha permesso di
fare un grande passo avanti nella conoscenza dell'evolu-
zione delle specie (Amann et al. 1995).

Piasmidi

Generalità

I plasmidi sono delle piccole molecole di ADN a catena
doppia, che si trovano generalmente sotto forma circolare.
Possiamo trovare dei plasmidi nei batteri e nei lieviti, dove
essi si riproducono indipendentemente dal cromosoma.
Tutte le sottospecie di B. thuringiensis possiedono dei
plasmidi (WORKMANN et al. 1986) la cui dimensione varia da
1.5 a 180 Mega-Daltons (MDaltons) ed il cui numéro di
coppie va da 2 a 17 per cellula (Andrews et al. 1987).

Fin dagli anni '80, si pensé che i geni codificanti per
la tossina insetticida di B. thuringiensis (l'endotossina
delta), dovevano essere posizionati su dei plasmidi. In
effetti delle esperienze con dei ceppi di B. thuringiensis thu-
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ringiensis HD-2, incapaci di produrre l'endotossina delta,
hanno mostrato che questa carenza era legata alla per-
dita di un grande plasmidio di 75 MDaltons (GONZALES
8c Carlton 1980). Si dimostrô pure che l'assenza di pro-
duzione dell'endotossina delta non significava forzata-

mente assenza di tutti i piasmidi (GONZALES 8c CARLTON

1980). Esisteva dunque una relazione tra questi elementi
di ADN extracromosomico e la produzione délia tossina,
e sembrava che in ogni ceppo di B. thuringiensis, un solo

plasmidio fosse implicate nella sintesi di quest'endotos-
sina delta (GONZALES et al. 1981, ANDREWS et al. 1987).
Inoltre, la dimensione del plasmidio portante l'informa-
zione di tossicità era variabile a seconda dei ceppi di B.

thuringiensis (Gonzales et al. 1981, Workmann et al.

1986). Dal 1982, invece di suggerire, si affermava che i
geni strutturali codifïcanti per l'endotossina delta erano
situati sui piasmidi (Gonzales et al. 1982, Workmann
et al. 1986). Dal 1987 invece, delle esperienze hanno po-
tuto mostrare che taluni geni codifïcanti per la tossina

potevano ugualmente essere trovati sul cromosoma di

certi ceppi di B. thuringiensis (ANDREWS et al. 1987,

Prefontaine et al. 1987, Baum 8c Malvar 1995). Per

spiegare la variabilità nella dimensione dei plasmidi e nel
posizionamento dei loro geni, taluni autori hanno sug-
gerito che dei riarrangiamenti (delezioni, inserzioni, ri-
combinazioni) si svolgevano da una parte al livello dei

plasmidi (GONZALES et al. 1981), d'altra parte tra
plasmidi e cromosomi.

Organizzazione dei geni codifïcantiper l'endotossina delta

I geni codifïcanti per le proteine cristalline insetticide di
B. thuringiensis sono chiamati geni cry e nel 1989 sono stati
classifïcati da HÖFTE e WHITELEY secondo la loro tossicità

verso gli insetti (Tab. 1, Hofte 8c WHITELEY 1989).
Cosi, i geni cryl codificano per le proteine tossiche verso
i lepidotteri, i geni cryll danno delle tossine alio stesso

tempo contro i lepidotteri e i ditteri, i geni crylll codificano

per le endotossine delta attive contro i coleotteri e

i geni crylV per le tossine attive verso i ditteri (CricK-
MORE et al. 1998).

Gene Proteina

Vecchio

nome"
Nuovo Peso molec.
nome1 (kDa) Bersaglioc Forma Proprietà Referenze

cryl L Crickmore etal. 1998

cryll L/D Crickmore etal. 1998

crylll C Crickmore etal. 1998

cryIVA QcoT-H Sferica ad

emisferica
Piccola inclusione
ad alta densità
elettronica

Boyle & Dean 1990

Crickmore etal. 1998

Federici etal. 1990

Lereclus etal. 1993

Sen etal. 1988d

Ward & Ellar 1987d

cryIVB cry4Ba 127.8 D Sferica ad

emisferica
Piccola inclusione
ad alta densità
elettronica

Boyle & Dean 1990

Chungjatupornchai et al. 1988d

Crickmore etal. 1998

Federici etal. 1990

Lereclus etal. 1993

Sen etal. 1988d

Tungpradubkul etal. 1988d

YAMAMOTO etal. 1988d

crylVC crylOAa 77.8 D Crickmore etal. 1998

Lereclus etal. 1993

Thorne et al. 1986d

crylVD cryllAa 72.4 D Rettangolare Inclusione

a densità elettronica
moderata

Adams etal. 1989d

Boyle & Dean 1990
Crickmore etal. 1998

Donovan etal. 1988d

Federici etal. 1990

Lereclus et al. 1993

cytA cytlAa 27.4 Non specifico Arrotondata
a poliedrica

Grande inclusione

a bassa densità
elettronica

Crickmore et al. 1998

Earp & Ellar 1987d

Galjart etal. 1987d

Lereclus etal. 1993

Waalwijk etal. 1985d

Ward & Ellar 1986d

' Secondo Hofte & WHITELEY 1989 c L lepidotteri; C coleotteri; D ditteri
b Secondo Crickmore etal. 1998 d Referenze d'isolamento del gene

