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ATTIVITA ANTIFUNGINA IN VITROE IN PLANTA
D1 OL10 ESSENZIALE DI ORIGANO
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RIASSUNTO

E stato saggiato I'effetto inibente dell’olio essenziale di origano (Origanum heracleoticum) di
provenienza siciliana su Verticillium dahlioe e Phoma wacheiphila, agenti di tracheomicosi. Nelle
prove in vitro I'olio essenzisle di origano ha dimostrato una notevole attivitd nei confronti di
entrambi i funghi saggiati. Nelle prove i planta, invece, si ¢ avula una interessante attivitd
bloceante nei confronti di V. dafifiae su piantine di pomodoro, menire su piante di arancio amaro
inoculate con P. tracheiphila non si sono avuti risultati significativi.
Parole chiave: olio essenziale di origano, attivitd inibente, Phoma tracheiphifa, Verticillium
dahliae.

SUMMARY

ANTIFUNGAL ACTIVITY IN FITRO AND IN PLANTA OF OREGANQ ESSENTIAL OlL

Inhibitory activity of the essential oil of Sicilian oregano (Origummn heracleoticun) on
tracheomycotic fungi Verticillinm dahlice and Phoma tracheiphila, was tested, The essential oil
exhibited good activity in vitro against both fungi tested. fn planta, instead, inhibition was
effective against V. dallie on tomato plants, but not statistically different results were obtained
against P. tracheiphila on sour orange.
Key words: oregano essential oil, antifungal activity, Phoma tracheiphila, Verticillivm dahliae.

INTRODUZIONE

Le specie appartenenti al genere Origamuon, in particolare O, heracleotictm L., diffuso nelle
regioni meridionali, vengono da tempo memorabile utilizzate dall’'uvomo come piante medicinali,
aromatizzanti ¢ ornamentali. O fieracieoticum € caratterizzato da elevato contenuto di oli essenziali
(fino a circa I’8% del peso secco) ricchi in composti fenolici, come il carvacrolo ¢ il timolo {fino a
circa 11 95%), ¢ la maggiore presenza di un costituente rispetto all’altro caratterizza i taxa come
carvacrelo-tipo o timolo-tipo (Lawrence, 1984).

Sulla base dell’attivitd inibente mostrata da molti oli essenziali nei confronti di agenti patogeni
(Biondi et al.,, 1993; Salamone ef al., 2001), & sembrato interessante approfondire lo studio volto
alla valutazione della possibiliti di impiego di olio essenziale di origano nel conirollo di
Verticiflim dahlice Kleb,, responsabile delle tracheomicosi di melte piante arboree e ortive, e
Phoma tracheiphifa (Petri) Kane. et Ghik., agente causale del mal secco degli agrumi.

11 lavoro svolto ha riguardato dapprima saggi in virro per valutare effetto dell’olio essenziale di
origano sull’accrescimento del micelio; in seguito, si & valutata I'eventuale efficacia in planta.

MATERIALI E METODI

L'olio essenziale utilizzato nella presente indagine, & stato ottenuto per distillazione a corrente di
vapore da infiorescenze di origana di origine siciliana. L'analisi qualitativa dei suoi componenti &
stata effettuata nel Laboratorio di Chimica del Dipartimento di Ingegneria e Tecnologie Agro-
Forestali (ITAF) dell'Universitd degli Studi di Palermo. E stato ufilizzato un gascromatografo



maodello 6890 Agilent, accoppiato ad uno spettrometro di massa MS 5973 Agilent. La disponibilita
della biblioteca NIST ha permesso un facile riconoscimento degli spettri cromatografici.

I funghi utilizzati nel corso della prova, sono stati: £. tracheiphila, isolato da limone, e un isolato
da pomodora di V. dahtiae'.

Per la prova in vitro sono siate utilizzate piastre Petri del diametro di 90 mm, contenenti 25 ml di
agar-patata-desirosio (PDA) per V. daltliae e brodo di carota agarizzato per P. rracheiphila.

