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Resistenza dei funghi fitopatogeni ai fungicid

= [l fenomeno della resistenza nei funghi
= Meccanismi dei fungicidi

= Meccanismi della resistenza

= Rischio di resistenza

= \alutazione della resistenza

= (Gestione della resistenza

= (Casi concreti



Efficacia insufficiente

IL MANCATO CONTENIMENTO DI UN PATOGENO DA PARTE DI UN
FUNGICIDA PUO’ ESSERE DOVUTO A:

- Identificazione erronea del patogeno: impiego di fungicidi o formulazioni errati
- Macchinari inadeguati o difettosi

- Tecnica di applicazione errata (dosaggi, volumi, momento di intervento)

- Condizioni molto favorevoli allo sviluppo della malattia

- Tasso di infezione troppo elevato

- Comparsa di resistenza (individui di una specie manifestano una sensibilita
al fungicida (ereditabile) inferiore alla media della specie

La conferma della resistenza a un fungicida necessita di analisi in laboratorio.



Resistenza in campo e in laboratorio

La resistenza in campo: perdita di efficacia del p.a. rilevata in condizioni naturali.
L'infezione del patogeno prosegue anche in sequito a diversi trattamenti con il p.a.

La resistenza di laboratorio si riferisce all'insensibilita di una popolazione a dosi crescenti di p.a.
apportate in condizioni ambientali controllate, come ad esempio una piastra Petri.

In natura, mutazioni genetiche casuali possono rendere resistenti alcuni individui di una
popolazione fungina. Il fungicida agisce piu debolmente o non agisce piu del tutto sulla crescita
e/o la sporulazione dei patogeni, avvantaggiandoli (selezionandoli) significativamente al momento
dell'applicazione dei prodotti fitosanitari.

In campo, si constata una diminuzione dell’efficacia del prodotto laddove la frequenza degli
individui resistenti supera una certa proporzione. In questo caso si parla di «resistenza pratica».



Resistenza qualitativa e quantitativa

Resistenza qualitativa: “discreta” o “passaggio singolo”. Resistenza quantitativa: “progressiva” o “a piu passaggi”.
Resistenza monogenica Resistenza poligenica

Comparsa rapida (stabile nel tempo) Comparsa lenta (graduale nel tempo)

Anche usando dosi elevate non si riesce a controllare la Il p.a. sempre meno efficace_ man mano che aumentano il
popolazione. numero di trattamenti.

Frequenza nella popolazione (%)
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Asse orizzontale: dose di prodotto necessaria per controllare i ceppi fungini.
Due popolazioni distinte ON/OFF. Diminuzione graduale della sensibilita al prodotto.
In campo: perdita improvvisa dell’efficacia. In campo: erosione progressiva dell’efficacia.
Favorita da applicazioni ripetute. Favorita da sottodosaggi o da applicazioni in
Esempio: strobilurine. condizioni sfavorevoli.

Esempio: triazoli. Fonte: FRAC modificato



Resistenza incrociata e resistenza multipla

Resistenza semplice a uno o piu fungicidi di una stessa famiglia chimica (=gruppo chimico)

Resistenza incrociata a fungicidi appartenenti a diverse famiglie chimiche con stesso meccanismo d’azione
Es. triazoli e imidazoli

Resistenza incrociata negativa (negative cross-resistance) la resistenza di un patogeno a una classe chimica determina un
aumento della sensibilita nei confronti di un’altra famiglia chimica
Es. Botrytis cinerea benzimidazoli (resistenza) e fenilcarbammati (sensibilita incrementata)

Resistenza multipla (multiple resistance) a fungicidi appartenenti a diverse famiglie chimiche con diversi meccanismi d’azione
Es. Botrytis cinerea resistente ai benzimidazoli alle dicarbossimmidi.

Tipo di resistenza Descrizione Esempio

Peronospora della patata e del pomodoro
(Phytophthora infestans): isolati resistenti a

metalaxyl e benalaxyl.

Resistenza a due o piu principi attivi grazie allo

Resistenza incrociata : ; :
stesso meccanismo di resistenza.

Resistenza a piu principi attivi dovuta alla somma
Resistenze multiple di differenti meccanismi di resistenza creatisi nella
popolazione fungina.

Septoriosi del frumento (Septoria tritici): iso-
\ati resistenti a strobilurine e triazoli.




Resistenza multipla

Botrytis cinerea

Vite

230 isolati

13% 0% 14%

Fragola
431 isolati

@ 1-fungicide R

@ 2-fungicides R
O 3-fungicides R
o 4-fungicides R
B 5-fungicides R
O 6-fungicides R

10%

16%



Il fenomeno della resistenza
Meccanismi dei fungicidi
Meccanismi della resistenza
Rischio di resistenza
Valutazione della resistenza
Gestione della resistenza
Casi concreti

Sommario

Penetranti o endoterapici (/\

di copertura o di
contatto

citotropici o sistemici

translaminari



Fungicidi monosito e multisito

Fungicidi monosito

Fungicida multisito

Spora fungina Cellula vegetale
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Meccanismo di azione e rischio di resistenza

Fungicida multisito Fungicida monosito

Intervalli di applicazione piu lunghi
Selettivo

- Intervalli di applicazione piu brevi
« Ampio spettro

Rischio di resistenza piu alto
Esempio: strobilurine

Rischio di resistenza piu basso
Esempi: folpet, rame.



Meccanismi di azione dei fungicidi
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12 gruppi: A, B,C,D,E, F, G, H,U, M, P, BM



Inibizione
della sintesi
di acidi
nucleici

Gruppo A: sintesi degli acidi

Inibizione

dell’'enzima Fenilamidi (Acilalanine)
RNA polimerasi |

Inibizione

dell’enzima Idrossipirimidine

adenosin-deaminasi

Sintesi DNA/RNA

Isoxazoli
(proposto)

Metalaxyl, Metalaxyl M
Benalaxyl, Benalaxyl M

Bupirimate

Hymexazole

Peronospore

Oidi

Concia semi
(Qomiceti)

ALTO

MEDIO

Non conosciuto

A1: RNA polymerase |
# 4: PA-funglcides (PhenylAmides)
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A3: DNA/ RNA synthesis (prop.)