Tab. 1- Geni codifïcanti per l'endotossina delta e proprietà delle proteine.
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Oltre aile endotossine delta, la sottospecie B. thuringiensis
israelensis possiede una proteina chiamata fattore emolitico
e codifïcata dal gene cytA. Questa tossina si associa aile
endotossine delta per formare il complesso cristallino. Bacillus

thuringiensis israelensis possiede dunque quattro geni co-
difïcanti per quattro endotossine delta di dimensioni
différend (crylVA, cryIVB. crylVC e crylVD) e un gene
codifiante per il fattore emolitico (<ytA) (Tab. 1). E stato di-
mostrato che questi cinque geni sono situati su uno stesso

plasmidio di 72 MDaltons (Lereclus et al. 1993, Sch-
NEPF et al. 1998). Il numéro di copie di plasmidi portatori
dei geni cry non è stato determinato, ma nella maggior
parte dei ceppi di B. thuringiensis, deve essere basso, con
forse qualche copia per cellula (Baum & Malvar 1995).
Le prime clonazioni e sequenzaggi di un gene cry sono state
fatte dal gruppo di HELEN WHITELEY nel 1981

(Broadwell 1994). A poco a poco, le sequenze di différend

ceppi sono state ottenute (ANDREWS et al. 1987), ed i
metodi attuali hanno permesso di ottenere il codice gene-
tico più o meno completo di tutti i geni cry e cyt (Schnepf
et al. 1998).
L'ipotesi che dei riarrangiamenti potevano aver luogo tra
i geni codifïcanti per le proteine cristalline del B. thuringiensis

(Gonzales et al. 1981) è rapidamente stata accet-

tata, grazie alla scoperta, sui plasmidi portanti i geni cry. di
elementi trasponibili, tra cui delle sequenze d'inserzione e

dei trasposoni, che permettono la mobilità di questi geni
(Prefontaine et al. 1987, Baum & Malvar 1995, Lereclus

et al. 1993, LERECLUS et al. 1984, KRONSTAD &

WHITELEY 1984, Schnepf et al. 1998).

2rasferimento diplasmidi
I plasmidi batterici hanno la caratteristica di essere facil-
mente trasferiti da una cellula all'altra fra individui di
una stessa specie, come pure di specie différend. È il caso
in particolare dei plasmidi di B. thuringiensis la cui fre-

quenza di trasferimento è del 75% (GONZALES et al.

1982). Affinché questi trasferimenti si facciano tra i
bacilli, deve esserci contatto tra la cellula donatrice e la
cellula ricevente (WORKMANN et al. 1986, Sekar 1990). I
grandi e i piccoli plasmidi sono trasferibili in maniera
équivalente tra ceppi di B. thuringiensis come pure da B.

thuringiensis a B. cereus Frankland &. Frankland, 1887

(Sekar 1990, Te Giffel et al. 1997), ma sembrerebbe
che i grandi plasmidi siano autotrasmissibili, mentre i
piccoli siano trasferid contemporaneamente ai grandi
(Lereclus et al. 1993). Inoltre, delle esperienze di
trasferimento di plasmidi di ceppi B. thuringiensis in larve di
lepidotteri hanno suggerito che il trasferimento puô svol-

gersi anche in condizioni naturali, con delle frequenze
simili aile esperienze di laboratorio (JARRETT 8c STEPHEN-

SON 1990, Schnepf et al. 1998). Dei plasmidi di B.

thuringiensis sono pure stati trasferiti in ceppi di Bacillus

subtïlis Ehrenberg, 1835 e di Bacillus anthracis Cohn, 1872

(Jarrett 8c Stephenson 1990). Si è ugualmente sco-

perto il set plasmidico di B. thuringiensis israelensis compo-
sto dai quattro geni cry cosl come dal gene cyt in
sottospecie di B. thuringiensis diverse di B. thuringiensis israelensis

(SCHNEPF et al. 1998). Osservato in laboratorio, il pro-

cesso di trasferimento orizzontale di geni cry tra le popo-
lazioni di B. thuringiensis sembra dunque possibile pure in
condizioni naturali.