Con "ausilio di un foratappi, nel subsirato sono stati ricavati tre pozzetti di 8 mm di diameiro,
localizzati a 3 cm dal centro della piastra ed equidistanti tra loro. In ogni pozzetio sono stati versati
20 pl di olio essenziale, puro o variamente diluiio con etanolo. Sono state anche allestite due serie
di piastre di controllo, nei cui pozzetti sono stati posti etanolo ed acqua distillata sterile, Ciascuna
piastra & stata, quindi, insemenzata al centro con un dischetto di micelio del diametro di 6 mm
prelevato da colture di 8-10 giorni.

Per ogni tesi sono state preparate 4 piastre che sono state sigillate con parafilm, al fine di evitare
la dispersione dell’essenza, e poi poste in termostato alla temperatura di 20 < 1° C. Dopo 12 giomi
¢ stata valutata ’efficacia del trattamento calcolando di inibizione, prendendo come riferimento Ia
tesi con acqua’.

I risultati ottenuti, elaborati statisticamente’, sona riportati nella Tab. 1.

In una prova successiva, al fine di trovare la concenirazione minima inibente (CMI), la prova &
stata ripetuta con le stesse modalitd, ma riducendo le dosi di olic essenziale a 0,015, 0,15, 1,5, e 15
pl per piastra. I risultati relativi sono riportati nella Tab. 2.

Per valutare I'efficacia ir planta deli’olio essenziale di origano nei confronti di ¥, dahfie, sono
state utilizzate piantine di pomodoro della cv. suscettibile “Supermarmande”, La semina & stata
effettuata in vassol di polistirolo contenenti una miscela in parti uguali di terreno, sabbia e torba
sterilizzata. Alla comparsa della 4* foglia vera le radici di 30 piantine sono state lavate in acqua,
sbarbettate e immerse per 5 minuti in una sospensione contenente 7x10° conidi/ml. Le piantine
utilizzate come testimone sono state, invece, immerse in acqua distiliata sterile.

Dopo 'inoculazione le pianting sono state trapiantate singolarmente in vasetti di terracotta di 12
em di diametro, contenenti !a stessa miscela sterile utilizzata per il semenzaio, e mantenute, per
tutto il periodo delia prova, in cella climatica a 23 + 1°C, illuminata con lampade Silvania/Lifeline
GRO LUX F40 W, che davano, all’altezza delle piantine, un’intensiti luminosa di 5500 lux, con un
foloperiodo di 14 ore.

Dopo aleune prove preliminari, rivolte prevalentemente alla ricerca di una pi idonea modalita di
somministrazione, 1'olio essenziale & stato emulsionato in acqua distillata mediante tratiamento, per
2 minuti, con un sonicatore Soniprep 150 MSE'. Subito dope il rapianto, le piantine, in numero di

5 per ogni tesi, sono state trattate al terreno con 30 ml di emulsione alle concentrazioni di 0, 62,5,
125, 250, 500 e 1000 ppm di olio essenziale, avendo cura di non bagnare il colletto®

! Gentilmente fornito dal Prof. Cicearese del Dip. di Biologin e Patologia vegetale dell"Universita degli
Studi di Bari.
? La percentuale di inibizione & stata calcolata secando Pequnzione:
1=100(C-T)C"

1 = jnibizione; C = dimmelro delln colonia fungina allevata solo con aequa; T = diametro della colonia
fungina allevaia con olio essenziule,
¥ 1 dali ottenuti nel corso delle prove sono stati sottoposti ad analisi della varinnza utilizzando il
programmu SPSS win 9.0 e le differenze tra le medie sono stale conlrantale con i test di Tukey.

In una prova preliminure Iutilizzo di Tween 20 al 5% aveva causato fitotossicitd, manifestatasi con
clorosi cstesa sulle foglie.
* In una precedente prova, I"emulsione venula a contatto con il calletto aveva provocato ustioni.
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A partire dalla comparsa dei primi sintomi, ogni 10 giomi & stata valutata I'intensithd della
malattia, utilizzando la scala empirica proposta da Thanassoulopoulos e Kitsos (1974):

0 = pianta apparentemente sana; ! = clorosi fogliare fino al 50%; 2 = clorosi fogliare superiore al
50%; 3 = pianta morta.

