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ATTIVITA’ “IN VITRO™ DI ALCUNI ANTICRITTOGAMICI CONTRO
L’AGENTE DELL™ALTERNARIOSI” DELLA DICHONDRA REPENS
(ALTERNARIA DICHONDRAE GAMBOGI ET AL.)

PREMESSA

Dichondra repens € una Convulvacea peren-
nante nativa delle regioni costiere meridionali del
Nord America.

Questa pianta trova un sempre pil largo im-
piego nella costituzione di tappeti erbosi per le
sue caratteristiche di generale rusticiti. Essa, in-
fatti, si adatta a terreni relativamente poveri delle
regioni calde, tollera 'ombreggiamento, ¢ modera-
tamenle resistente al calpestamento ed alla sicci-
th ed infine non richiede falciature.

Dichondra repens tutlavia, sotlo determinate
condizioni, va soggetta ad una “Alternariosi” che
provaca necrosi fogliari, dapprima limitate, ¢ che
successivamente si estendono fino ad interessare
tutto il lembo e tulvolta, con andamento sistemi-
co, il picciolo con un conseguente disseccamento
dell'intera  porzione verde.

L'agente responsabile & stato identificato come
Alternaria dichondrae (G ambogi e coll., 1975).

I danni, talora gravi, consistono in un progres-
sivo disseccamento del prato, spesso a macchia
d'olio, ma non infrequentemente ad andamento
Sparso.

Ci & sembrato quindi di qualche interesse lo
studio di possibili interventi di difesa. Le indagini
preliminari, di cui riferiamo nella presente nota,
sono slate rivolte a saggiare Pattivitd “in vitro” nei
confronti di 4. dichondrae di alcuni tra i pil noti
fungicidi, scelti sia tra quelli tradizionali, sia tra
quelli cosiddetti sistemici di pid recente introdu-
zione, cid tenuto conto del possibile comporta-

mento sistemico della malattia e del possibile va-
lore estetico del prato, tale da giustificare inter-
venti anche costosi.

Fra i composti ad attivitd sistemica si € indaga-
to anche il benomyl, pur essendo ormai nota la
scarsa efficacia di tale principio attivo su specie
del genere Alternaria (Erwin, 1973).

E stata saggiata, infine, Pattivith di un antibio-
lico a spiccata azione antimicotica (nystatin).

MATERIALI E METODI

Fungicidi

Dei vari principi attivi prescelti (Tabella 1), so-
no state impiegate lormulazioni commerciali, ec-
cetto per BAS 22005 F (calixin), fungicida an-
cora in corso di sperimentazione,

Tutte le concentrazioni riportate nel testo so-
no riferite al principic attivo,

Preparazione delle colture

Gli isolamenti del patogeno sono stati eiTet-
tuati da foglie infette,

Il fungo ¢ stato allevato in piastre su PDA-Difco
4 20°C, con illuminazione NUV per 12 ore alter-
nate a ugual periodo di buio.

La patogenicitd delle colture & stata sapgiata,
in una fase preliminare, a mezzo di infezioni arti-
ficiall per irrarazione di sospensione conidica, cui
hanno falto seguito reisolamenti del patogena,

Trasferimenti massali sono stati efflettuati ogni
5-6 giorni.
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TABELLA N. 1 — Prodotti saggiati “in vitro"” contro Alternaria dichondrae.

Composto

Principio attivo

Denominazione commerciale

Cu ossicloruro rame ossicloruro

Polvere Rumianca

Zineb etilenbisditiocarbammate di- zinco Zineb Sandoz
Ziram dimetilditiocarbammato di zinco Crittam 90
TMTD tetrnmetiltiuramdisolfure Temtidin
Captano N-triclorometil-tetraidroftalimmide Captan 30
PCNB pentacloronitrobenzolo PEN 50 pb
Dodina acetato di n-dodecilguanidina Melprex 20
Tiofanate-metil 1,2-bis(3-metassicarbonil-2-tioureido)benzene Enovit Metil
Benomyl metil-1-(butilearbamoil)2, benzimedezolil carbammato Benlate
Triforine N-N'-1,4 piperazinediyl bis (2,2,2-tricloroetilidene) Suprol
Tridemorph 2,6, dimetil-4-tridecilmorfolina BAS 22005 F (calixin)
Nystatin Mycostatin

Germinazione dei conidi

Sospensioni conidiche in acqua distillata. steri-
le erano preparate da colture ben sporificate di 8-
-10 giorni.