Regolazione dei geni codificantiper l'endotossina delta

Il complesso di proteine cristalline raggiunge circa il 30%
del peso secco di una coltura di B. thuringiensis in sporula-
zione (MlLNER 1994). La formazione di cristallo implica
dunque l'accumulazione di un grande numéro di endotossine

delta (AgaisSE 8c LERECLUS 1995). Per accumulare una
grande quantité di proteine, una strategia consiste nell'e-
sprimere il gene corrispondente tramite un promotore forte
in una cellula che non si stia dividendo, dunque di evitare
aile proteine la diluizione causata dalla divisione cellulare
(AGAISSE 8c LERECLUS 1995). È quello che succédé in B.
thuringiensis(, dove la formazione del cristallo awiene in fase sta-
zionaria (Agaisse 8c LERECLUS 1995), cioè durante la spo-
rulazione (Andrews et al. 1987, HUBER 8c LÜTHY 1981,
Lüthy 8c Studer 1986, Baum 8c Malvar 1995). Questi ri-
sultati sono stati dimostrati in Bacillus thuringiensis kurstaki,
dove TARN messaggero (ARNm) specifïco dei geni codificanti

per la proteina cristallina, è présente solamente nelle
cellule in sporulazione ed esclusivamente durante i periodi
di sintesi del cristallo (ANDREWS et al. 1987). Dei risultati
simili sono stati ottenuti per B. thuringiensis israelensis

(ANDREWS et al. 1987).

Nuova nomenclatura dei geni cry
Nel 1989, HÖFTE 8c Whiteley hanno proposto una
nomenclatura sistematica per classificare i 14 tipi di proteine
cristalline conosciute, secondo la loro tossicità nei
confront! di différend ordini d'insetti (Hofte 8c Whiteley,
1989). Da allora, il numéro di geni conosciuti è passato da

quattordici a un centinaio, e la revisione délia nomenclatura

si è rivelata necessaria (CRICKMORE et al. 1998,
Schnepf et al. 1998). Cosi, nel 1998, CRICKMORE ed i suoi col-
laboratori hanno proposto una nuova nomenclatura non
più basata sulla tossicità delle proteine batteriche, ma sulla
divergenza nell'evoluzione dei geni gli uni nei confronti
degli altri (Tab. 1). Questo évita dunque ai ricercatori di
testare ogni nuova proteina su un gran numéro di insetti,
prima di poterla classificare. Per facilitare la lettura, i capi-
toli seguenti designano ancora i geni secondo la vecchia
nomenclatura di HÖFTE 8c WHITELEY.

Endotossina delta

Morfologia del cristallo

Le proteine insetticide di B. thuringiensis sono organizzate
in cristalli, ciè sembra conferire loro una migliore resi-

stenza aile degradazioni proteolitiche (SCHNEPF et al.

1998). La biosintesi del cristallo insetdcida si svolge
durante il processo di sporulazione (HUBER 8c LÜTHY 1981,
Lüthy 8c Studer 1986, Baum 8c Malvar 1995), essa co-
mincia circa 4 ore dopo l'inizio di quest'ultima e

raggiunge il suo massimo circa 3 ore più tardi (Andrews et
al. 1987). Una volta formato, questo insieme proteico
rappresenta circa il 30% del peso secco di una coltura di
cellule in sporulazione (MlLNER 1994). AlFanalisi al mi-
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croscopio elettronico, il cristallo di B. thuringiensis israelensis

si présenta circondato da un involucro, ed è suddiviso
in 3 frammenti. Ogni frammento présenta un proprio
involucro di densità elettronica variabile (LÜTHY & Stu-
DER 1986, FEDERICI et al. 1990). Contrariamente aile al-

tre sottospecie di B. thuringiensis, il cristallo délia
sottospecie israelensis è sferico ed i 3 frammenti o inclusion!

presentano proprietà diverse (Tab. 1, FEDERICI et

al. 1990).

Struttura dell'endotossina delta

Come si è visto precedentemente, il cristallo di B. thuringiensis

israelensis è composto da quattro geni codificanti per
quattro endotossine delta (crylVA, crylVB, crylVC e

crylVD) e da un gene codificante per il fattore emolitico
[cytA, Tab. 1). Questi cinque geni sono situati sullo stesso

plasmidio di 72 MDaltons (Lereclus et al. 1993, SCH-

NEPF et al. 1998).
Per poter agire sulle cellule epiteliali intestinali, il

cristallo di B. thuringiensis deve essere attivato per solubiliz-
zazione e proteolisi tramite il liquido intestinale delle
larve d'insetti. Una volta attivata, l'endotossina delta
CrylVD è di 30 kDaltons mentre CrylVA e CrylVB sono
scisse al livello delle loro parti N- e C-terminali, per pro-
durre delle tossine di 60 e 65 kDaltons rispettivamente
(Lereclus et al. 1993).

Presa separatamente, ciascuna delle cinque proteine
del cristallo di B. thuringiensis israelensis ha un grado di tos-
sicità variabile contro le zanzare (almeno le specie Aedes

aegypû, Anopheles stephensi e Culex pipiens, LERECLUS et al.

1993), ma nessuna è cosi tossica corne il cristallo stesso
(FEDERICI et al. 1990). Sembra dunque esserci un effetto
sinergico delle différend tossine, quando sono raggrup-
pate (Becker & Margalit 1993, Gelernter 8c Schwab
1993, Lereclus et al. 1993). Inoltre, esperienze di tossi-
cità fatte su tre specie di zanzare hanno mostrato che il po-
lipeptide CytA non era nè essenziale alla tossicità del
cristallo, nè specifico (Lereclus et al. 1993, Schnepf et al.