# 32: heteroarcematics topoisomerase

type Il (gyrase)

# 31: carboxylic acids
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Meccanismo d'azione

Blocco dell’assemblaggio della
B-tubulina nel microtubuli dei
fusi cromatici (mitosi)

Delocalizzazione proteine della
membrana

Alterazione actina, miosina e
fimbrina

Benzimidazoli Thiabendazole

Benzamidi Zoxamide

Benzamidi Fluopicolide

Metrafenone e

Pyriofenone

Aril-fenil-chetori

Gruppo B: citoscheletro e proteine motrici

INIBIZIONE FORMAZIONE CITOSCHELETRO E PROTEINE DI MOVIMENTO

Gruppe chimico implaght principal

Marciumi post-raccolta
pomacee, agrumi e
patate da seme

Peronospore

Peronospore

Oidio wite

ALTO

(sostituzioni aminoacidiche
piv comuni E198A/G/K,
F200Y nel gene della
B-tubulina)

DA BASSO A MEDIO

MEDIO

MEDIO

B: Cytoskeleton and Motor Proteins

Bi: - B-tubulin assembly in mitosis
=k i 1: MBC fungicides.
o {= Methyl Benesmidarale Carbamales)

B85 delocalisation
of spectrin-like proteins
# 22 nernzamides and € 41 benzamides

Ehiazole carmoxamiddes
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Gruppo C2: inibitori della respirazione cellulare

INIBITORI DELLA RESPIRAZIONE CELLULARE

. . Principio Impieghi Rischio

Pindin-carboxamidi

Pirazole-4-Carbossamidi

Piridinil-etil-benzamidi

Fenil-oxo-etl tiofene amidi

Fenil-benzamidi

Boscalid

Penthiopyrad

Fluxapyroxad,
Sedaxane

|sopyrazam,
Bixafen,
Benzovindiflupyr

Fluopyram
Isofetamid

Flutolarl

Muffa grigia, Oidi,
Ticchiolatura pomacee,
Maculatura bruna pero,
Sclerotinie

Muffa grigia, Sclerotinia,
Ticchiolatura pomacee,
Maculatura bruna pero

Concia semi cereal
(Septoriosi, funghi

del “Mal del piede”),
Maculatura bruna pero,
Oidi, Ticchiolatura
pomacee, R. solani

Malattie fogliari cereali
(fusariosi, septoriosi,
ruggini, oidio)

Muffa grigia vite

Muffa grigia vite e
fragola, Moniliosi

Rhizoctonia solani

DA MEDIO A ALTO
(varie mutazioni
nel gene SDH
con molteplici
sostituzioni
aminoacidiche:
H/Y o H/L in
posizione 257,
267,272, P225L
in funzione

dei patogeni
interessati)




Gruppo C3: inibitori della respirazione cellulare

Ql

Inibizione del
complesso llI
della catena
respiratoria

Qol (Quinone
outside
Inhibitors)

Metossiacrilat

Analoghi ‘ _
delle Metossicarbammat

strobilurine

Oxymino-acetamidi
Diidro-dioxazine

Oxazolidinedioni

Azoxystrobin
Pycoxystrobin

Pyraclostrobin

Kresoxim-methyl
Trifloxystrobin

Fluoxastrobin

Famoxadone

Peronospore vite e
orticole
Qidi, Alternariosi

Malattie fogliari cereali

Qidi, Maculatura bruna
pero

Qidi, Ticchiolatura
pomacee,
Maculatura bruna pero

Concia seme frumento

Peronospore e
alterrnariosi delle
orticole

ALTO
(mutazioni

nel gene del
citocromo b
con sostituzioni,

principalmente,
G143A ma anche
F129L)




Gruppo C: inibitori della respirazione cellulare

Qil (Quinone  Cianoimidazoli Cyazofamid Peronospore vite o

inside Syicele DA MEDIO A ALTO
Inhibitors) Sulfamoiltriazoli Amisulbrom Peronospora vite

QoS

(Quinone

outside Triazolopirimidilamine Ametoctradin Peronospore vite e DA MEDIO A ALTO
Inhibitors orticole

Stigmatellin

binding site)

C1: complex | NADH Oxido-reductase C4: complex 1l | Grou| CT: ATP transport || CB8: inhibition of complex Il
# 38 pynmidinamines, pyrazoie-MET1, quinazaline eytochrame bel{ubiquinone reductaze) at Qj site (proposed) lochramss beiiubig rediciase)

# 21 Qil fungicides {Quincne inside Inhibiors) i 2 at T site stigmatellin binding sub site)
b cledt {GLinceie ineide : 36 e “'“""" .45 Qosi-unglcide {stgneaiallin binding)

cyano-imidazale sulamayl-trinzale prealinamice

pyTEmidinamine pyrazole-S-carbaxamicda quinazalin
Group

C5: uncouplers of oxidative C&: inhibitors of oxidative phosphorylation, ATP synthase
Mosphorylation # 29 # 30 organo tins

LB 3 Gdinitra:
B anding

Group Group e

Dinitrofenil-crotonati Meptyldinocap Qidi vite e orticole Non conosciuto

Disaccoppianti Muffa grigia,

della fosforilazione ossidativa Peronospora solanacee, BASSO
Ticchiolatura pomacee,

Maculatura bruna pero

2,6-dinitro-aniline Fluazinam

Concia semi cereali
Inibizione trasporto di ATP Tiofene carbossamidi Silthiofam (funghi del “Mal del BASSO
piede”)



D: Amino Acid and Protein Synthesis

D1: methionine biosynthesis D2: protein synthesis D3: protein synthesis

(cgs gene) (proposed) (ribosome, termination step) | (ribosome, initiation step)
# 9 Anilino-Pyrimidines # 23 enopyranuronic acid # 24 hexopyranosyl antibiotics
( AP fungicides )

D4: protein synthesis | D5: protein synthesis

(ribosome, initiation step) | (ribosome, elongation step)
# 25 glucopyranosyl antibiotics # 41 tetracycline antibiotics

Inibizione Inibizione della ] B Ticchiolatura
della sintesi di  sintesi della AnilininoPirimidine (AP) M};p — ;im pomacee, Muffa  MEDIO
aminoacidi metionina panipy grigia, Moniliosi