Frazioni di tale sospensione (1 ml) erano im-
mediatamente mescolate con vgual volume di so-
spensione/soluzione fungicida all'appropriata con-
centrazione; aliquote di 0,1 ml erano quindi po-
ste su vetrini portaoggetti, in camera umida. Le
concentrazioni saggiate per ogni prodolto sono
state: 0: 0,05: 0,1; 0,5; 1; 5; 10; 50; 100; 500; 1.000
£ 2.000 p.p.m.

La densith finale per campo microscopico erd
di 20-30 conidi a 160 x. L'incubazione avveniva al
buio, per la durata di 8 e 12 ore a 22°C, con suc-
cessivo essiccamento e montaggio in acido lattico.

Le osservazioni sono state condotte per ogni
concentrazione su 2 replicazioni di 400 conidi; i
risultati riportati, espressi dal valore medio, sono
quelli ottenuti dopo 8 ore di incubazione, non es-
sendosi riscontrate variazioni sostanziali rispetto
a 12 ore.

Sono stati considerati come germinati i conidi
presentanti anche un solo abbozzo germinativo,
non tenendo conto né del numero dei tubi, né
della loro lunghezza.

L'efficacia dei principi attivi & stata valutata
come percentuale di conidi non germinati rispet-
to alla germinazione del controllo posta pari a 100.
Dai risultati, espressi in “probits” (Bliss, 1935,
sono state poi ottenute le relative rette d'azione.
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Sviluppo su PDA "avvelenato”

Al fine di valutare I'azione dei singoli prodotti
sullo sviluppo delle colonie, quantitd note di prin-
cipio attivo sono state addizionate direttamente
al mezzo di coltura fuso, parzialmente raffredda-
to e quindi ben agitato,

La quantitd di substrato & stata fissata per tut-
te le prove in 15 ml per piastra. Ciascuna piastra
& stata poi seminata al centro con un disco di agar
{t0 mm di diametro, circa 2 mm di spessore),
prelevato da porzioni periferiche di colonie in at-
tiva crescita. L'incubazione era effettuata a 20°C
e NUV 12 b/I12 h

I rilievi sulio sviluppo sono stati eseguiti ogni 48
ore, per 12 giorni. La crescita radiale veniva sti-
mata come “raggio medic di sviluppo” (Rms), at-
traverso la determinazione della media di due
diametri perpendicolari, successiva sottrazione
del diametro del disco di inoculo, e divisione per
2 del valore cosi ottenuto.

Per ciascuna combinazione prodotto-dose so-
no state eseguite 3 replicazioni, i cui risultati ra-
ramente differivano di oltre il 10%;.

Tutti i prodotti sono stati saggiati alle concen-
trazioni di 0; 25; 50; 100; 200; 400; 800; 1.600
p.p.m., mentre per alcuni si & ritenuto interessan-
te estendere le indagini anche ad altri valori.

Nei casi di mancato sviluppo delle colonie, al
fine di accertare se la concentrazione saggiata
fosse fungicida o semplicemente fungistatica, i
dischi di inoculo venivano recuperati, passati in



acqua distillata sterile, e nuovamente sistemati in
piastre su PDA. Le osservazioni circa I'eventuale
ripresa di sviluppo delle colonie venivano condot-
te dopo 7 giorni di incubazione: i rilievi erano ef-
fettuati in questo caso tenendo conto solo dell’av-
venuta crescita, trascurando ogni dato quantita-
tivo.

Per indagare ulteriormente questo aspetio del-
I'efficacia dei prodotti saggiati, sono stati poi ri-
cercati, variando opportunamente le concentra-
zioni con successive approssimazioni, i valori del-
la “minima” e della “massima concentrazione
fungistatica”, nonché quelli della “minima con-
centrazione fungicida”. Anche in questa serie di
indagini T'eventuale sviluppo delle colonie veniva
accertato dopo 7 giorni di incubazione, secondo
quanto in precedenza descritio, riportande poi i
risultati in grafico.