Alla fine della prova, lo stelo di ogni piantn ¢ stato tapliato longitudinalmente, per evidenziare
I'imbrunimento vascolare, la cui intensita é stata valutata utilizzando la scala empirica di Xiao et af,
{1997}, opportunamente modificata; 0 = nessun imbrunimento; 1 = imbrunimento fino al 25%; 2 =
imbrunimento dal 26 al 50%; 3 = imbrunimento dal 51 al 100%.

Per la prova in planta realizzata net confronti di P. #racheiphila, sono stati utilizzati semenzali di
arancio amaro di 18-20 mesi di eta allevati in fitocelle da 1 litro, contenenti una miscela di terra e
torba (1:1). Le piantine, in numero di 6 per ciascuna tesi, sono state inoculate mediante due
incisioni contrapposte, praticate all’altezza di 5 e 15 cm dal terreno con un bisturi suila cui lama
veniva deposta una goccia di inoculo. Quest'ultimo era costituito da una sospensione di conidi di
tipo ifale (3x10%ml), ottenuti allevando un ceppo moconidico di clevato potere patogeno in
substrato liquido ed in agitatore (Salerne e Catara, 1967).

Dopo 'inoculazione le piante sono state mantenute in camera climatica alla temperatura di 20 £
1°C, illuminata con lampade Silvania/Lifeline GRO LUX F40 W, che davano, all’altezza delle
piantine, un'intensitd luminosa di 5.500 lux, con un fotoperiodo di 12 ore.

Ii trattamento & stato effettuato spruzzando su ogni pianta, fino al gocciolamento, "'emulsione in
acqua di olio essenziale, con un atomizzatore in vetro, alle concentrazioni di 1000 e 2000 ppm, Per
entrambe le concentrazioni i trattamenti sono stati effettuati 2, 7 e 14 giomi dopo !'inoculazione, 11
testimone & stato trattato con acqua distillata,

La valutazione del decorso della malattia & stata effettuata ogni 15 giorni, a partire dalla comparsa
dei primi sintomi, utilizzando la seguente scala empirica di Scaramuzzi et al. (1964),
opportunamente modificata: 0 = pianta apparentemente sana; 1 = 1 o 2 foglie apicali con
decolorazione nelle nervature; 2 = foglie con sintomi e/o cadute in numero non superiore al 50%
del totale; 3 = foglie con sintomi efo cadute in numero superiore al 50% del totale; 4 = inizio
disseccamento esteso anclie a rametti non inoculati; 5 = pianta morta.

RISULTATI E DISCUSSIONE

L'olio essenziale di origano utilizzato nelle prove, & risultato prevalentemente costituito da timolo
(86,14%), seguito da p-cimene (547%), [B-bisabolene (1,99%), V-terpinene (1,39%) ed altri
componenti minori, presenti in quantitd inferiore all’ 1%.

Per quanto riguarda i risultati relativi all’effetio inibente sull’accrescimento di V. dafiliae e P.
tracheiphila, i dati riportati nella Tab. 1 mettono in evidenza come 1’olio essenziale di origano, a
tutte le dosi saggiate, ha completamente inibito lo sviluppo in piastra di entrambi 1 patogeni,

Alle dosi piti basse utilizzate per calcolare la CMI (Tab, 2), V. dalfiqe, invece, ha mostrato una
maggiore sensibilith nei confronti dell’olio essenziale, rispetto a P. racheiphila. Per quest’ultimo,
infatti, la CMI & risultata compresa tra 1,5 e 0,15 pl/piastra, mentre fo sviluppo di V. daliliae & staio
fortemente inibito anche da 0,135 l/piastra di olio essenziale.

