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CARATTERISTICHE DI CEPP1 DI ALTERNARIA DIANTHI RESISTENTI A IPRO-
DIONE OTTENUTL IN VITRO (*)

Tra i fungicidi dicarbossimidici, 1l'iprodione @—(3,5 diclorofeni-
le} l—isoprupilcarbamoilidantoin.ﬂ si & rivelato particolarmente attivo,
oltre che contro i funghi appartenenti alla famiglia delle Sclerotinia-
ceae, anche nella lotta contro l'alternariosi del garofano, causata

da Alternaria dianthi Stev. et Hall., grazie soprattutto alla sua ca-

pacitd di bloccare la malattia nelle primissime fasi dope 1'infezione
{Garibaldi, 19B80). Per tale ragione questo prodotto ha parzialmente
sostituito nelle coliivazioni dianticole alcuni fungicidi tradizionali
{ditiocarbammati, ftalimmidici, ...} sinora utilizzati contro tale pato—
geno.

Considerando la facilitd di comparsa in vitro e in vive di

ceppi di numerosi patogeni resistenti ai dicarbossimidiei (Holz, 1979;
Maraite et al., 1980: Katan, 1981; Gullino et al., 1981; Leroux et
al., 1981), si & voluto 1) accertare la possibilita per A. dianthi
di differenziare in vitre ceppi resistenti a iprodicne; 2) studiare
alcune caraiteristiche biologiche di gquesti in confronto a quelle del
ceppo originario e, precisamente: accrescimento radiale e produzione
di conidi per cm?  in vitro, virulenza verso il garofano e sensibilita
ai fungicidi notoriamente pil efficaci contro ie Alterpariae, allo sco-

po di ottenere elementi utili per la scelta di mezzi di lotta alternativi.

(*) Lavoro eseguito con un contributo del C.N.R. per studi sulle malat-
tie delle piante da fiore e ornamentali.
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Materiali e metodi

Nella prova & stato impiegato un ceppo di A. dianthi recente-
mente isolato da una pianta di garofano della cv. Tony. Dischetti
di micelio (# 5 mm} o sospensioni conidiche (100 conidi/ml) ~ oftenuti
da colture in attivo accrescimento su PDA sono stati trasferiti su PDA
addizicnato di 100 p.p.m. di iprodione e, dai settori o colonie dimo-
stratisi resistenti, sono stati fatti isolamenti, indicati con le sigle
R, ... Rn, che sone stati mantenuti su PDA in cella [rigorifera a
2°C. L'accrescimento radiale di alcuni di questi e la loro capacita
di formare un numero pilt o meno elevato di conidi per cm? su diversi
substrati colturali (PDA, agar malto, agar Czapek, agar caroia, V8)
sono stati valutati con i metedi tradizionali rispettivamente dopo 10
e 12 piorni di sviluppo alla temperatura di 24°C  in condizieni di
alternanza di luce (12 h/giorno con un'intensitd di 5000 lux} e buio.

La loro virulenza verso il garofano veniva valutata in base alla
superficie fogliare di piantine (cv. Tony), coltivate in vaso e mante-
nute a 18-20°C in serra, che appariva colpita a 10-15 giorni dal-
1'inoculo. Le piantine venivano inoculate a 30 giorni dal trapianto
con sospensioni conidiche dei diversi ceppi (5 x 104 conidi/ml in ac-
qua distillata addizionata di poche gocce di bagnante) e mantenute
in condizioni di elevata umidita relativa per 3 giorni mediante copertu
ra con sacchetti di polietilene. -

La sensibilitd verso i fungicidi indicati nella tab.5 , scelti tra
quelli notoriamente pitu efficaci contro le Alternariae, & stata valuta—
ta in base all'accrescimento radiale, su PDA addizionato di dosi cre-
scentl dei diversi prodotti, delle colonie dei diversi ceppi ottenute
trasferendo dischetti di micelio prelevati da colture in attive accresci-
mento. 1 fungicidi impiegati nelle prove in witro, tutti sotto forma
di prodotto tecnico, sono stati addizionati, in soluzione metanolica
100 wvolte superiore a quella desiderata, al terreno colturale quando
questo si trovava alla temperatura di circa 40°C. Iprodione, cap-
tan e clorthaleonil sono stati impiegati, invece, in soluzione acetoni-

ca, perché molto solubili in tale solvente (captan e clorthalenil)
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0 per evitare indesiderate trasformazioni del prodotio (iprodione)
{Cooke et al., 1979). Per ogni fungicida si & calcolato la DEsp (do-
se efficace 50) e la CMI (concentrazione minima inibitoria} dope
10 giorni di sviluppo su substrate avvelenato.