Gruppo E: perturbatori della trasduzione di segnali

E: Signal Transduction

| E1: signal transduction {mechanism unknown)
#13 akanaphthalenes

pryloxyquinoline guinazalinane
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EZ2: osmotic signal transduction
= MAP | histidine- kinase [os5-2, HOG1)

# 11 phanylpyrrolas {PP- fungicidsy
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E3: osmotic signal transduction
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PERTURBATORI DELLA TRASDUZIONE DI SEGNALI CELLULARI

Meccanismo d’azione | Gruppo chimico Impieghi principali

Interferenze su una proteina
coinvolta nei segnali iniziali
di riconoscimento cellulare
(meccanismo non noto)

Interferenze con I'enzima
istidina-kinasi nella
trasmissione del segnale
osmotico (geni os-2, HOGI)

Interferenze con |'enzima
istidina-kinasi nella
trasmissione del segnale
osmotico (geni os-1, Dafl)

Azanaftaleni

(Erak] Proquinazid Oidio vite (specifico) MEDIO

e T Fee Muffa grigia, Moniliosi, 1, passo A MEDIO
Maculatura bruna pero

Procimidone, DA MEDIO A ALTO (molte
Dicarbossimidi Iprodione, Muffa grigia, Maculatura mutazioni nel gene
(revocati in UE) Clozolinate, bruna pero, Moniliosi os-1 con sostituzione,

Vinclozolin principalmente, 13655)



Gruppo F: inibitori di sintesi e trasporto di lipidi,
funzionalita di

F2: phospholipid biosynthesis F3; cell peroxidation (prop.) Fd; cell membrane permeability, Fa: lipid homeostasis
m e m r Ia n a = methyltransferase # 1 aromatic hydmcarbons & hetersarem mics fatty acids (prop.) and transforistorage
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Patogeni terricoli
Interferenze sulla g

perossidazione dei  Idrocarburi Aromatici (AH)  Tolclofos meihy|| {qurcwml vari) DA BASSO A MEDIO
lipidi elTe, terreno,
coltura

Interferenze sulla

sintesi degli acidi Oomiceti terricoli

grassi e sulla Carbammati Propamocarb 2 il c DA BASSO A MEDIO
Inibizione permeabilita della {ierreno, cgngla),
della sintesi T ERaE alcuni fogliari
e trasporto o
lipidi, - OSBPI Presumibilmente
funzionalita Inibizione della (Oxysterol T MEDIA
membrana plrioéi::;rlsﬁc;ri\’re blrr:;t':r? tiazoli- Oxathiapiprolin Peronospore d[l-p:e'lzﬁ;;s?::o
g P isoxazolinoni ) ;
membrana homologue introduzione sul
inhibition) mercato)
Eugenolo, Timolo,
Distruttori Estratti di Geraniolo (singoli o in

Terpeni vari Muffa grigia, Oidi Non conosciuto

miscela), olio di arancio
dolce

membrana cellulare  piante



Gruppo G: inibitori della sintesi di steroli di membrana

Non trattato

Inibitori
squalene- epOX|dase squalene

epoxisqualene- epossidasi (G4)
cyclase
HO
l DMI's (G1)
C-14- : X
demethylase
HO
ergosterol

l Amines (G2) Ho
A14 T
reductase
HO <:I AT Amines (G2)
anilides (G3)

C3-
ketoreductase
—>
HO C3 HO AS —A7 -

ketoreductase isomerase




Gruppo G: inibitori della sintesi di steroli di membrana

Meccanismo d’azione

IBS

Inibizione
della sintesi
degli steroli di
membrana

Classe 1 (DMI)
Inibizione

dell’'enzima C-14

demetilasi

Classe 2
Inibizione degli
enzimi A8 A7
isomerasi e A
riduttasi (geni
erg24, arg2)

Classe 3 (KRI)
Inibizione
dell’enzima
3-chetoriduttasi
(gene erg27)

principali resistenza

Imidazoli

Morfoline
Piperidine
Spiroketalamine

Idrossianilidi

Amino-pirazolinoni

Prochloraz

Imazalil

Penconazole

Difenoconazole

Tetraconazole

Mefentrifluconazole

Tebuconazole

Triticonazole

Prothioconazole

Fenpropimorph

Fenpropidin
Spiroxamine

Fenhexamid

Fenpyrazamine

Funghi del “Mal
del piede” e
fusariosi cereali,
Cercospora e
oidio bietola,
Fusariosi
ornamentali

Marciumi post-
raccolta agrumi

Oidi

Tiechiolatura

pomacee
Maculature

foglian varie

Malattie cereali
Idem + Moniliosi

Concia seme

frumento

Oidi & ruggini
cereali

Cercospora e
oidio bietola

Oidio vite
Muffa grigia e

Moniliosi

Muffa grigia

MEDIO {meccanismi
di resistenza
complessi sia
“target site” sia
metabolici. Nei
primi sono coinvolte
mutazioni nel gene
cyp31 (numerose
sostituzioni tra cui
V136A, Y137F
A379G, ecc.), nei
secondi sone da
ricordare gli “ABC
transporters”)
Resistenze
generalmente
parzialmente
incrociate

DA BASSO A MEDIO

DA BASSO A MEDIO
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H4: chitin synthase
# 19 Polyoxins
Peptidyl
Pyrimidine
nucleoside

H5: cellulose synthase
# 40 Carboxylic Acid Amides
(CAA fungicides)

M\ cinnamic acid

5 amides

HS

BIOSINTESI

H:
DELLA PARETE

valinamide

¢ 3—p. carbamates

mandelic acid
amides

Fungicidi CAA
(Ammidi
dell’'acida
carbossilico)

Ammidi
dell'acido dimetomorf
cinnamico
. | bentiavalicarb

Cappametl | provalcars

valifenalate
Ammidi
dell'acido mandipropamid
mandelico

Resistenza nota in
Flasmopara viticola.
Resistenza incrociata
mostrata tra tutti i membri
del gruppo CAA,

Da basso a medio
rischio.



