G. GARDENGHI - M.G. CORNI

Istituto di Zoologia-Universita di Bologna

E. PUCCI- A. FORNACIARI

Regione Emilie-Romagna-2° Dipartimento Agricoltura e Alimentazione

EFFETTI DI DUE FUNGICIDI BENZIMIDAZOLICI SU LOMBRICIDI
E SU ALCUNI GRUPPI DI ANIMALI D’ACQUA DOLCE

I1 largo spettro d'azione e I'assenza di fenome-
ni fitotossici hanno enormemente diffuso, negli
ultimi anni, Pimpiego di fungicidi benzimidazoli-
ci.

Nella presente trattazione ci occupiamo di
quei composti che danno origine, come prodotti
di trasformazione, a derivati etil o metil-benzimi-
dazol-carbammati noti con le sigle rispettive di
EBC ed MBC, gruppo a cui appartengono il Be-
nomyl ed i due tiofanati di etile e di metile.

Si hanno notizie sul meccanismo d’azione e sul
grado di tossicitd di questi fungicidi verso parec-
chi gruppi di organismi: & stato accertato che Pat-
tivita fungicida & dovuta all’azione dei metaboliti
del benomyl e dei tiofanati cioé i gia citati EBC
ed MBC (Sims e coll, 1969; Peterson ¢ coll.,
1969; Nogucki e coll, 1971; Foschi e Svampa,
1973; Ponti ¢ Svampa, 1974). 1l meccanismo d’a-
zione sembra consistere in un’alterazione nella
composizione chimica degli acidi nucleici a cau-
sa della competizione dei benzimidazoli con le
purine libere, adenina e guanina con una conse-
guente alterazione della sintesi proteica (Cook e
York, 1972).

Per quanto riguarda la sistemicita & stato di-
mostraio che I'MBC e pilt lentamente. 'EBC si
muovono nel flusso di traspirazione passando dal-
le radici alle foglie (Bent, 1969), ma anche, in mi-
nore quantitd e pit lentamente, dalia parte nerea
a quella radicale della pianta (Chancogne e Gredt,
1969). In definitiva la pianta, particolarmente
quella erbacea, risulta totalmente coinvolta nei
trattamenti coi benzimidazoli, Gli effetti di questi
fungicidi sugli organismi animali sono stati e sono

tuttora ogzetto di studio. E staty descritta un’atti-
vita acaricida e nematocida del benomyl. Contro
i lombrichi & stata accertata Pattivitd sia in am-
biente confinato come casse di terra (Kennel,
1972) sia in pieno campo (Stringer ¢ Wright,
1973). Questi ultimi awtori hanno messo in evi-
denza la totale scomparsa o la riduzione dei lom-
brichi di diverse specie dei generi Lumbricus ed
Allolobophora in un frutteto trattato con beno-
myl.

Nonostante la conoscenza dei dati sopracitati
ci & sembrato opportuno condurre altre prove ri-
volte 4 precisare la tossicitd di due lungicidi ben-
zimidazolici verso animali tipicamente terrestri
come i lombrichi e verso alcuni gruppi di animali
d’acqua doice. Per le forme terrestri ci siamo li-
mitati allo studio degli effetti su lombrichi del
genere Allolobophora ponendo attenzione ai dan-
ni provocati dai prodotti in questicne sui vari or-
gani dellanimale. Per gli animali acquatici indi-
rettamente cainvolti nei trattamenti coi benzimij-
dazoli, in quanto questi prodotti possono arrivare
alle acque di scolo, abbiamo scelto forme comuni
nelle nostre acque dolci come Pesci, Anfibi, Cro-
stacei, Molluschi.

MATERIALI E METODI

Per gli esperimenti scno stati impiegati due
prodotti di .comune reperibilita commerciale che
indichiamo con le lettere A e B dei quali il 1* con-
tiene il 50%; di benomy! ed il 2° il 70¢; di tiofana-
to di metile.