Tutte le prove sono state ripetute 2 volte. 1 valori riportati

sono la media di almeno 3 replicazioni.

Risultati

Ceppi di A. dianthi resistenti a jprodione sonoc stati isolati
facilmente in vitro: in percentuale pili elevata nelle colture ottenute
con dischetti di micelio (7%) e con frequenza minore (3 x 1077) in
quelle ottenute da conidi.

In presenza di dosi crescenti di iprodione (tab. 1}, lo sviluppo

Tab. 1 ~ Accrescimento radiale medio (mm} di un ceppo sensibile (S}
e di alcuni ceppi resistenti ad iprodiene (R} di A. dianthi
su PDA addizionato di dosi crescenti del fungicida (rilievo

effettuatec dopo 4 giorni di sviluppe alla T di 24°C).

Concentrazione dell'iprodione |, (p.p.m.)

Ceppo 0 1 3 10 30 100
5 11 4 2 0 Y 0
R1 11 11 8 B 5 5
R3 14 14 13 13 10 10
RS 13 13 12 12 11 9
R7 13 13 12 12 11 10
RY 13 13 12 12 11 S

micelico del ceppo originario sensibile appare completamente inibito da
10 p.p.m. del prodotto e gia in presenza di 1 p.p.m. del fungicida
presenta una riduzione superiore al 70% mentre, al contrario, quelio
di tutti i ceppi resistenti saggiati {(ad eccezione del ceppo R1l} risul-
ta  pressoché normale in presenza di 100 p.p.m. dell'anticrittogamico.

In assenza del fungicida non & stata evidenziata alcuna differen-

za significativa di sviluppo tra il ceppo sensibile e i ceppi resistenti:
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questi ultimi appaiono tutti in grado di accrescersi su tutti i substrati
utilizzati, sia pure con lievi differenze di velociti tradi loro e rispet
to al ceppo originario. L'accrescimento dei diversi ceppi appare in

generale pih limitato su agar Czapek e pih rapido su agar carota e
V8 {tab. 2}.

Tab. 2 - Accrescimento radiale (mm) di un ceppo sensibile (5) e di
alcuni ceppi resistenti a iprodione (R} di A. dianthi su diver
si terreni colturali (rilievo effettuato dopo 10 giorni di svi-

luppo alla T di 24°C).

Accrescimento (in mm) su

Ceppo agar agar agar
Czapek PDA malto carota ve
5 12 32 34 41 38
Rl 12 27 30 36 31
R3 15 24 43 38 42
RS 16 37 25 41 45
R7 13 36 27 36 42
R9 14 K 24 41 39

In nessuno dei ceppi saggiati s5i & avuto produzione di conidi
dopo 12 giorni di sviluppo su PDA e agar Czapek anche quando le col-
ture sono state mantenute in condizioni di alternanza di luce. Sugli
altri substrati il numerc di conidi prodotti & variato estremamente da
ceppo a ceppo: in alcuni casi i1 ceppo resistente produce pil conidi
ﬁspetto al ceppo sensibile, in altri casi si verifica il contrario.
Non & comunque possibile correlare la resistenza con un aumenio o con
una diminuzione della sporulazione in vitro {tab. 3}.

La virulenza dei ceppi resistenti a iprodione & risultata variabi-
le, in qualche caso nettamente inferiore, 1in altri casi simile, a
quella del ceppe sensibile ({tab. 4}.

1 fungicidi piu efficaci nei confronti del ceppo sensibile e dei
ceppi resistenti saggiati sono stati, nell'ordine, fenarimol, dicloflua

nide, procloraz, imazalil e captafol, mentre meno efficaci sono risul
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Tab. 3 - Produzione di conidi da parte di un ceppo sensibile (5) e

di alcuni ceppi resistenti (R) a iprodione di A. dianthi dopo

12 giorni di sviluppe su 5 terreni colturali.