Gruppo U: meccanismo di azione non noto

MECCANISMO DI AZIONE SCONOSCIUTO

Alterazione membrane Bolla pesco, Ticchiolatura

mitocondriale e citoplasmatica  Guanidine Dodina pomacee, Occhio di pavone DA BASSO A MEDIO
(meccanismi non chiariti) olive

Meccanismo non chiarito Cianocetamidi-oxime  Cymoxanil Peronospore DA BASSO A MEDIO

Meccanismo non ancora noto  Fenilacetamidi Cyflufenamid Qidio vite e orticole ALTO



Sommario

Il fenomeno della resistenza
Meccanismi dei fungicidi
Meccanismi della resistenza
Rischio di resistenza
Valutazione della resistenza

: : M nismi molecolari
Gestione della resistenza eccanismi moiecola
- - Sensitive strains of fungi/Oomycetes Resistant strains of fungi/Oomycetes O
Casi concret @\ @\
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Fungioide Fungicide ~ Detossificazione




-

Modificazione del target
Il target si modifica. Il fungicida non puo

Meccanismi
molecolari

O piu legarsi con il

suo target o vi si lega con affinita ridotta.

Esempio: strobilurine, triazoli, inibitori della

succinato deidrogenasi (SDHI).

Mutazioni SNPs

Target site change in cytochrome b: qualitative resistance to Qois ™
g e
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R
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IsolateR lsolateS ONA-R  DNA-S Gene Protein
Target site change in B-tubulin: qualitative resistance to MB(s S eMi
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Target site changes in CYP51: quantitative resistance to DMIs

VA

Exempie: S and M2 5 3
Vil
XX * @w

MR

Tsolotes 5, L1, M, H8 ONAMR - DIA-S Cypsy B

s

Detossicazione metabolica
|l principio attivo viene degradato attivamente.

Avviene molto raramente nei funghi.



Meccanismi molecolari

Moltiplicazione del target
La cellula aumenta la produzione della molecola bersaglio,
che risulta sovrabbondante rispetto alle molecole di fungicida.

Esempio: triazoli.
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Escrezione del fungicida
Alcune pompe espellono il fungicida all'esterno della cellula,
riducendo la quantita di principio attivo.

Quantitative resistance and MD,
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Rischio intrinseco legato al fungicida

Livello di rischio intrinseco di resistenza dei fungicidi secondo il FRAC

Benzimidazolici | fattori di stima da tenere conto sono
ELEVATO principalmente legati al tipo di fungicida

Fenilamidi (acilalanine) M LLoomm e )
impiegato o “rischio intrinseco”.

Qol

Dicarbossimidi

Qil, QxI (ametoctradin) MEDIO - ELEVATO

SDHI

DMI (Triazoli, Imidazoli), Caratteristiche intrinseche della molecola:
Bupirimate, Anilinopirimidine MEDIO - meccanismo d’azione: multisito < unisito
Quinoxyfen e Proquinazid - predisposizione ai vari meccanismi di
Metrafenone disattivazione

Altri IBS (Spiroxamine, Fenhexamid, Fenpropidin)
Dodina, Cymoxanil, CAA, Zoxamide, MEDIO - BASSO
Propamocarb, Fludioxonil

Fosetyl-Al, Fluazinam, BASSO
Tradizionali multisito

12 gruppi: A, B, C, D, E, F, G, H, U, M, P, BM



Fattori legati al patogeno

Caratteristiche biologiche dell’'organismo: rischi
proporzionali a:

N. generazioni: se |'agente patogeno compie un ciclo | Fattore Peso

vitale molto breve e con poche generazioni, o se (es. le N. di generazioni | X 4

peronospore) € in grado, di compiere molte generazioni _ _

nel corso della stagione vegetativa Dispersione spore | X 3 Punteggio |Classe di
Capacita di diffusione Produzione spore | X 2 rischio
Produzione spore: se possiede una elevata fecondita _ _ 14-34 | = basso
Variabilita genetica: se ha ampia variabilitd genetica, | Storia resistenza | X 2 .
ha capacita di esprimere mutazioni Frequenza di X 3 35-59 Il = medio
Fitness dei ceppi resistenti: se vi sono ceppi resistenti | nanifestazione e >60 11l = alto
dotati di una elevata fitness o competitivita protezione

Metabolismo: se possiede la capacita di metabolizzare la

sa. Totale| ()

Resistenza incrociata: se € in grado potenzialmente di
sviluppare una resistenza incrociata



Rischio intrinseco legato al patogeno

Classi di rischio intrinseco di resistenza ai fungicidi da parte dei patogeni da EPPO, FRAC adattato

RISCHIO
ELEVATO

Plasmopara viticola, Pseudoperonospora cubensis,
Phytophthora infestans (fenilamidi)

Botrytis cinerea

Venturia spp.

Podosphaera xanthii e specie correlate, Blumeria graminis
Penicillium spp.

MEDIO

Phytophthora infestans (altri prodotti),
Peronospora destructor, Bremia lactucae,

Erysiphe necator, Cercospora spp.

Monilinia spp., Sclerotinia spp., Stemphylium vesicarium,
Septoria tritici

BASSO

Puccinia spp. e altri agenti di ruggine
Alternaria spp., Colletotrichum spp.
Patogeni terricoli e del seme




Rischio combinato

Interazione tra il rischio intrinseco del fungicida e quello associato alla malattia.

Dicarbossimidi, Fenilamidi, ALTO 3 6 9
Benzimidazoli, Qol (3)
IBS-DMI, Anilinopirimidine, MEDIO 2 4 6
Fenilpirroli, Carbossamidi (SDHI) (2)
Rameici, zolfo, Ditiocarbammati, BASSO 0,5 1 1,9
Ftalimidici, chlorotalonil (0,3)
Rischio associato BASSO (1) | MEDIO (2) [ALTO (3)
al fu ngicida Malattie seme | Rincosporiosi | Ticchiolatura melo
, orzo Botrite vite
Malattie Peronospora vite
telluriche Septoriosi P
grano Peronospora
Ruggine patata e pomodoro
Rischio associato | cereali Oidio cereali

alla malattia




Pratiche agronomiche e fattori ambientali

Le pratiche agronomiche possono concorrere ad aumentare i rischi di insorgenza di resistenza.

