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CARATTERISTICHE BIOLOGICHE DI ISOLATI DI PHYTOPHTHORA
NICOTIANAE VAR. PARASITICA RESISTENTI ALLE FENILAMMIDI
OTTENUTI IN LABORATORIO (*} (*+})

M. VIGO, M. Luisa ROMANG, M. Lodovica GULLINO

Istituto di Patologia vegetale - Universitd degli Studi

Torino

I fungicidi sistemici appartenenti al gruppe delle fenilammidi
(benalaxyl, furalaxyl, metalaxyl, oxadixyl, ea)y dotati
di una spiccata attivitd nei confronti dei funghi appartenenti

all'ordine delle Peronosporales {Urech et al., 1977),

sono caratterizzati da un meccanismo di azione primario
estremamente specifico (Kerkenaar, 1981; Davidse et al.,
1984), L;uso ripetuto ed esclusivo di questi fungicidi
ha perd rapidamente determinato la comparsa e diffusione

in natura di ceppi di Phytophthora infestans, Pseudoperono--

spora cubensis, Plasmopara viticola, Pythium aphanidermatum

resistenti nei loro confronti (Staub e Sozzi, 1983; Sanders,
1984). ‘
Nel corso di questa nota si prendono in esame alcune caratte-

ristiche biclogiche di isolati 4di Phytophthora . nicotianae

var. parasitica resistenti alle fenilammidi ottenuti
in vitro e, in particolare, la loro virulenza e sensibilita

nei confronti di diversi fungicidi scelti tra guelli pid

attivi nei confronti degli Oomiceti.

{(*) Ricerca condotta con un contributo del C.N.H., progetto
finalizzate I.P.R.A., sottaprogetto 1, lavaro n® 747

(**} Gli Autori ringraziano sentitamente il prof. A. Garibaldi
per i preziosi suggerimenti forniti nel corso del
lavoro e per la revisione critica del manoscritto.
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Materiali e metodi.

Funghi. - I due ceppi sensibili originari di Phytophthora

nicotianae var. parasitica usati durante il lavoro, isolati

da piante di Peperomia obtusifolia infette, rispettivamente
in Italia (s1) e in 0Olanda (SNL), eranc mantenuti su
agar V 8 alla temperatura di 10°C.

Induzione di resistenza. - Dischetti (4 mm di diametro),

prelevati da colture di -8 giorni di etd dei diversi

isolati sensibili, sono stati sottoposti alle radiazioni
ultraviolette (240 nm) prodotte da una lampada U.V.P,
n® 50029. La durata di esposizione scelta (2 ore)

nel corso di prove preliminari aveva determinato la morte
del 95-97 % dei dischetti di micelio saggiati. Dopo
il trattamento con U.V. i dischetti sono stati trasferiti
su agar V 8 addizionato di 50 ug/ml di metalaxyl nel caso

dell'isolato italiano di P. nicotianae [concentrazione

questa 2,5 volte super'ior"e alla concentrazione minima inibito-
ria (C.M.I.) per il ceppo sensibile|] e di 10 e 50 pg/ml
di metalaxyl nel caso dell'isolato clandese.- Questi ultimi
valori sono circa 2 e 10 volte superiori alla C.M.I. del
ceppo sensibile. I se‘btor:i di micelio capaci di svilupparsi
in presenza del fungicida venivano riltrasferiti su substrato
avvelenato addizionato della stessa concentrazione di metala-
Xyl da cul erano stati .isola*ci e, s5e capaci di svilupparsi,
considerati resistenti.

Sensibilita a diversi fungicidi. - E' stata valutata la sen-

sibilitd di 1isolati sensibili e resistenti su agar V 8
addizionato di concentrazioni crescenti (da 0 a 100 pg/ml)}
dei seguenti fungicidi: benalaxyl (prodotto tecnico), cap-
tafol (Orthodifolatan, B80% di p.a.), captan (Cap 50, ©50%
di p.a.), cymoxanil (prodotte tecnico), etridiazole {pro-

. dotto tecnico), furalaxyl (prodette tecnico), metalaxyl
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{prodotto tecnico), ofurace (Milfuram, 50% di p.a.), oxa-
dixyl (SAN 371, 25% di p.a.), phosethyl Al (prodotto tec-
nicoe).