1998). Esso esercitava il suo effetto tossico come un de-

tergente, cioè perturbando in maniera generalizzata la
membrana cellulare (SCHNEPF et al. 1998).

Modo d'agire dell'endotossina delta di B. thuringiensis
israelensis sulla zanzara Aedes vexans

L'epitelio intestinale délia larva è il primo bersaglio delle
endotossine delta (LÜTHY 8c Ebersold 1981). La loro
specificità suggerisce che dei ricettori o altri componenti
délia membrana cellulare sono implicati esclusivamente

dalPorganismo bersaglio (LÜTHY 8c Ebersold 1981). Il
meccanismo d'azione delle proteine Cry nécessita innan-
zitutto la solubilizzazione del cristallo nell'intestino délia
larva grazie al liquido intestinale alcalino. In seguito, la
sfaldatura proteolitica delle protossine (endotossine delta

inattive), grazie a delle proteasi intestinali, da come ri-
sultato delle proteine attive, le tossine (FEDERICI et al.

1990, Bauer 1995, Schnepf et al. 1998). Una volta at-

tivate, le endotossine delta si legano ai ricettori specifici
délia membrana intestinale (grazie aile loro parti C-ter-

minali) e le parti N-terminali idrofobe si inseriscono nella
membrana, formando dei buchi o dei pori (BAUER 1995,
SCHNEPF et al. 1998). Il legame delle tossine è un pro-
cesso in due tappe, una reversibile e l'altra irreversibile.
La fase irreversibile nécessita l'inserimento dei domini
idrofobi di eliche alfa nella membrana, rendendo cosi le
tossine insensibili aile proteasi ed agli anticorpi mono-
clonah (SCHNEPF et al. 1998).

L'intestino viene reso permeabile. L'uscita di liquido
intestinale dall'intestino e l'entrata di emolinfa nell'intestino

paralizza il sistema digestivo délia larva. Inoltre, si
è visto che B. thuringensis puô utilizzare la larva come
ospite occasionale (Aly 1985, SCHNEPF et al. 1998), ciô

significa che il batterio è capace di germinare e di molti-
plicarsi nella larva, provocandovi una setticemia e poi la
morte dell'insetto (Bauer 1995).

Bacillus thuringiensis e altri Bacillus

Nel genere Bacillus, le specie thuringiensis, cereus, mycoides

Flügge, 1886, anthraeis sono geneticamente molto vicine
le une alle altre (Andrews et al. 1987). Il criterio principale

per differenziare B. thuringiensis dalle altre tre specie
è la sua capacità di produrre il complesso cristallino in-
setticida (ANDREWS et al. 1987, Te Giffel et al. 1997).
Tuttavia, degli stipiti di B. thuringiensis incapaci di
produrre il cristallo non hanno potuto essere differenziati
dalla specie B. cereus (MlLNER 1994), un batterio cornu-

nemente incontrato nel suolo. Ciô ha suscitato delle di-
scussioni tra i batteriologi e molti considerano che B.

thuringiensis è solamente una variante di B. cereus.

Delle esperienze d'ibridazione ADN/ADN (Somer-
VILLE 8cJONES 1972) hanno confermato l'impossibilità di
distinguere B. thuringiensis da B. cereus. In un altro studio
(Seki et al. 1978), gli autori hanno trovato tra il 54 e

l'80% di omologia fra tre ceppi di B. thuringiensis, ed un
ceppo di B. cereus. Questi stessi autori indicano che B.
thuringiensis potrebbe costituire una specie unica con B.
cereus. Per rafforzare questa osservazione, delle esperienze
di costruzione di una carta fisica di B. thuringiensis grazie
a degli enzimi di restrizione (CARLSON 8c KOLSTO 1993),
hanno mostrato che B. thuringiensis era cosi vicino a B.
cereus come lo sarebbero due ceppi di B. cereus tra di loro.
Altre esperienze di omologia di sequenze di ADN hanno
mostrato da 50 a 100% di omologia tra diversi ceppi
delle quattro specie B. antkracis, cereus, mycoides e thuringiensis

(Priest et al. 1994). Questo stesso autore afferma
che queste quattro specie sono considerate come un solo

gruppo fenotipico e che esse hanno delle sequenze di
ARN ribosomico 16S altamente conservate. Solo gli im-

portanti attributi patogenici di B. anthraeis e di B. thuringiensis

sono considerati come sufficienti per mantenere
uno statuto di specie separate per questi batteri, rispetto
ai loro omologhi B. cereus e B. mycoides (Priest et al.