« rotazioni corte applicate alle colture estensive monocoltura

 uso di cv suscettibili al patogeno

¢ concimazione e irrigazione

- isolamento geografico della popolazione del patogeno: piu € isolata la coltura (distanza da altre
colture, serre, tunnel ecc.), inferiore e la possibilita di introduzione di individui sensibili e di perdita
delle forme resistenti

« mancanza di metodi alternativi di contenimento del patogeno

Modo d'impiego:

- frequenza delle applicazioni: rischio proporzionale al numero

- tipo di applicazione: preventivo < curativo < eradicante

- applicazione singola < a. in miscela o alternanza con p.a. a diverso meccanismo d'azione
- applicazione su vaste aree > in aree confinate

Fattori ambientali in senso favorevole allo sviluppo e alla moltiplicazione del patogeno

- condizioni pedologiche
- andamento meteoclimatico (piu breve il tempo per compiere una generazione, piu frequente I'esposizione al

fungicida, maggiore il rischio di sviluppare resistenza)
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Meccanismi della resistenza
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Casi concreti 1. Saggi di sensibilita dei patogeni al p. a. in condizioni controllate

La valutazione della resistenza ai fungicidi
- su pianta o parti di pianta: attivita preventiva o curativa con inoculazione artificiale

- in vitro su substrato artificiale:
attivita sull’accrescimento miceliare o sulla germinazione delle spore

2. Analisi genetiche sul patogeno
ricerca di mutazioni nel DNA (es. PCR qualitativa e quantitativa)



Parametri per la valutazione

I parametri di valutazione della resistenza dei patogeni nei saggi biologici /n vivo e in vitro

EC50 (Concentrazione Efficace Mediana) mg/I (ppm) 100
Concentrazione di fungicida in grado di inibire il 50% degli % *_[ MIC (ECyz9)
Individui — i
e 50
EC95 Dose Efficace al 95% mg/|l (ppm) :_E_
Concentrazione di fungicida in grado di inibire il 95% degli ‘cg
Individui © ” .
MIC (Minimum Inhibitory Concentration) o CMI EC.
mg/l (ppm) Concentrazione di fungicida

Concentrazione di fungicida che inibisce il 100% degli individui

Determinazione di una “baseline” ovvero una caratterizzazione fatta su base molecolare o biologica della
risposta della popolazione fungina al trattamento con un fungicida prima che sia stato mai utilizzato quel p.a.

EC resistenti
EC, sensibili

FR (Fattore di Resistenza) FR =



Valutazione della resistenza genetica

RESISTENZA: perdita di sensibilita nei confronti di un principio attivo in seguito a
mutazione e selezione

Le mutazioni sono presenti casualmente nella popolazione del patogeno prima dell'uso di un
prodotto (frequenza mutazioni spontanee 10-4-10-)

I fungicidi esercitano una forte pressione di selezione sulle popolazioni dei patogeni = selezione
resistenza.

Meccanismo di resistenza noto

Resistenza di tipo monogenico: una mutazione in uno specifico gene e responsabile della
completa perdita di efficacia di un prodotto (Single Nucleotide Polymorphism - SNP)

= SVILUPPO DI UNA TECNICA DIAGNOSTICA IN GRADO DI DISCRIMINARE TRA ALLELE
WILD TYPE E ALLELE MUTATO




Classi di fungicidi con meccanismo d’azione specifico

Classe di Esempi di Enzima target Meccanismo di
fungicida principi attivi resistenza
Strobilurine e azoxystrobin, citocromo bcl mutazioni nel gene cyt b
composti kersoxim-metile, (inibitori della (G143A, F129L)
analoghi Qol trifloxystrobin respirazione

cellulare)

Benzimidazoli Benomyl B-tubulina (inibitori mutazioni nel gene per la
della mitosi B-tubulina (E198K/G/A,
cellulare) F200Y)

Inibitori della tridimenol, C14-demetilasi mutazione in cyp51

biosintesi degli propiconazole, (inibitori della (Y136F), overespressione

steroli (IBS) epossiconazole demetilazione) cyp51, overespressione
trasportatori ABC




Principali tecniche diagnostiche

 PCR

« PCR + sequenziamento del gene target
« PCR-RFLP
« Allele-specific-PCR (AS-PCR)

- Real-time quantitative PCR
« SYBR Green
« Tagman

« DHPLC

(denaturating high performance liquid chromatography)



Sensibilita a tiofanato di metile di Monilinia spp. PRDRE A%

T “NH—C—NH—C— OCH,
s 0

Monilia fructicola - Log ,,ECs, Tiofanato di metile

Baseline: 1 mg I

100000
10000 - .
EC;, media M. fructicola:
1000 1021 mg I
100
i Resistenza in M.
TR R 111 | I I I I v fructicola: 97%
&2&&32&%32%:%%&'&%22322%28:&%%23§R:8:§£2£?3§
0.1 38888%8%“’25488%388%&'RE‘EQSSBEEES§ESRSQSSSSQZ
’ = = 3 2 3 0 =3 “Y000 RS A S o 803303
o
Monilia laxa - EC,, Tiofanato di metile
L'EC, e la concentrazione di fungicida che 08 M. laxa M. fructicola
produce il 50% dell'effetto massimale. 07 ANNo EC50 EC50
E una misura dell’efficacia del prodotto. 0,6
: < : X 05 2010 0.002 153.3
Minore sara I'EC;, maggiore sara la sua ,
efficacia. 2‘3‘ 2011 0.03 854.8
02 I I I 2012 0.09 3703.3
0,1
0 — — — - - - | [ | I I I
I S R 5 R 8 83 33 3T /8RR I 3 8 6 8 ¢ 3
LN o~ — LN (@] — o — — — o~ — — < < < < ] LN < <
EC,, media M. /axa: ST FsZ2Ezzyggg 888 E 8 RIDUZIONE DELLA

0,17 mg I : — SENSIBILITA’
M. laxa: 100% ceppi sensibili




Perché Monilinia fructicola e resistente al tiofanato di metile?
Mutazioni puntiformi nel gene per la beta-tubulina

/ \.