153



Nei riguardi dei lombrichi sono state condotte Prove di campo

prove in laboratorio e prove in pieno campo. : La prova in campo & stata effettuata a Castel-
vetro (Modena) nell’azienda del’A.R.LS. (Azien-
Prove di laboratorio da Regionale Incremento Selvaggina) su di un ap-
Lombrichi della specie Allolobophora caligi- pezzamento che presentava una notevole densita
nosa sono stati mantenuti in vasi di terra cotta di lombrichi del genere Allolobophora. Lo sche-
{del tipo comune da giardiniere) aventi diametro ma sperimentale ¢ qui sotto raffigurato.
maggiore di 25 cm. e contenenti lo stesso terreno Sono stati eseguiti 7 trattamenti con pompa a
in cui gli animali erano stati raccoiti. I vasi sono -carriola alle date; 6/6: 25/6; 18/7; 14/8: 6/9;
stati poi interrati nella stessa parcella di terreno - 23/9/1974.
dove erano stati catturati i lombrichi. Per evitare Per la valutazione dei risultati sono stati effet-
la loro fuga dai vasi si € tappato il foro di scarico tuati due controlli, al 3/9 ed al 30/11/1974. La
e coperto ciascun vaso con un foglio di nylon. raccolta dei lombrichi, dopo alcuni prelievi di
1l trattamento & stato eseguito bagnando con prova setacciando il terreno, ¢ stata fatta col me-
la sospensione acquosa dei prodotti in esame il todo della formalina indicataci dal sig. Newmann
terrena conteriuto nei vasi in cui erano stati posti della I.C.I. e che si pud riassumere nel seguente
i lombrichi. L’esperimento € stato condotto a Bo- modo: '
logna nel giardino sperimentale dell'Istituto di — si taglia e si rimuove la vegetazione;
Zoologia nellestate 1974 e nell’inverno 1974-'75. — si prepara un'area di m. 0,80x 0,80 di cui vie-
Sono stati impiegati 5 gruppi di vasi qui sotto indi- ne utilizzata solo area interna m. 0,60 x 0,60;
cati. — si pongono 25 cc. di formalina al 40%; in un in-
Nej vasi del gruppo 1 sono stati posti 40 lom- naffiatoio e si portanc a 4,5 1. con acqua;
brichi in 4 dme. di terreno bagnato un’unica volta — si distribuiscono bagnando accuratamente Ia-
con 250 ml. di sospensione acquosa del prodotto rea di m. 0,60x0,60;

A alla concentrazione di 30 gr/100 L

Nei vasi del gruppo 2 sono stati posti 40 lom-
brichi in 4 dme. di terreno bagnato un’unica volta
con 250 ml. di sospensione acquosa del prodotto
A alla concentrazione di 60 gr/100 1.

Nei vasi del gruppo 3 sono strati posti 40 lom-
brichi in 4 dme, di terreno bagnato un’unica volia
con 250 ml. di sospensione acquosa del prodotto
B alla concentrazione di 45 gr/100 1.

Nei vasi del gruppo 4 sono stati posti 40 lom-
‘brichi in 4 dme. di terrenc bagnato un’unica volta
con 250 ml. di sospensione acquosa del prodotto

— usando le pinze si raccolgono i lombrichi e si
mettono in un secchielle con acqua pulita;
— 51 contano i lombrichi; )
— si continua a raccogliere i lombrichi emergen-

ti per 15-25 minuti; il tempo di raccolta della”
I parcella dovra essere seguito anche per tut-
te le altre parcelle;
— si smuovono leggermente le radici e la super-
ficie per raccogliere altri eventuali lombrichi;
— si raccolgono tutti i lombrichi che compaiono
fino a 30 cm. di distanza dall'area bagnata con

formalina.

B alla concentrazione di 90 gr/100 L

Nei vasi del gruppo 5 sono stati posti 40 lom- Le concentrazioni dei due prodotti A e B usate
brichi in 4 dmc. di terreno bagnato un’unica volta nelle prove sugli animali acquatici, sono state le
con 250 mi di acqua (gruppo di controllo). seguenti: 10; 5;1;0,1 ge/100 1. Per i pesci del genere

Precisiamo che le dosi massime da noi impie- Carassius, tutti della stessa lunghezza di cm. 7,
gate corrispondono alle concentrazioni medie dei sono state usate solo le concentrazioni di | e 0,1
due prodotti A ¢ B per i trattamenti in aperta gr/100 1. poiché a concentrazioni pili elevate gli
campagna. animali morivano in poche ore.

Tt Al Al T2 Bl B2 T3 Al Al T4 Bl B2 TS

1” Blocco 2" Blocco

Tl - T2 - T3 - T4 - TS = parcelle testimoni (controlli): nessun trattamento.

Al = funpicida A (contenente il 50 °/, di Benomyl) - 60 pr/100 1 di acqua - 2 litri di miscela su 15 mq di terreno,
A2 = funpicida A (contenente il 30 "/, di Benomyl) - 60 gr/100 1 di acqua - 4 Litri di miscela su 15 mq di terreno.
Bl = fungicida B (contenente il 70 % di tofanato metile) - 100 gef100 1 di acqua - 2 litri di miscels su 15 mq di terreno.
B2 = fungicids B (contenente @70 U di tiofanato metile) - 100 gr/100 1 di sequa - 4 litel di misceln su 15 mq di tereno.
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Le osservazioni sugh animali acquatici sono
state condotte per 4 giorni, afla temperatura del-
lacqua di 19°C,

Infine per mettere in evidenza gli eventual
danni anatomici subiti dai lombrichi trattati, ab-
biamo condotto Pesame istologico di diversi orga-
ni seguendo la tecnica di uso comune e cioé: fis-
sazione in liquido di Bouin, inclusione in paraffi-
na, colorazione delle sezioni trasversali avent
spessore di 10w, con emallume di Mayer ed eosi-
na.