1994). Un'esperienza d'ibridazione con dei macrofram-
menti di restrizione ha pure mostrato che la regione con-
tenente i geni codificanti per l'ARN ribosomico era si-

mile nei ceppi B. thuringiensis Berliner, 1915 e B. cereus

ATCC 14579, confermando cosi che questa regione è
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conservata tra i cromosomi di B. thuringiensis e B. cereus

(Carlson et al. 1996). Un tentative» di distinzione tra B.

cereus e B. thuringiensis tramite l'analisi délia regione va-
riabile VI dell'ARN ribosomico 16S (Te Giffel et al.

1997), ha permesso la differenziazione di tutti i ceppi di
referenza, ma ha dato 3 risultati sospetti in un totale di
14 campioni. Dal punto di vista biochimico, le cose non
sono più chiare, poiché neppure i profïli degli zuccheri
strutturali presenti nelle cellule vegetative e delle spore
permettono di fare una differenza tra B. cereus e B. thu-

ringiensis (WUNSCHEL et al. 1994).
Riassumendo, i metodi classici di biochimica e di

morfologia utilizzati per classifïcare i batteri non permettono

la distinzione fra B. thuringiensis e B. cereus. Inoltre i
metodi moderni (ibridazione dell'ADN cromosomico,
analisi dei fosfolipidi e degli acidi grassi, confronto delle

sequenze dell'ARN ribosomico 16S, analisi del polimor-
fismo di frammenti amplificati e analisi di frammenti di
restrizione del genoma) sono ugualmente a favore dell'i-
potesi che B. thuringiensis e B. cereus siano in realtà una
sola specie (SCHNEPF et al. 1998).

Bacillus cereus è un contaminante frequentemente tro-
vato nel latte crudo e nei prodotti lattieri (CARLSON 8c

Kolsto 1993, Asano et cd. 1997). Esso produce delle

grandi quantità di enzimi proteolitici che digeriscono la
caseina, dando al latte un gusto ed un odore caratteri-
stici. Oltre alla degradazione dei prodotti lattieri, B. cereus

causa dei problemi di sanità pubblica, poiché alcuni
ceppi sono conosciuti per produire una enterotossina ex-
tracellulare, provocando delle diarree negli animali supe-
riori (Asano et ed. 1997). Questo fa dunque di B. cereus

un batterio potenzialmente patogeno per l'essere umano,
contrariamente a B. thuringiensis che è considerate piutto-
sto corne un organismo benefico, grazie alla sua attività
insetticida (CARLSON & KOLSTO 1993). Su cinque ceppi
di B. thuringiensis, delle esperienze di costruzione di una
carta fïsica grazie a degli enzimi di restrizione (CARLSON
8c Kolsto 1993) hanno dato dei risultati positivi a dei
test di presenza dell'enterotossina del tipo B. cereus. Il
fatto che dei ceppi di B. thuringensis siano capaci di pro-
durre un'enterotossina del tipo B. cereus suggerisce che

questi batteri insetticidi potrebbero essere considerati

corne dei ceppi di B. cereus produttrici di enterotossine e

aventi acquisito dei piasmidi codificanti per il cristallo pa-
rasporale (Carlson 8c KOLSTO 1993). Un'altra espe-
rienza di clonazione e di sequenzaggio del gene codifi-
cante per questa enterotossina ha mostrato che esso è

présente nei ceppi B. cereus FMI, B. thuringiensis sotto e B.

thuringiensis israelensis ONR-60A (ASANO et al. 1997). È

ugualmente stato dimostrato che alcuni ceppi di altre sot-

tospecie di B. thuringensis contenevano una sequenza di
ADN omologa ad una regione del gene codificante per
l'enterotossina. Dato che nessuna pubblicazione su
problemi di sanità pubblica associati a B. thuringiensis è stata
fatta, due ipotesi sono state proposte: (i) delle differenze
minori di aminoacidi tra le enterotossine dei ceppi B.
thuringensis e B. cereus ridurrebbero la patogenicità di B.

thuringiensis o (ii) B. thuringiensis sarebbe incapace di molti-
plicarsi nell'intestino umano (ASANO et al. 1997).

PIANO DI RICERCA E METODOLOGIE

Si è potuto constatare che il Piano di Magadino è una
regione facilmente inondabile, dunque un luogo prediletto
per le zanzare Aedes vexans le quali, una quindicina d'anni
fa sono diventate un vero flagello per la popolazione e per
i turisti délia regione del Lago Maggiore. Dal 1988, le re-

gioni dove si sviluppano le larve di Aedes vexans sono re-
golarmente trattate con un prodotto a base di B. thuringiensis

israelensis. Da dieci anni questo trattamento
insetticida è attuato due, tre volte all'anno. Un apposito

gruppo di ricerca è stato costituito nel 1998 (GRIMOBE).
Esso vede coinvolti la Fondazione Bolle di Magadino, l'I-
stituto Cantonale Batteriosierologico e Laboratoire
d'Ecologie Microbienne (Lugano, Ginevra), il Prof. P. Lûthy
(EPF, Zurigo), il Laboratoire de Microbiologie dell'Uni-
versità di Neuchatel e l'Ufficio Federale dell'ambiente,
delle foreste e del paesaggio (UFAEP). Proprio l'UFAFP,
sulla scorta delle conoscenze attuali di questo bacillo, so-
stiene un progetto nella regione di Magadino, iniziato nel
1999 e ha lo scopo di verificare se questa applicazione vo-
lontaria non abbia, come specificate dalla maggior parte
delle pubblicazioni, veramente alcun effetto sull'ambiente.