Ceppi a bassa resistenza hanno il codone 6 in Ceppi ad elevata resistenza hanno il codone 198 in
cui e sostituita l'istidina (H) dalla tirosina (Y) cui e sostituito I'acido glutamico (E) dall’alanina (A)
(Ma., et al 2003) (Ma., et al 2003) o dalla lisina (K)
Phe200Tyr Leu240Phe
E198A/Q
200Y

CMASequences Translaled Protein Sequances

Speciag /Abbhryr ;:n- qqqqqq : -------- .......
1. C24-13-7
. Cl2-10

2. CE-11

HEY E198A/K L240F &, Crméd

&. C17&

£. C3-3%
7. CE-3% :
g. ClO-12/7 inw TS HE. ENSI
§. C13-13/1 inw :
a. C1%-13/3 inv ToEHE . ENSI
i1, cTH7: inv a 5
12, MSREs imv TS HE ENSD
3. MSR4T inw TS HG VERS!
4. C40-12/3 CLONW 1.3 T S7HE ENSD
5. Ci7-13s% ciod 1.1

6. Cl4-12/5 clon 3.1 inw

7. Cl8-13/8 clon 5.6

18 ceppi di Monilinia fructicola resistenti a
tiofanato di metile selezionati per
sequenziamento del gene per beta-tubulina.

B. Tl66 Clon &4.7 inv
9. gliZ2e840665 g I HEHO0SLZ2]
1#0. gliz0961833 |gh|AYIEIEES

Tutti i ceppi presentavano mutazione E198A. s s isoseissolmainsassens

In nessun ceppo erano presenti le mutazioni & LEmEmeEmE L o

H6Y, E198K o F200Y. I e ok e ad v gz vBiiss

!
1
1
1
1
1
1
1
1
1

1 K '|:-' L = = B : ": | %
EEE YT FF YRR R R Ry
g o o T R R RN R N B B I S




Sensibilita a Qol di Venturia inaequalis

Trasferimento di plug di micelio nei terreni ammendati a diverse concentrazioni D e e e S
(0,1 mg/L, 1 mg/L, 10 mg/L, 100 mg/L) addizionati ad acido salicilidrossamico (SHAM) y g

Baseline 0,05 mg/L
16
g 14%
g 12
”; 10 44%
= 8
2 6 |
5 42%
! I I
2
~ 2
, 111 HENRERERR
o 89 8383833883382 =22 23388 YR ' Sensibili Resistenti Ridotta sensibilita
S o O o 0o 0o oo o o S o S S8 o oo o @ A
o
EC50 values pyraclostrobin (pg/mL) @ Pyraclostrobin
120%
100%
EC., medio 5,33 (range 0,001-72.440) .
oo 22% ' ' O
’ 100% 100%
40% ‘ 1 I
Max: 298 ppm o —— S 48%
Imp|egat0 |n mlscela con boscalld Golden Ambrosia Golden (Bio) Mondial Gala (Bio)

Sensibili Ridotta sensibilita M Resistenti



Sequenziamento del gene per citocromo bcl

PCR MULTIPLEX

AMPLICONE DELLA MUTAZIONE
ASSOCIATA ALLA RESISTENZA .

120

; A
WS N " W W
-

AMPLICONE DELLA REGIONE e gy v ey — w— — gy Gy P o —
CONSERVATA

]

MUTAZIONE G143A
PRESENTE NEI CEPPI
RESISTENTI E ASSENTE NEI
CEPPI SENSIBILI

Sequenziamento di controllo per verificare la presenza della mutazione a livello molecolare

S;-s:les,’hbb:‘.’ As e s N Ay BAANAISINS A AANARAS NS ORAAS A AN NN AN SRR LU IL IR RO R AL R LR

L. 383 AT Y | B I B AR N1 ISASY DR W | & M PRy
2. 3aC Al e | BBV 0 || ARl T SR DRERY Va1 | B [ PRy [iss
3. 5/16_10 AL i | B 1 i ||} Al I ISASY [BERY 4 ix Liaafv:
. 3/16.C7 r$s i | O 1 ||| cnofuBoieaffiiny v[l = 1 PR P
5. 1/16.C9 AT 9 | O 0 || Al 1 SRS DRER Wil | B [ PRV R
§. 4/16 Bl AT iS4 | B 1 B | | L A 1 ISR DR P | B M [ EY
1. 8/16_A14 A1 i | B9 1] i | | L csfufoiealr i avivERRe LH afjvr
3. 1716 C2 1§ e | B 1 i | | L e 1 SAY CRER Wl | B M [ Y R
3. 2/16_C10 AL 184 | B 1 i | | L A [N ISRY (BERy 41 | B LE AIVI
10. 3/1€_B8 I e | B M L vt fuloealr i ovivERR- R B :
11, 1£279539.M Venturia inaequalis AL 83 | B 11 i L crifufeiealizsv vﬁilx Lijaafv:
12. LC279540.1M Venturia inasquali AT 84 | B8 11 i | | L A N ISR DRERY Wl | B M | BV B




Il fenomeno della resistenza
Meccanismi dei fungicidi
Meccanismi della resistenza

Rischio di resistenza

Valutazione della resistenza
Gestione della resistenza

Casi concreti

Pratiche colturali

Distruzione dei residui colturali infetti

Sommario

Pratiche che favoriscono I'appa-

Fattore e S Rischio d'apparizione Misure di prevenzione
rizione di resistenze

Pratiche Prima dell'installazione della s aumento dell'inoculo nella s pstendere la rotazione;

colturali coltura; parcella (esermpio: mal del s gyitare il ristoppio;

» rotazione inadeguata;

» scelta di varieta sensibili alle
malattie;

* sementi non conciate né
certificate

piede, peronospora del girasole,

sclerotinia della colza)

» scegliere vaneta resistenti;
e (lilizzare sementi conciate e
certificate

Nella coltura principale o
intercalare
* semina troppo precoce;

» eccesso di concimazione azotata;

» gestione inadeguata dei residui
celturali (paglia, stoppie);
= ricacc efo avventizie non gestiti

* densita della coltura troppo
elevata: umidita nella parcella
(esempio: malattie dei cereall);