I fungicidi erano addizionati al substrato (agar V 8) guando
gquesto si trovava.alla temperatura di circa 40°C, sotto for-
ma di sospensione metanolica 100 volte pil conecentrata.
Nel caso del phosethyl Al le prove sono state condotte anche
utilizzando il substrato descrittoc da Fenn e Coffey (1984),
caratterizzatd‘da un hasso tenore di fosfati, che acecentua
ltattivitd fungicida del prodotto nei confrenti di  P. einna-

momi e P, ecitricola.

L'inoculazione & stata effettuata utilizzando dischetti di mi-

celio (diametro 4 mm); le colture sono state mantenute a
254C, A intervalli regolari si misurava l'accrescimento ra-
diale delle colonie. I dati sono espressi come Dose

Efficace 50 (DESO) e Concentrazione Minima Inibitoria {C.M.
I.). La prova & stata condotta utilizzando tre replicazioni
e ripetuta due volte.

Prove di virulenza. - Bono state effettuate utilizzando fo-

glie staccate di Peperomia obtusifolia. Le foglie sono

state inoculate con un dischetto di micelio (diametro 4 mm)
posto alla base del picciolo; al punto di contatte si prati-
cava una ferita con un ago steriie. Le foglie sono state
mantenute in camera umida ad una temperatura variabile tra
18 e 25 °C nelle diverse prove: a intervalli regolari si
valutava la percentuale di superficie fogliare infetta. La
prova & stata effettuate utilizzando 4-6 foglie/isolato e
ripetuta almeno due volte.

Accrescimento su substrati diversi. - B8i & valutato la velo-

citd di accrescimento dei ceppi sensibili e resistenti sui
seguenti substrati: agar avena, a. matto (Merck), a. pa-

tata, a. V 8, PDA (Merck).. I.'inoculazicone & stata



—350 -

effettuata utilizzando dischetti di micelioc {diametro 4 mm);
le capsule cosl inoculate sono state mantenute alla temperatu-

ra di 25°C. La prova & gtata ripetuta due volie.

Risultati.

La frequenza di comparsa di mutanti di P. nicotianae var, pa-

rasitica resistenti alle fenilammidi & risultata molto bassa
e sempre inferiore all' 1% (tab. 1}. I ceppi resistenti
si sono mantenuti tali anche dopo successivi passaggi su sub-
strato privo di fungicida. Come si pud rilevare dall'esame

delle tab, 2 e 3, l'isplato italianc di P. nicotianae

var. parasgitica € meno sensibile alle fenilammidi rispetto
a quello olandese: la C.M.I. del metalaxyl, . che & la feni-
iammide di gran lunga piﬁ efficace, & infatti di 20 pg/ml
per il primo e 6 pg/ml per il secondo. Il furalaxyl, at-
tivo nei confrontil del ceppo sensibile olandese (C.M.I. = 10
wg/ml), lo & molto meno nei confronti dell'isolate italiano
(C.M.I. = 70 pg/ml}. Benalaxyl, ofurace, oxadixyl sono
mene efficaci nei confronti degli isolati sensibili rispetto
a metalaxyl e furalaxyl.

I1 livello di resistenza nei ceppi ottenuti in laboraterio nei
confronti delle fenilammidi risulta moderato: la DEsg del
metalaxyl nei confronti dei diversi ceppi resistenti & infatti
generalmente variabile tra 0,2 e 5,5 pg/mi. Fanno ecce-
zione gli isolati RI 1, RI 2 (tab. 2), ° RNL 2, RNL 4,
RNL 5, BRNL 6 (tab. 3) che mostrano valori di DEgg, nel ca-

so del metélaxyl, molto superiori a guelli osservati per i
rispettivi ceppi sensibili originari. La C.M.I. per i ceppi
resistenti & invece sempre risultata assai elevata e, nella
stragrénde maggioranza dei casi, superiore a i00 ug/ml

{tab. 2 e 3}.

Anche nel casc di P. nicotianae var. parasitica si & osser-—
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vato il fenomeno della resistenza incrociata positiva tra tut-
te le fenilammidi saggiate (benalaxyl, furalaxyl, metalaxyl,
ofurace, oxadixyl). 5i deve osservare come, soprattutto
nel caso degli isolati resistenti ottenuti dal ceppo italiano,
alcuni di essi paiono pill sensibili al furalaxyl che alle al-
tre fenilammidi, come si pud rilevare dai valori pid bassi
della C.M.I. (tab. 2). Cymoxanil e etridiazole hanno mani-
festato una buona attivité nei confronti dei ceppi sensibili
e dei ceppi resistenti alle fenilammidi. Captafcl e captan
si sono generalmente dimostrati egualmente efficaci nei con-
fronti dei ceppi sensibili e resistentij tuttavia, alcuni
tra i ceppi resistenti (RI 2, BRNL 3) si sono rivelati leg-
‘germente pili sensibili degli altri nei confronti dei derivati
ftalimmidiecl; tra i due fungicidi, comunque, il captafol
& risultato in generale piu attivo a dosi piu basse. Il
phesethyl Al, praticamente inattivo gquando addizionato a agar
V 8, & invece risultato pili efficace nell'inibire lo sviluppe
dei ceppi sensibili e resistentl quando incbrporato ad un sub-
strato povero in fosfati.