Determinazione délia persistenza delle spore di B.
thuringiensis israelensis nell'ambiente

Le spore batteriche possono restate in latenza nell'am-
biente durante parecchi anni. Esse resistono aile difficili
condizioni ambientali come temperature elevate o periodi
prolungati di siccità. Se delle materie nutritive sono di-

sponibili in quantità sufficienti per sopportare la loro cre-
scita e la loro moltiplicazione, le spore possono germinare
ed il batterio moltiplicarsi. Dopo la proliferazione, se il nu-
trimento diventa troppo raro, per evitare la morte, le
cellule vegetative attivano il loro meccanismo di sporula-
zione. Conoscendo questi fatti, è lecito quindi postulare un
accumulo di spore e un aumento di cellule di B. thuringiensis

israelensis depositate volontariamente nel suolo e nelle ac-

que del Piano di Magadino, anche se le pubblicazioni
scientifiche sul soggetto non abbiano ancora confermato

questa ipotesi (Petras 8c Casida 1985, Lüthy 8c Studer
1986, Ohana et al. 1987, Gharib 8c Hilsenhoff 1988).

Uno dei punti délia ricerca è quello di determinare se

il numéro di spore applicate artificialmente nell'ambiente
dal 1988 diminuisce, resta stabile o aumenta per accumu-
lazione o proliferazione nella natura. Si tratterà quindi di
fare una determinazione quantitativa del numéro di spore.
I metodi descritti nella letteratura a disposizione (West et

al. 1984:128-133, West et al. 1984:121-127, Petras 8c

Casida 1985, Travers et al. 1987, Martin 8c Travers1989,
Palm et al. 1994, Von Robert 1994, Head et al. 1998) sa-

ranno adattati per l'analisi dei campioni rappresentativi di
suolo, di acqua e di sedimenti trattati.

Dopo l'estrazione dal suolo, dall'acqua o dal sedi-

mento, il numéro di spore presenti nei campioni puô
essere determinate con il metodo del conteggio di colonie
germinate su piastre d'agar. Un metodo possibile potrebbe
essere l'ibridazione dove dei frammenti di ADN marcati
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(sonde) riconoscono la porzione di un gene codifïcante

per l'endotossina delta di B. thuringiensis israelensis. Un
alternative all'ibridazione potrebbe essere l'amplificazione
(PCR) di porzioni di questi geni try o cyl. Tali metodi do-

vranno essere sviluppati in modo speciflco per questa ri-
cerca. Bisognerà anche mettere a posto un test di deter-
minazione délia sottospecie israelensis in confronto agli altri
organismi.

Il numéro di spore di B. thuringiensis israelensis determinate

nel suolo, nell'acqua o nei sedimenti di différend sid
trattati con l'insetticida sarà cartografato. E previsto di fare
delle campionature di questi siti su un periodo di almeno
due anni, con lo scopo di studiare la dinamica e le even-
tuali fluttuazioni del numéro di spore.

Trasferimento orizzontale dei geni codificanti per le
endotossine delta

È attualmente stabilito che dei plasmidi possano essere tra-
smessi da un organismo ad un altro, particolarmente se le

specie sono geneticamente vicine l'una all'altra. Siccome

questo è già stato descritto (Gonzales et al. 1982, Work-
MANN et al. 1986, Sekar 1990, Te Giffel et al. 1997,

Jarrett 8c Stephenson 1990, Schnepf et al. 1998), le
cellule di Bacillus thuringiensis israelensis sono dunque poten-
zialmente capaci di scambiare i loro plasmidi con altri
organismi del suolo, per esempio con la specie Bacillus cereus.

I geni codificanti per le endotossine delta essendo situati
su uno stesso plasmidio, B. cereus potrebbero quindi
produire un cristallo completo.

Delle esperienze di trasformazione di B. thuringiensis
israelensis con B. cereus saranno svolte in laboratorio e ne sarà

stabilito il grado di trasformazione. Inoltre, una tecnica di
rilevamento di cellule di B. cereus portant! il plasmidio
codifïcante per i geni cry sarà messa a punto e testata con dei

campioni di suolo, d'acqua, o di sedimento, alfine di dimo-
strare la capacità di trasformazione di B. thuringiensis israelensis

in condizioni naturali. Il grado di scambio di plasmidio

tra le cellule di B. thuringiensis israelensis e gli organismi
délia microfauna del suolo sarà cosi determinato.