= trasmissione di malattie
(esempio: necrosi del colletio
della colza),

* ricaccl che favoriscono lo
sviluppo di malattie

* non seminare troppo
precocemente;

# limitare la concimazione azotata
{concimi aziendali compresi);

* rompere le stoppie per eliminare
i residui colturali e lottare contro
ricacci efo avventizie




Pressione di selezione

Pratiche che favoriscono I'appa-

Fattore ol =i Rischio d'apparizione Misure di prevenzione
rizione di resistenze
Pressione di e trattamenti superflui; * eliminazione della maggior * trattare solo se necessario;
selezione ¢ utilizzo ripetuto della stessa parte dei ceppi fungini con » alternare la famiglia di fungicidi
famiglia di fungicidi sulla stessa conseguente selezione di quelli utilizzati su una parcella o
parcella o coltura; piu resistenti una coltura (esempio: evitare
¢ fungicidi che non possiedono I"applicazione ripetuta di
meccanismi d'azione differenti; strobilurine nello stesso anno);
e fungicida con un solo e utilizzare fungicidi con principi
meccanismo d'azione (monosito) attivi aventi meccanismi d'azione

differenti (vedi scheda 18.41-42);
e utilizzare fungicidi con piu
meccanismi d'azione (multisito)

Miscele: 1F + 1F multisito
Miscele: 1F + 1F con diverso MdA
Non si impedisce lo sviluppo della resistenza, ma se ne ritarda il piu possibile la comparsa.



Tecniche di applicazione.

Fattore

Pratiche che favoriscono I'appa-
rizione di resistenze

Rischio d'apparizione

Misure di prevenzione

Tecniche
d'applicazione

* dosaggio inadatto, in particolar
modo il sottodosaggio;
e frequenza di trattamento

inadatta (eccessiva/insufficiente);

e superamento del numero
massimo di applicazioni annuali
autorizzate;

* inosservanza degli stadi
fenologici ideali per
I'applicazione;

e inosservanza delle soglie
d'intervento;

e condizioni climatiche e/o
tecniche d'applicazione
inadeguate

® concentrazione e penetrazione
della poltiglia nella coltura
insufficienti o inadeguate

* adattare il dosaggio (evitare il
sottodosaggio, soprattutto per
triazoli e fenilammidi);

e ottimizzare la frequenza di
trattamento;

s rispettare il numero di appli-
cazioni annue autorizzate;

= rispettare gli stadi fenologici
ideali per I'applicazione;

e trattare in condizioni climatiche
ottimali (vedi scheda 18.10),

e utilizzare tecniche di appli-
cazione corrette, basate su
regolazioni e materiali adeguati
(vedi scheda 18.10)

DISTRIBUIRE LA DOSE RACCOMANDATA IN ETICHETTA
Garantire efficacia e contenimento della popolazione resistente.
Resistenza quantitativa: ridurre |la dose potrebbe non contenere gli individui con fenotipo intermedio, moderatamente
resistenti, che potrebbero evolvere generando nuove generazioni di individui piu resistenti.

Resistenza qualitativa: aumentare la dose aumenta la velocita di selezione di ceppi resistenti.

Non superare il n° massimo di
applicazioni consentite per ciclo
colturale indicati in etichetta.

Impiegare fungicidi a rischio solo
nei periodi piu a rischio per le
infezioni (riduzione del n° di
trattamenti).

Limitare il n° dei trattamenti nel
corso della stagione e trattare solo

quando necessario concorre a
ridurre complessivamente la
quantita di prodotti applicati,

rallentando la pressione selettiva.



N° interventi con p.a. dello stesso gruppo

PREVENZIONE DELLA RESISTENZA Al FUNGICIDI:
Limitazioni del numero di interventi con sostanze attive dello stesso gruppo

C3, G1, A1l,

D1,

E2,

E3, H5, C2

FRUTTICOLE ol IBE | Fenilammidi pﬁ’:"‘;‘;m Fludioxonil T":J:TE Cak m:zr-:rl i)
sctinidia - - - . - L - -
athicorcn F 3 - o 7 ' - ]
ciliegio 2 3 - - - - 2
fragnla 2 2 3 2 2 - 2
mwelo 3 4 - 4 - - 3
[Ern 3 4 . | 4 K
pescn 3 4 1 3. = =
sUsio 3 5 - 3 3 - 3
wibe da tavola 3 3 k] 2 31 4 |

'g:]]:;:; il IRF Fanilammidi p"?::?rhnnp Flndicmomil nl:lﬂ:?-lr;g- CAA (B::::!idj

randorio - 2 - - - - -
[{IRED . 2 . x ' .

F;:;J:.:: Ll 1LE Fenilamuuidi pﬁ?llll::.:lli-llll: Fludivzonil nl:.:::mﬁ- CAA (L’::Iil-i”u]‘l
Lampaone 2 - - - - - 2
ribes 2 - - - - - 2
rovy 2 - - - - 2
nva apina 2 - - - - - 2

nRII SIE:_:: A (el [BE Fenilarmmidi pﬂ”;?izu Fludicsonil n;?ﬁf CAA (BER[T][ n
aglio 2 - - - 2 -
cipolla 3 2 2 i 4
HEELH L = 2 7 3
aralogmio 2 - - - 2 -
CUCURBITACEE ol 1GE | Eeoibamumidi p:‘ulljl‘dr'm Fludivzonil D‘LJ;‘IL? CAA mEIil:lun
cetriolo 2 2 - - - - -
COCOTET 2 - - - - -
‘melone 2 3 2 . - 3
Zucea 2 3 - - - -
zucchino 2 2 - - - 2 -

SOLANACEE Gl BE  Fenilammidi pﬁﬁ:::l';w Fludioxonil ”::1':“‘:‘ Cad [H:::Iri )
melanzana 2 . . - 3
patata 2 3 3 - - e -
parata doles 3 E x
Peperne - L - - 3
pomaodare
colfura protetta 3 3 3 2 4 3
pomodore
pleno campo 3 3 3 2 4 -

ﬂﬂr:l;g?:f N ol IBE | Fenilammidi ]1':‘_,'1'1117"1 Fludieconil n';ﬁ:?ﬂ" CAA [H:Ej_,ri 4
basilico 2 2 - 2 2
bistola da costa 2 - - - -
carde - - - -
erbe frezche 2 4 - - -
lattuga 2 i 2 2 2 z
prezzemaolo 2 i - z
micals, = 2 3, 3 z -
saddann 2 1 - - -
spliaciu 2 Z - - L




Trattamenti preventivi, curativi, eradicanti

Evitare o limitare fortemente i trattamenti fungicidi curativi o eradicanti.
Alcuni fungicidi sistemici possiedono un’azione eradicante e curativa anche elevata.
Tuttavia, l'uso ripetuto dei prodotti sistemici in modalita curativa pud contribuire allo sviluppo di resistenze.