Conidi prodotti/cm2 su
Ceppo -
agar agar V8 PDA agar
malto carota Czapek
5 113.000 | 180.000 | 121.000 0 0
R1 275.000 0 77.000 0 0
R3 77.000 61.000 0 0 0
R5 113.000 36.000 | 57.000 o 0
R7 36.000 0 45.000 o ‘0
R9 170.000 | 162.000 97.000 0 0

Tab. 4 - Virulenza del ceppo sensibile originario (S) e di ceppi resi-
stenti a iprodione (R} di A. dianthi su piante di garofanc

(cv. Tony) inoculate e mantenute in serra a 1B8-20°C.

% superficie fogliare colpita dopo giorni dall'inoculazione
Ceppo 10 14
5 25,2 45,0
R1 8,8 13,1
R2 26,8 43,7
R3 15,7 30,0
RS 24,7 43,8
R7 16,3 24,3
R9 12,8 20,0

tati benodanil, mancozeb, thiram, dodina e captan. 1 ceppi
resistenti a iprodione si sono pure dimostrati resistenti nei confronti

di serinal e vinclozolin, fungicidi appartenenti allo stesso gruppo
(tab. 5).

Discussione
La possibilitd di una facile e rapida comparsa di resistenza
in vitro nei confronti dei dicarbossimidici, gia riportata nel caso di

altri patogeni, in particolare in Botrytis cinerea (Gullino e Garibaldi,
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1981), in Monilinia fructicola (Stzeinberg e Jones, 1978} e in M.

laxa (Katan e Shabi, 1981), & risultata evidente anche nel caso di
A. dianthi.

Analogamente a quanto ottenuto da McPhee (1980} con Alternaria
alternata, patogeno su ciliegie, da gquesto lavoro & risultato che alcu
ni ceppi resistenti presentano una capacitd di svilupparsi e di sporifi-
care in vitro e una virulenza simile a quella del ceppe sensibile:
si pud pertanto presumere che essi potrebbero rappresentiare un serio
pericolo nel caso dovessero comparire in campo, in quante in grado
di competere col ceppo originarie. Al fine di ridurre il rischic di
comparsa in campo di ceppi resistenti all'iprodione, si sconsiglia,
pertanto, anche nel caso della lotta contro l'alternariosi del garofa-
no, 1'impiego esclusivo e continuato di tale fungicida. L'iprodio-
ne polrebbe perd essere ancora utilmente impiegato nella lotta ceontre
A. dianthi se alternato con altri prodotti a diverso meccanismo di a-
zione come captafol e diclefluanide, gid dimostratisi efficaci in campo
contro tale patogeno (Garibaldi, 1980). Sembrerebbe opportunc sag-
giare in vivo anche 1'attivita di fenarimol e procloraz, che in que-

sto lavoro risultano assai efficaci in vitro.

Riassunto

Da micelio e conidi di Alternaria dianthi, coltivati in presenza

di 100 p.p.m. di iprodione, si ottengono settori e colonie resistenti
a tale fungicida con una frequenza del 7% nel caso del micelio e
di 3 x 1077 nel caso dei conidi. 1 ceppi resistenti ottenuti in vi-
iro presentano caratteristiche assai variabili: alcuni di essi comunque
sono virulenti nei confronti di piantine di garofano, si sviluppano
e sporificano in vitro in mede non differenziabile dal ceppo originario
sensibile. Considerando la sensibilitd del ceppo originario e dei cep-
pi resistenti ottenuti in vitro nei confronti di diversi Ffungicidi, si
suggerisce l'impiego, in alternanza con 1'iprodione, di prodotti a

diverso meccanismo di azicone, quali captafol e diclofluanide, anche
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essi efficaci nei confronti del patogeno.

Summary

Characteristics of strains of Alternaria dianthi resistant to iprodione

Iprodione-resistant strains of A. dianthi were easily obtained
in vitro from mycelium and conidia at a frequency of 7% in the case
of mycelium disks and 3 x 10~/ in the case of conidia. Resistant
strains showed a variable pathogenicity, growth and sporulation as
compared with the sensitive parent strain: some of them presented cha
racieristics similar to the ones of the parent strain. Alternative
spray schedules, based on the alternation of iprodione with other
compounds, like dichlofluanid or captafel, also effective against A.
dianthi, are proposed in order to reduce the risk of appearance of
practical problems in the field, related to the possible emergence of
iprodione-resistant strains, as a consequence of the exelusive and con

tinuous use of this compound.
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