Persistenza delle endotossine delta nell'ambiente

Come si è visto precedentemente, le cellule di B. thuringiensis

israelensis producono le quattro endotossine delta co-
dificate dai geni crylVA, B, C, e D. cosi come il fattore emo-
litico codificato dal gene cytA (Lereclus et al. 1993,
SCHNEPF et al. 1998). Queste cinque proteine costitui-
scono il cristallo parasporale formato durante la sporula-
zione di B. thuringiensis israelensis. Alcuni studi hanno di-

mostrato che i cristalli sono rapidamente degradati
nelFambiente dalla proteolisi (BOGGASCH 8c BERNAUER

1991) e da microrganismi indigeni (Becker 8c Ludwig
1993). E pure stato dimostrato che essi sono eliminati dalla
zona di nutrizione delle larve nelle ore che seguono la loro
applicazione, per adsorbimento da parte delle particelle
del suolo (ANONIMO 1991).

Il grado di persistenza del complesso cristallino sarà
determinato nel suolo, nell'acqua, e nei sedimenti del Piano
di Magadino. Per questo saranno applicati test immuno-

logici basati sulla tecnica ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay) (Huber-Lukac et al. 1986, JAQJJET et

al. 1988, Wie et al. 1982, Smith 8c Ulrich 1983, Wie et

al. 1984, Tapp 8c Stotzky 1995, Palm et al. 1994, Groat
et al. 1990). La fattibilità dei differenti metodi sarà innan-
zitutto testata in laboratorio, utilizzando da una parte i
cristalli di colture di B. thuringiensis israelensis in sporulazione
corne antigeni, e dall'altra parte degli anticorpi monoclo-
nali o policlonali diretti contro questa tossina insetticida.
La tappa seguente sarà la determinazione quantitativa
delle endotossine delta presenti nei campioni naturali del
Piano di Magadino.

Le quantità di cristalli ottenuti saranno cartografate. Le
campionature saranno effettuate su un periodo di almeno
due anni, con lo scopo di studiare la fluttuazione del te-

nore in tossina del materiale prelevato.

Apparizione e sviluppo nelle larve di insetti di una re-
sistenza contro B. thuringiensis israelensis

Dall'inizio degli anni '80, delle esperienze di selezione in
laboratorio hanno permesso di ottenere diverse popola-
zioni d'insetti che avevano acquisito diversi gradi di resi-

stenza aile endotossine delta di B. thuringiensis (SCHNEPF et

al. 1998). Nel 1986, delle esperienze di selezione délia zan-
zara Aedes aegypti con un prodotto a base di B. thuringiensis
israelensis hanno mostrato che gli insetti diventavano due
volte meno sensibili dopo 14 e 25 generazioni (Marrone
8c Macintosh 1993). Nel 1982 e 1984, la selezione délia
specie Culex quinquefasciatus con B. thuringiensis israelensis ha

provocato una diminuzione délia sensibilità di 6 e 16,5
volte. Dopo un arresto del trattamento durante tre
generazioni, la suscettibilità riaumentava del 50% (Marrone
8c MACINTOSH 1993). Contrariamente aile altre specie, la
resistenza in laboratorio dei ditteri contro B. thuringiensis
israelensis sembra relativamente limitata.

In condizioni naturali, il primo caso di resistenza è stato
individuato nel 1990 sul lepidottero Plutella xylostella in una
coltura agricola hawaiana (MARRONE 8c MACINTOSH 1993,
SCHNEPF et al. 1998). Per quanto riguarda i ditteri, non è an-
cora stato dimostrato nessun caso di resistenza naturale
contro B. thuringiensis israelensis (ANONIMO 1988, WUN-
SCHEL et al. 1994). Una tale ricerca è stata fatta nella valle
dell'Alto Reno (Germania), dove il trattamento con B.
thuringiensis israelensis si faceva da 10 anni (BECKER 8c LUDWIG

1993). Non è stata osservata nessuna differenza di sensibilità,

in paragone con delle popolazioni di una regione mai
trattata con B. thuringiensis israelensis. Due spiegazioni sono
state proposte. La prima è che le zanzare Aedes vexans ed i si-

mulidi si spostano molto, dunque che solo una parte delle

popolazioni è esposta alle sostanze tossiche. Questo
permette quindi un miscuglio costante dei geni e avrebbe come

conseguenza di diminuire o di ritardare l'apparizione di
una resistenza (BECKER 8c MargALIT 1993). L'altra proposta

per spiegare l'assenza di resistenza nelle zanzare è che la
sostanza tossica è complessa, composta da un insieme di
proteine dirette contro dei ricettori differenti e in più
agendo in maniera sinergica (Becker 8c Margalit 1993,
Marrone 8c Macintosh 1993). In effetti, un'esperienza di
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trattamento di Culex quinquefasdatuscon una preparazione di
B. thuringiensis israelensis contenente un miscuglio spore/tos-
sine è stata fatta durante 20 generazioni (MARRONE &

MACINTOSH 1993). Questa stessa popolazione è stata in se-

guito selezionata con la sola endotossina delta CrylVD. Le
zanzare hanno sviluppato una resistenza di 70 volte contro
questa proteina, mentre la loro resistenza alla preparazione
spore/tossine non era che di 3 volte. In un'altra esperienza,
il gene codifïcante per il fattore emolitico cytA fu clonato in
un microrganismo poi utilizzato contro delle zanzare
(Becker & Margalt 1993). Una resistenza a questa
proteina fu indotta dopo solamente qualche generazione.