RISULTATI

Gli effetti dei prodotti benzimidazolici sui
lombrichi mantenuti nei vasi sono stati rilevati
mediante ispezioni periodiche da cui si traevano
notizie sul numero dei morti e sulle condizioni ge-
nerali dei vivi. 1 primi effetti sicuri si sono osser-
vati 10 giorni dall’inizio del trattamento: gli ani-
mali trattati si presentavano attorcigliati, flaccidi,

torpidi agli stimoli. Dalla Tabella | si pud seguire
la progressiva azione dei prodotti in esame sui
lombrichi in esperimento fino alla morte di tutti
constatata 48 giorni dopo il trattamento.

I risultati delle prove sui lombrichi eseguite in
campo sono riassunte nella Tabella I

La prova ha mostrato che in tutte le parceile
trattate vi € stata una riduzione nel numero dei
lombrichi presenti evidenziata anche due mesi
dopo Tultimo trattamento. 1l confronto {ra le par-
celle trattate e quelle non trattate & quasi signifi-
cativo al 95°; di probabiliti nella prima prova ed
& significativo al 959/ di probabilitd nella seconda
prova.

Per quanto riguarda le prove sugli animali ac-
quatici, diamo i risuitati mediante la Tabella 111 11
ferita ai due prodotti A e B. L'andamento dei nu-
meri in pilt © meno rapida diminuzione da un'idea
del prado di tossicitd dei prodotti in esame alle di-
verse concentrazioni e per i diversi gruppi di ani-
mali.

TABELLA 1 — Risultati delle prove di laboratorio ;i Allolobophom caliginosa. Sono riportati i numeri degli individui tro-
vati vivi alle date di ispezione agli allevamenti,

d:tjzii:iu 61274 | 111274 | 181274 | 301274 | 7175 | 1BL.TS
Prodotto A 30 g/100 1 40 38 38 38 36 10 0
Prodotto A 60 g/100 1 40 40 40 40 32 8 0
Prodotto B 45 /100 1 40 37 37 37 30 16 0
Prodotio B 90 /100 1 40 40 40 40 29 10 0
Controlli 40 40 40 40 40 40 40

TABELLA U — Risuliati delle prove in campo su lombrichi del gen, Allolobophora. Sono riportati { numeri degli indivi-
dui trovati vivi alle date sotto segnate.

Al A2 B1 B2 T Al A2 Bl B2 T
1 250 68 62 38 318 241 220 240 28 360
It 92 28 i8 0 98 133 99 83 3 166
m 171 48 35 19 208 187 139 161 15 263

Risultati al 30.9.1974 Risultati al 30.11.1974
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Tabella 3, Risuitati del trattamento con i prodotti
benzimidazolici A e B. Nella fila centrale sono ri-
portati i dati riferiti agli animali di controllo (testi-
moni). Il primo numero in ogni casella indica il
numero degli animali posti in esperimento: i nu-
meri successivi gii individui presenti ad ogni ispe-

zione [atta a giorni alterni.

L'esame istologico sui Lombricidi vissuti per
una ventina di giorni in presenza dei fungicidi in
esame rivela una serie di gravi danni a diversi or-

pani dellanimale, In breve, pur fermandoci ad
una semplice osservazione morfologica si pud no-
tare: alterazione dell'epidermide con scomparsa
delle cellule mucipare, lorte sfiancamento del tu-
be cardiaco, emorragie sottointestinali, iperpla-
sia delle ceflule intestinali (vedi Tavola 1).