La grande maggioranza degli'isolati resistenti saggiati ha ri-
velato nel corso delle diverse prove {tab. 4) un grado di
virulenza piuttosto. elevato in confrontc a quello dei ceppi
sensibili originari. Tendenzialmente gii isolati resistenti
ottenuti dal ceppo olandese paiocno, pera, meno virulenti:
i ceppi RNL 3 = RNL B sono risultati scarsamente virulenti.
Valutando la capacitd di accrescimento su substrati colturali
diversi, in linea generale tutti i ceppi saggiati hanno mani-
festato lo sviluppo piu intenso su agar avena, seguito da
agar Vv 8 (tab. 5). 8u agar malto e PDA l'accrescimento &
risultato molte stentato. Non =i sono osservate differenze
significative tra ceppi sensibill e resistenti e nell'ambito

dei ceppi resistenti,.
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Tabella 1 - Frequenza di cemparsaz di mytanti di P. nicotianae var. parasitica
resistenti al metalaxyl.

Hetalaxyl n® dischetti di P di mutanti Freguenza

Fungo

¢ pa/nl micelio saggiati isoplati %
P. nicotianae var. parasiti
: —onel VAT BATRRI R g 1.950 s 0,71
isalate italiano {I)
P. aicotianae var. parasitica 18 1.700 g 0,53
isolato oclandese (NL) 50 1.720 3 0,17

Conclusioni,

Anche nel caso di Phytophthora nicotiianae var. parasitica

€ stato possibile ottenere mutanti resistenti nei confronti
delle fenilammidi, a ulteriore conferma della relativa faci-
1itd di selezione di ceppi resistenti a gueste gruppo di
composti, giid osservata nel caso di altri OQomiceti (Davidse,
1882}, Alecuni degli isolati ottenuti hanno mostrato un ele-
vato livello di resistenza, mentre altri isolati sono apparsi
dotati di un livello moderato di resistenza: anche questo
fenomeno & piuttosto comuine nel caso della resisteﬁza a guesto
gruppo di fungicidi (Davidse, 1982),

La diverse sensibilitid dimostrata dai ceppi sensibili crigina-
ri nei confronti del metalaxyl conferma la variabilita
osservata da altri Autori sia nel caso specifico di P, para-
sitica var. nicotianae (Shew, 1984), sia di ©P. cinnamomi
¢ P. citricola (Coffey et al., 18984) e di Pythium spp.
(Cock e Zhang, 1985}.

I1 phosethyl Al, addizionato ad un terreno colturale poveroc
in fosfati, ha manifestato una attivitd pil spiccata nei con-
fronti sia dei ceppi sensibili che di quelli resistenti,
confermando i risultati ottenuti da Fenn e Coffey (1984) o-
perando su P. cinnamomi € P. citricola.

La elevata virulenza dimostrata da parecchi dei ceppi resi-
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Tabella & - Virelenza di izolati diversi di P. nicotianae var. parasitica sensibili
{§) e resistenti (R) alle fenilammidi, valutata su Foglie staccate di peperonia,

a B giornt dall'inoculazions ed espressa come percentuale di attacco, fatto uwguale
a (00 1'attaceo causato dal rispettivo ceppo sensibile originario.

Prova Prova
Isalatn Isnlato

I 1l 111 i I1
81 100 {5B)(*)} 100 {57}(*} 100 (57)(*) SHL 100 (53}(*) 100 (37){*)
RI 1 95 110 a7 REL 1 56 53
Al ? 45 110 90 REL 2 30 57
RT3 100 110 Lg% REL 3 ? 2
BT & 74 Bl B (*#) ANL & 83 B7
RI 5 73 77 n.s.(**) aNL s 58 " B3
R & 43 5 23 RHL & 52 42
R1 7 67 10 41 ANl 7 34 h
RI B 73 37 ag RNL B 2 5
RI t0 42 40 78 RHL 0 52 58
I 11 86 &7 4% RNL 10 L6 52
R1 12 3k 32 ‘B4 REL 11 5 47
RI 13 7 10 %] ANL 12 k[ 10
HI 14 10 20 20