Misurazioni saltuarie del pH dei substrati “av-
velenati” hanno consentito di accertare solamen-
te alcune lievi differenze imputabili alla presenza
dei composti aggiunti; il pH, infatti, variava in
ogni caso da 590 a 6,19,

RISULTATI

a) Germinazione dei conidi

I saggi *in vitre” hanno evidenziato una note-
vole diversitd di comportamento dei singoli pro-
dotti sperimentati. In particolare, dall'esame del-
le rette d’azione e dei valori di ED50 e ED95
(Grafico 1), risultano di maggiore efficacia e di
pressoché analogo comportamento i composti a
base di zineb, TMTD e captano. Assolutamente
inefficace, .per contro, si & dimostrato il benomy!,
che anche alla dose di 2.000 p.p.m. non raggiunge
la soglia di ED50,

Durante tutte le prove di perminazione dei co-
nidi non sono state osservate apprezzabili altera-
zioni morfologiche a carico dei tubi germinativi,

by Agar “avvelenaro” o
Per quanto concerne l'effetto dei fungicidi sag-
giati sulla crescita delle colonie, i prodotti che
hanno presentato la pili alta azione inibitoria sono
apparsi (fig. 1), tridemorph e nystatin, che alle do-
si rispettivamente di 12,5 € 25 p.p.m. hanno inibi-
to lo sviluppo micelico per 6 giorni.
Tiofanate-metil e benomyl, sono invece appar-
si i meno efficaci; in particolare, il tiofanate-metil
a concentrazioni elevate (1.600 e 800 p.p.m.) ha
presentato un comportamento simile a quello del
controllo, mentre alle dosi inferiori (da 400 a 50

.p.p-m.), dal decime giorno ha addirittura indotto
un pit rapido incremento di accrescimento.

“Alla fine del periodo di osservazione (12 gior-
‘ni), tridemorph e nystatin si sono mostrati ancora
.4 pitr efficaci, Nel Grafico 2 viene riportato il rag-
gio medio di sviluppo delle colonie in presenza di
200 p.p.m. dei diversi principi attivi.

Indagando poi I'attivitd fungicida o fungistati-
ca dei prodotti saggiati & stato possibile eviden-
ziare quanto sepue (Grafico 3)

a) i valori di soglia per I'attivitd fungistatica so-
no compresi, per la quasi totalita dei prodotti, tra
200 e 800 p.p.m. Il tridemorph, il pit attivo, mo-
stra inizio di fungistaticita gia a valori di 27 p.p.m.;
al contrario, tra i prodotti meno atiivi, il benomyl
e il PCNB presentano tale soglia a 3.500 e 10.500
p.p.m. Per il tiofanate-metil, !a concentrazione
appare superiore alle 25000 p.p.m. saggiate.

b) La soglia per I'attivita fungicida & compresa
perlo pitlt tra valori di 2.500 e 5.000 p.p.m., scen-
dendo selo per nystatin a valori inferiori a 800
p.p.m. 11 PCNB e il benomyl non sono invece ap-
.parsi fungicidi neppure rispettivamente a 20.000
e 25000 p.p.m.

Nessuna alterazione delle colonie si & registra-
ta nel corso delle prove con agar “‘avvelenato”,
salvo una diversa pigmentazione di quelle cre-
sciute in presenza di PCNB alle concentrazioni

TABELLA N, 2 — Compaortamento “in vitro" di alcuni
anticrittogamici nei confronti di A, dichondrae.

azione azione

Prodotto contrallo
germin.conidi | fungistatice | fungicida

Cu ossicloruro i B 5
Zineb 0 5 B
Ziram B B B
TMTD Q B 5
Captano 0 B B
FCNB s 1 I
Dodina 5 B B
Tiofanate-metil B 1 I
Benomyl 1 8 1
Triforine 5 B B
Tridemorph 5 0 B
Nystatin B O o

O: ottimo; B: buono; S: scarsamente efifcace; It inefficace

t 3
* soglin di fungistasi troppo elevata.
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saggiate; in questi casi il micelio assumeva una
colorazione marrone-nocciola ¢ non presentava
fruttificazioni, Successivi trasferimenti su substra-
to non trattato hanno comunque dato luogo a co-
lonie perfettamente normali.