Nella prova in vivo su pomodoro {Tab. 3), i irattamento al terreno con olio essenziale di origano
ha consentito di ridurre in maniera statisticamente significativa, rispetto a! testimone, sia I’intensitd
dei sintomi fogliari (P=0,01) che I"imbrunimento xilematico (P=0,05), anche se I’efficacia non era
direttamente correlata con le concentrazioni impiegate.
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Tab. 1 — Effeito di diverse dosi di olio essenziale di origano sullo sviluppo in piastra di ¥. dahiiae
e P. tracheipiila 12 giorni dopo |'insemenzamentio.

Verticillinm dabliae Phoma tracheiphila
Diametro Inibizione Diametro Inibizione

Dosi (l/piastra) (em)t” (%) (cm)t? (%)

60 0aA 100 0aA 100

45 0 aA 100 (0 aA 100

30 0aA 100 0 A 100

Testimone con etanolo 2,9bB 3,4 4,1 bB 2.4
Testimonc con acqua 2,858 - 4,2 bB -

Y A lettere uguali corrispondono valori statisticamente non diversi tra loro. Le lettere minuscole si
riferiscono a P=0,05 e le maiuscole a P=0,01,

Tab, 2 — Concentrazione minima inibente (CMI) dell’olio essenziale di origano su V, daftliae e P,

tracheiphila.

Verticillinm dalliae Phoma tracheiphila
Diametro Inibizione Diametro Inibizione
Dosi (Ul/piastra) {em)t” (%) (cm)”? (%)
15 0,06 aA 97.8 0,08 aA 98,5
1,5 1,48 bB 45,8 0,95 aA 30,8
0,15 1,49 bB 454 4 84 bB 2.4
0,015 2,71¢cC 0,7 498 bB 0,4
Testimone con ctanolo 2,67 cC 2,2 4,56 bB 8.1
Testimone con acqua 273 cC 4,96 bB

Y A lettere uguali corrispondono valori statisticamente non diversi tra loro. Le lettere minuscole
si riferiscono a P=0,03 e le maiuscole a P=0,01

Tab. 3 — Effetlo di diverse dosi di olio essenziale di origano sui sintomi di avvizzimento in
piantine di pomoedoro 40 giomi dopo I'inoculazione con V. daliliae

Concentrazioni Intensitd dei sintomi Imbrunimento dei
(ppm) fogliari vasi xilematici®"!
1060 0,8 aA 1,2 abA
500 0,7 aA 1,2 abA
250 0,2 aA 0,7 aA
123 1,4 abAB 1,7 abA
62,5 1,0 aAB 1,8 ahA
Testimone 2,5 bB 2,3 bA

®) A Jettere uguali corrispondono valori statisticamente non diversi tra loro. Le lettere minuscole si
riferiscono a P=0,05 e le maiuscole a P=0,01.
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Le prove relative all’effetto del trattamento su piante di arancio amaro inoculate con A
tracheiphila {Tab. 4) non hanno, invece, dato risultat statisticamente significativi,

Tah, 4 — Effetto di diverse dosi di olio essenziale di origano sui sintomi di mal secco in semenzali
di arancio amaro inoculati al fusto.

Giorni Concentrazioni Intensith dei sintomi fogliari'’
dall’inoculazione olio essenziale Giorni dalla comparsa dei primi sintomi
(ppm) 15 30 60
2000 0,8a 1,0a 2,0a
7 2000 02a 03a 0,7a
14 2000 0,5a 1,5a 22a
2 1000 02a 0,7a 23a
7 1000 0,3a I,2a 23a
14 1000 0,52 0,7a I.3a
testimone 03a 1,0a 2.2a

™) A Tettere uguali corrispondono valori statisticamente non diversi tra foro per P=0,05.

Risultati emersi durante lo svalgimento delle prove, hanno confermato 1'attivitd tossica in vifro
dell’olio essenziale di origano nei confronti dei due patogeni.

Nelle prove in planta, invece, solo nel caso di ¥, dohlice & siato possibile evidenziare una
riduzione della malattia in seguito al trattamento con olio essenziale,

Si rendono necessarie ulteriori verifiche per meglio mettere a punto le modalitd di
somministrazione, le dosi di impiego e il periodo del trattamento.
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