CONSIDERAZIONI E CONCLUSIONI

I risultati delle prove di tossicitd dei prodotti
benzimidazolici sui lombrichi e su diversi gruppi

TABELLA IIl — Risultati del trattamento con i prodotti benzimidazolici A ¢ B. Nella fila centrale sono riportati i dati
riferiti agli animali di controllo (testimoni). Il primo numero in ogni tosella indica il numero degli ani-
mali posti in esperimento; § numeri successivi agli individui presenti ad ogni ispezione fatta a giorni al-

terni.
C traz. Larve di
D;cfgo A Simocephalus Asellus Limnaea Bufo ebuf!a Carassius
10 20-0 30-30-11-2 6-6-6-6 20-5-2-0
2- 2- 20 6-5-54
#
< s 20-2-0 30-28-24-8 6-6-6-6 20-18-17-11
E 8 8- B3 6-6-6-6 9. 7- 0
(=] "
]
2
= . 20-9-0 30-30-30-30 6-6-6-6 20-20-20-20 20-6-1-0
24-20-14-3 6-6-6-6 16-16-14- 4
o1 20-14-6-0 30-30-30-30 6-6-6-6- 20-20-20-20
’ 26-25-21-20 6-6-6-6 20-20-20-20 20-18-7-2-0
Testinioni 20-20-19-18 30-30-30-29 6-6-6-6 20-20-20-20 20-20-20-17
17-17-17-17 29-28-28-28 6-6-6-6 20-20-20-20 17-17-17-17
10 20-3-0 30-15-10-3 6-6-6-6 20-20-17-5
0 6-5-5-4 0
*
M s 20-4-0 30-29-28-10 6-6-6-6 20-20-20-19
o
P 9- 6 4-1 6-5-4-3 19-15-11-0
(=] *
[an)
o
E -
) 20-9-0 30-30-28-18 6-6-6-6- 20-20-20-20 2(-15-0
17-16-11-11 6-5-5-4 20-20-10- 0
o1 20-17-11-0 30-30-30-30 6-6-6-6 20-20-20-20 20-18-3-3
! 29.20-17-15 6-6-6-6 20-20-20-20 3- 1-0

®
MNon escono dalla conchiglia
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Foro 1

Fote 2 — idem, trattaio col [ungicida B.

Foto 3 — snimale di controllo.

Foto 4 .- particolare del tegumento della fote 1,
Foro 5 — particolare del tegumente dellu foto 2,
Foto 6 - particolare del tegumento delia foto 3.

c— cuore; m— cellula mucipara; ti- tubo intestinale,
Gli animali trattati con i due fungicidi maneano, rispeito
il tubo cardiaco molto dilatato.

di animali d’acqua dolce conlermano che lo spel-
tro d'azione di queste sostanze € molio vasto; per-
tanto & probabile che tali sostanze agiscano in un
punto molle importante e delicato del metaboli-
smo cellulare alterando qualche funzione basila-
re per i viventi.

— sezione irasversale di Allolobophora caliginose tmattato col prodotto fungicida A.

ai controlli, delle cellule mucipare del tegumento & presentano

A concentrazioni simili a quelle impiegate nel-
la pratica agraria ed anche pid basse la tossicitd &
variabile nei diversi gruppi di animali. Prendendo
in considerazione i soli Vertebrati su cui abbia-
mo condotto le prove, Pesci Ciprinifornii e larve
di Anfibi Anuri, i primi mostrano una sensibilita
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acuta ai benzimidazoli mentre i secondi resistono
pilt a lungo ed a concentrazioni piit alte. Tuttavia
i girini sopravvissuti non hanno presentito alcun
accrescimento di taglia o progresso dello svilup-
po a differenza di quanto si & verificato negli
esemplari di controllo. Assai resistenti si sono di-
mostrati i Molluschi Gasteropodi che alle con-
centrazioni piti elevate sono rimasti ritirati nella
conchiglia {evitando cosi il contatto con la so-
spensione fungicida) e sono in gran parte soprav-
vissuti per le due settimane di trattamento.

Tralasciando di entrare nei particolari sulla re-
sistenza dei diversi gruppi di animali (rilevabile
dalle tabelle) vale la pena di considerare gli effet-
ti dei benzimidazoli sulleconomia ambientale a
breve e a lunga scadenza: quando un uso conti-
nuato di questi composti porti ad un loro accu-
mulo nei terreni agrari e ad una presenza conti-
nuata nelle acque degli scoli e dei canali si posso-
no recare danni anche alla fauna del terreno e dei
canali in misura non ancora perfettamente valu-
tabile.

Circa la possibilita sollevata da alcuni autori
che queste sostanze possano indurre delle varia-
zioni genetiche sugli organismi non abbiamo ele-
menti sicuri per decidere; ma anche se queste so-
stanze non [ossero mutagene rimangono le gravi
alterazioni funzionali a carico delle cellule e degli
organi (probabilmente un disturbo nella sintesi
proteica) a consigliare la sorveglianza ed un uso
prudente di questi fungicidi. Se poi alle conside-
razioni accennate si aggiunge la preoccupazione
per la comparsa di forme fungine resistenti come
conseguenza dell'uso generalizzato di questi pro-
“dotti, si ricava la pressante indicazione di limitare
Yuso di questi fungicidi benzimidazolici. Trattan-
dosi cioé di mezzi di straordinaria efficacia che &
inutile ed anzi controproducenle usare contro
Crittogame che possono essere combatiute con
altri fungicidi. Sembra opportuno raccomandar-
“ne Tuso solo in casi di accertata indispensabilita.