(*) tra parentesi si riporta la percentuale reale di attacco

{(**) n.s. = non sperinentato

stenti ottenuti e la loro capacitd di accrescersi in modo ana-
logo ai ceppi sensibili originari rende senza dubbio
pericolosa una loro eventuale comparsa in natura. - Nella
pratica 1'impiego di miscele di fenilammidi con prodotti dota-
ti di un diverso meccanismo di azione dovrebbe ridurre il
rischio di selezione di ceppi resistenti  (Staub e Sozzi,
1984). In futuro, nella preparazione di tali miscele, si
dovra cercare di sfruttare eventuaii fenomi di sinergismo tra

fungicidi diversi: nel caso particelare di P. nicotianae

var. parasitica & stata osservata, in vitro, una notevole
azione sinérgica tra acilalanine e cymoxanil e propamecarb
(Garibaldi et al., 1984). Quésto fenomeno, che interes-
sa sia i ceppi sensibili che quelli resistenti, se trovera

una conferma in vivo, potrebbe fornire interessanti possibi-
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1itad di applicazione pratica.

Tabella &5 - Accrescimento su substrati diversi di differenti isolati di P. nicotia-
nag var. parasitica sensibili (5} e resistenti (R) alle Fepilanpidi; rilievo
depo & giarni di sviluppo a 25°C. I valori sono 12 media di due prave.
) Accrescimentn radiale {mm) Accresciments radiale {mm)

Isolato  su agar Isalato su agar

avena V B patata malto PDA avena V¥ B patata malto PDA
51 a3 28 14 ] 9 SHL El 29 16 11 8
RI 1 32 25 15 ‘8 8 R&L 1 a2 20 18 g 11
RI 2 29 22 1 B 7 RL 2 33 26 20 G 9
RI 3 32 24 1% B b} RL 3 2B 15 7 7 5
RI & 24 16 11 7 § RNL & 33 24 14 B 10
RI 3 36 28 17 14 12 RNL 5 37 30 19 11 11
RI © 24 19 1B 7 B RNL & 35 30 B 13 14
I 7 25 12 12 a 5 RNL 7 3l 26 13 ] 5
AI 8 29 20 Ih 7 B ANL 8 33 27 17 9 ]
RI 10 13 13 13 ] ] ANL 9 KE] 26 14 a 9
RI 11 32 19 12 8 [i] RNL 10 35 25 15 9 9
R1 12 3z 23 18 10 11 AkL 11 32 25 21 10 ]
RI 13 30 23 17 B 11 RML 12 35 %17 15 B
RT 14 31 20 16 10 11

Riassunto,
Sono state studiate alcune caratteristiche biologiche di di-

versi ceppil. di Phytophthora nicotianae wvar. parasitica

resistenti =zlle fenilammidi, ottenuti in laboratorio da 2
isolati sensibili, dqpo trattamento con raggi U.V. La mag-
gioranza del ceppl resistenti ottenuti ha manifestato un
livello di resistenza moderato (DEgp del metalaxyl variabile
tra 0,2 e 5,5 pg/ml), mz alcuni isolati hannoc manifestato va-
lori di DEgg molto elevati (17-75 pg/ml}. I ceppi resistenti
harmno presentato il fenomeno della reSistenza incrociata posi-
tiva nel confronti di tutte le fenilammidi saggiate. Non
si & osservato alcuna vaﬁiazione di sensibilita ad alfri fungi-
cidi. - La grande maggioranza degli isolati resistenti

saggiati ha rivelato un grado di virulenza piuttosto elevato
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a confronto con i ceppi sensibili originari.

Summary .

Biological properties of isolates of Phytophthora nicotiznae

var. parasitica laboratory resistant to phenylamide fungi-

cides.
Biological properties of phenylamide-resistant isolates of

Phytophthora nicotianae var. parasitica, selected in vitro

by means of U.V. radiations from two sensitive isolates, were
evaluated. The majority of the selected resistant isolates
showed a moderate level of resistance (EDg5g formetalaxyl ran-
giné between 0.2-5.5 ug/ml). However some isolates showed
higher EDgy values (17-75 wg/ml). Resistant isolates were
cross resistant to all the phenylamides tested. No differen-
ces in sensitivity to other fungicides was observed.
Generally resistant strains showed a good virulence as compa-

red with the sensitive ones.
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