Riassumendo, il comportamento dei prodotti
saggiati viene sintetizzato in Tabella 2.

DISCUSSIONE DEI RISULTATI

Al termine delle indagini “in vitro” intese ad
accertare l'efficacia di vari fungicidi nei confronti
di A. dichondrae — benché ricerche in campo
non siano state ancora compiute - ci sembra che
una prima serie di indicazioni possa essere fornita.

Tra i prodotti presi in esame, quelli tradiziona-
li ad azione protettiva, ed in particolare i formula-
ti a base di zineb, captano e TMTD, hanno mo-
strato notevole efficacia nel controllo della ger-
minazione dei conidi; rilevante azione sullo svi-
luppo micelico — intesa anche come attivitd fun-
gistatica — & stata evidenziata solo da un prodot-
to a comportamento sistemico (tridemorph). Ny-
statin & apparso, infine, I'unico composto in grado
di esercitare una spiccata attivita sia fungistatica
che fungicida,

Concludendo, sembra quindi probabile che il
controlle “in vivo” di A. dichondrae possa otte-
nersi con pochi trattamenti preventivi con prodot-
ti a base di zineb (o captanc o TMTD) in conco-
mitanza col verificarsi delle condizioni ambienta-
Ii favorevoli al patogeno (ristagni di umiditd, ab-
bassamenti di temperatura); interventi curativi
potrebbero invece essere effettuati con successo,
nel caso di forti infezioni in atto, con predotti a
base di tridemorph o di nystatin.

Sono comunque in programma indagini intese
ad accertare, con prove di campo, le concentra-
zioni di impiego dei prodotti risultati pitt efficaci
e le pil appropriate modalita di intervento.

Riassunto

Sono stati ‘effettuati saggi “in vitro” sullattivi-
ta di 11 fungicidi ad impiego protettivo e sistemi-
co ¢ di un antibiotico nei confronti di Alternaria
dichondrae, agente d una maculatura fogliare
della Dichondra repens.

Le prove, condotte sia sulla germinazione dei
conidi sia sullo sviluppo delle colonie, hanno per-

messo di stabilire una scala di efficacia e di getta-
re le basi per un lavoro successive di interventi in
campo. In modo particolare, i prodotti piti effica-
ci sulla germinazione dei conidi sono risultati zi-
neb, TMTD e captano; quelli maggiormente atti-
vi sullo sviluppo delle colonie, tridemorph, fra gli
anticrittogamici sistemici, e 'antibiotico nystatin.

Summary

“In vitro” activity of some fungicides
against Alternaria dichondrae Gambogi et al,,
cause of blight of Dichondra repens

“In vitro” trials on 11 protectant and systemic
fungicides and one antibiotic against A. dichon-
drae, cause of Dichondra alternariose, are report-
ed.

Experiments on conidia germination and on
colonies growth by the “poisoned food™ technique
allowed to ascertain different activities among
the tested products.

On conidia germination, the best results were
obtained by zineb, TMDT and captan,

The most effective compounds on colonies
growth were tridemorph, among the systemic
fungicides, and nystatin as antibiotic.

Reésume

Activité "in vitro" de quelques fongicides
comire Alternaria dichondrae Gambogi et al.,
agent de fa glternariose de Ia Dichondra repens

On a effectué des essais “in vitro” sur ['activité
de 11 fongicides traditionels et sistemiques et
d'un antibiotique contre Alternaria dichondrae
cause des nécroses des feuilles de la Dichondra
repens. Les essais, conduits soit & 'egard de la
germination des conides que du développement
des colonies ont permis d'établir un'echelle d'ef-
ficacité et ils ont permis de valuer les differentes
activités des produits en consideration. Particu-
lierement les produits les plus efficaces pour la
germination des conides se sont révélés zineb,
TMTD et captano: les produits les plus efficaces
pour le développement des colonies, tridemorph,
parmi les fongicides sistemiques, et T'antibiotique
nystatin.
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