E’ opportuno farne ricorso solo in casi di emergenza, quando le condizioni meteorologiche non consentono di intervenire
preventivamente.

DIFESA CURATIVA

DIFESA PREVENTIVA _

250%ora__ 300°ora 600 ora 720°ora

METIRAM : Azione preventiva
PROPINEB Prima dell'infezione

PENTHIOPYRAD e Azione curativa
FLUXAPYROXAD Volodele spore N Tra infezione e comparsa dei sintomi
FLUOPYRAM +T. Ll Entro il 30% dell'infezione

DITHIANON _ Azione eradicante

CAPTANO CIPRODINIL Dopo comparsa dei sintomi

FLUAZINAM PIRIMETANIL
DODINA DIFENOCONAZOLO




Gruppo P: induzione di
resistenza sulla pianta

Gruppo M: multisito
Gruppo BM: prodotti

biologici

P: Host Plant Defence Induction

F1: salicylate related
#P01 benzathiodiazale BTH

P3: salicylate related
#P03 thiadiszale carbozamids

FR N '.N 3_.'.
B | T
] 3 =

. acEanzalad--
S=meihyl

o -

F2: salicylate related

P02 benrarhiazrok

I
sl
AR
Hadinli

m&f P4 polysaccharide
: L-Iu » elicitors
fag v .i-.".'. )
 rahai T 4 o HALL
et SRR e

.p-nlgl.'::r.r_h.an:lct

W . Iaminarin W

P5:. anthraguinone

alicitors
Raynouria #P0s
sachainensls

+ plart extract

G Mnotaeed

Exfract)

| Group IE

P&: microbial elicitors

#PiG
Bacterial
Bacilu=s . Baallias spp.
Ayl
[Fsudate -}
Furigal
- Saccharomyoos
Cell walls of i =pp
Seccharomycas -
rRraLTEIE

5 Sraln LAS1T

Group m

A
®
. iosptylal
Phospharous
- acid
HsP O,
" "3
. phespharaus
LR

Trichoderma
atrovirde

" (strainsedy

Trichoderia
atrowiride

|strain T34}

Streptomyces |

griseavirites

BM: Biologicals with Multiple Modes of Action

BM 02: microbial (living microbes or extract, metabolites)
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Casl accertati con maggiori ripercussioni

PRODOTTI PATOGENO/MALATTIA
Cercospora beticola/Cercosporiosi bietola
Benzimidazolici B1 Venturia inaequalis /Ticchiolatura melo

fine anni ‘60/inizio anni ‘70

1973 e 1974 Emilia Romagna

Botrytis cinerea /Muffa grigia varie colture

primi anni ‘80 Piemonte e Puglia

Penicillum expansum/Marciume verde-azzurro

primi anni ‘80

Dicarbossimidi
o o E3
primi anni ‘80

Botrytis cinerea/Muffa grigia varie colture

pr

imi anni ‘80 Liguria, Puglia, Piemonte

Stemphylium vesicarium/Maculatura bruna pero

inizio anni ‘90 Emilia Romagna

C3

fine anni “90/inizio anni 2000

Qol

Plasmopara viticola/Peronospora vite

Stemphylium vesicarium /Maculatura bruna pero

Venturia inaequalis/Ticchiolatura melo

- Plasmopara viticola/vite

prime difficolta di contenimento con azoxystrobin a Ravenna nel 2000, estensione negli anni successivi ad altre aree
delle regioni nord-orientali (azoxystrobin e famoxadone), riduzione d’'impiego dei Qol nell’ltalia centro-settentrionale

- Venturia inaequalis/melo

difficolta di contenimento nei primi anni 2000 in alcune aree dell’ltalia settentrionale, presenza di ceppi resistenti
riscontrata in Emilia Romagna, Lombardia, Trentino, tendenza alla riduzione dell'impiego

- Stemphylium vesicarium/pero

primo caso di difficolta di difesa a Ravenna nel 2006, reperimento di ceppi resistenti, tendenza alla diffusione,
situazione sotto controllo anche grazie al sistematico monitoraggio



CASI ACCERTATI CON MINORI RIPERCUSSIONI PRATICHE

PRODOTTI PATOGENO/MALATTIA
dodina U Venturia inaequalis /Ticchiolatura melo
cimoxanil U Plasmopara viticola /Peronospora vite
IBS (DMI) Venturia inaequalis/ Ticchiolatura melo

G1 Erysiphe necator/ Oidio vite
Cercospora beticola /Cercosporiosi bietola
fenilamidi Al Plasmopara viticola/ Peronospora vite

Bremia lactucae /Peronospora lattuga

anilinopirimidine p1

Venturia inaequalis/ Ticchiolatura melo

Botrytis cinerea /Muffa grigia varie colture

Qol C3

Podosphaera fusca/ Oidio cucurbitacee

Cercospora beticola /Cercosporiosi bietola




Risorse informative

Fungicide Resistance Action Committee
https://www.frac.info/

EU Pesticides Database
https://ec.europa.eu/food/plant/pesticides/eu-pesticides-
database/start/screen/active-substances

Ministero della Salute
Banca dati dei prodotti fitosanitari
https://www.fitosanitari.salute.gov.it/fitosanitariws new/FitosanitariServiet

Davide Spadaro
Universita di Torino
@: davide.spadaro@unito.it



https://www.frac.info/
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https://ec.europa.eu/food/plant/pesticides/eu-pesticides-database/start/screen/active-substances
https://www.fitosanitari.salute.gov.it/fitosanitariws_new/FitosanitariServlet
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