Riassunio

Sono state compiute prove di laboratorio e di
pieno campo. Le prove di laboratorio sono state
condotte su Allolobophora caliginosa, e su alcuni
gruppi di animali d'acqua dolce indirettamente
interessati ai trattamenti agrari: pesci Ciprinifor-
mi del genere Carassius, Crostacei dei generi Si-
mocephalus ed Asellus, girini di Anfibi Anuri del-
la specie Bufo bufo, Molluschi Gasteropodi del
genere Limnaen.
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1 40 esemplari di lombrichi posti in ciascun va-
so e trattati rispettivamente con 250 ml di so-
spensioni contenenti 60 e 30 gr. di benomyl e %0
ar. ¢ 45 gr. di tiofanate metile per 100 L. di acqua
sono morti tutti dopo 45 giorni dal trattamento.

Gli esemplari di controllo in numero di 40 per
cinscun vaso al 45° giorno erano tutti vivi.

Per quanto riguarda gli animali acquatici, alle
concentrazioni di 10; 5: 1; 0,1 gr. di Benomyl e di
tiofonate metile per 100 1. di acqua, la morte &
sopravvenuta nella prima settimana.

La prova di campo ha mostrato che 7 tratta-
menti di fungicidi benzimidazolici usati a dosi
normali in parcelle di terreno particolarmente
ricco di lombrichi hanno causato una significativa
riduzione nel numero di lombrichi presenti evi-
denziata anche due mesi dopo lultimo tratta-
mento.

Summary

Effects of two benzimidazolic fungicides
on worms and on some groups
of fresh-water animals

Laboratory and field have been made.

The laboratory tests have been made on Allo-
lobophora caliginosa and on some groupes of fresh
water animals, which are indirectly involved in
agricultural treatments: Fishes Carassius; Crusta-
cea Simocephalus and Asellus; Anurans Amphi-
bians tadpoles of Bufo bufo; Mollusca Gasteropo-
dalLimaea.

The 40 specimens of worms put in each pot and
treated respectively with 250 ml. of suspensions
containing 60 and 30 gr. of benomyl and 90 and 45
gr. of metyl tiophanate per 100 liters of water,
died 45 days after treatment beginning.

The test specimens, 40 for each pot, were all
alive after 45 days.

For what concerns the acquatic animals in 10;
5:1; 0,1 gr. concentrations of benomyl and of me-
til tiophanate per 100 liters of water, they died du-
ring the first week.

The field test has shown that 7 treatments of
benzimidazolic fungicides used in normal quanti-
ties on small lots of ground which was particular-
ly rich of worms, have caused a remarkable re-
duction of the quantity of worms, which lasted
clearly also 2 months after the last treatment.



Resumeé

Effets de deux fungicides benzimidazolignes
sur le lombricides et sur quelques groupes
d'animatx d'eau  douce

On a réalisé des examens de laboratoire et de
plein champ.

Les examens de laboratoire ont été effectués
sur Allolobophora caliginosa, et sur quelques
groupes d'animaux d'eau douce, indirectement
concernés par les traitements agricoles: Poissons
Cypiriniformes du genre Carassius, Crustacés des
genres Simocephaius et Asellus, tétards d’Am-
phibiens Anoures de Pespéce Bufo bufe, Mollus-
ques Gasteropodes du genre Limnaea.

Les 40 exemplaires de vers de terre déposés
dans chaque vase et traités respectivement avec
250 ml de suspensions contenant 60 et 30 gr. de
benomy! et 90 gr. et 45 pr. de thiofonate métyl
pour [00 litres d'eau sont tous morts au bout de
45 jours de traitement.

Les exemplaires de contréle au nombre de 40
par vase €taient tous vivants le 43¢ jour,

Quant aux animaux aquatiques, pour des con-
centrations de 10; 5; 1; 0,1 gr. de benomy! et de
thiofonate méthyle pour 100 litres d’eau, la mort
s'est produite au cours de la premiére semaine.

L'examen dans le champ a prouvé que 7 trai-
tements de fungicides benzimidazoliques utilisés
en doses normales sur des parcelies de terrain
particuliérement riche en vers ont causé une bais-
se significative du nombre des vers présents mise

en évidence méme deux aprés le dernier traite-
ment,
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