Diversi meccanismi di resistenza sono stati proposti,
ma fïnora, si è potuto osservare che questi sembravano
unicamente legati ad alterazioni nel legame specifico
délia tossina alla membrana intestinale del insetto (Mar-
rone k Macintosh 1993, McCaughey 1994). Un al-

tro meccanismo fu proposto, ma non fu osservato. Si

tratta dell'inatüvazione per proteolisi delle endotossine
delta al livello dell'intestino (MARRONE k MACINTOSH

1993). Inoltre, altri meccanismi di resistenza detti di po-
stlegame sono stati proposti. Essi potrebbero agire a
livello dell'inserimento délia tossina nella membrana, délia
formazione dei pori (Marrone & Macintosh 1993,
BAUER 1995), délia fuga dell'emolinfa o dell'efficacia dei
meccanismi di riparazione del insetto (BAUER 1995).
Infine, un potenziale meccanismo di resistenza potrebbe es-

sere una diminuzione délia solubilità del cristallo nell'in-
testino (Schnepf et al. 1998).

Lo sviluppo di resistenze da parte degli insetti ai pro-
dotti a base di B. thuringimsis sembra inevitabile, e si è dun-

que intensifïcata la ricerca nello sviluppo di Strategie ri-
tardanti o evitanti questa evoluzione (McCAUGHEY
1994). Queste Strategie sono le seguenti: utilizzo di tossine

multiple, rotazione delle colture agricole, dosaggi d'inset-
ticida da elevati a molto elevati, creazione di rifugi tem-
porali e spaziali per gli insetti (Marrone 8c Macintosh
1993, Bauer 1995, Schnepf et al. 1998).

Nel Piano di Magadino, da osservazioni sporadiche ef-

fettuate nel 1997 e 1998, cioè dopo 9 rispettivamente 10

anni consecutivi di trattamento delle zanzare con B. thu-

ringimsis israelensis, sembra che il prodotto abbia perso la
sua efficacia iniziale. Se si potesse provare che questa ri-
duzione di tossicità sia dovuta all'apparizione di specie di
zanzare resistenti, sarebbe una situazione grave, poiché
non esiste attualmente alcuna alternativa biologica per
rimpiazzare B. thuringiensis israelensis. Un lavoro di diploma
incentrato su questo problema è attualmente in corso.
Esso fornirà dati preliminari per indagini più mirate.
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CONCLUSIONI

La produzione su grande scala di B. thuringiensis è aumen-
tata lentamente ma regolarmente durante questi ultimi
trent'anni. Il contrario è successo per gli insetticidi chimici,
il cui picco di produzione è stato raggiunto qualche anno
fa, ma è rapidamente diminuito, in seguito a problemi di
sicurezza per le popolazioni non bersaglio cosl come a dei

problemi di resistenza delle popolazioni bersaglio.
Attualmente, la produzione annuale mondiale di prodotti a base

di B. thuringiensis è di circa 3'000 tonnellate (SCHNEPF et al.

1998), di cui la maggior parte è utilizzata per il controllo
dei lepidotteri neU'agricoltura e nelle foreste, cosi come per
il controllo delle zanzare e dei simulidi, i quali possono es-

sere dei vettori di malattie infettive umane. I principali pro-
duttori sono gli Stati Uniti dAmerica, la Cina e l'India.
Inoltre, B. thuringiensis gioca un ruolo sempre più importante

nei paesi tropicali dove delle produzioni su piccola
scala sono previste alio scopo di coprire i bisogni locali.

In Svizzera, sebbene ufficialmente raccomandati per
proteggere gli alberi da frutto, i legumi e le vigne contro
gli insetti, i prodotti a base di B. thuringiensis non sono uti-
lizzati che in maniera locale. I prodotti a base di B. thuringiensis

israelensis sono distribuiti corne insetticidi domestici
nelle drogherie e nei supermercati (classe di tossicità 5S) e

le uniche due operazioni su larga scala hanno luogo nel
Piano di Magadino dal 1988 e nella regione del Lago di
Gruyères dal 1993.

Il numéro importante di trattamenti effettuati nel Piano
di Magadino è un'opportunità unica per controllare gli ef-

fetti a lungo termine di B. thuringiensis israelensis nell'am-
biente. Il nostro studio, la cui parte pratica è iniziata nel di-
cembre 1998, permetterà di ottenere un risultato sulfa
biosicurezza di questo insetticida microbico ed i risultati
potranno essere considerati in un contesto d'importanza
generale dunque internazionale.
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