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RIASSUNTO

E stato saggiato in vitro I’effetto inibente degli estratti acquosi, ottenuli per ebollizione,
infusione e macerazione di Alium sativum L., Capsicum evmm L., Lawrus nobilis L., Mentha
x piperita L. e Ruta graveolens L, c di Thymus capitatus (L.) Hoffm. et Link, su Verticillinn
dalliae Kleb.,, Fusarivm oxysporum f, sp. lycopersici (Sace.) Snyder ef Hansen, Phoma
tracheiphila (Petri) Kanc. ef Ghik, Bairytis cinerea Pers., Phytoplthora cactorum {Leb. ef
Cohn) Schroet, Riizoctonia selani Kithn e Sclerotinia scleratiorum {Lib.} de Bary. Tutti gli
estratti acquosi pggetto delle prova hanno determinato una inibizione blanda o nulia sulla
crescita diametrale dei funghi saggiati, eccetto queilo di timo fiorito ottenuto per infusione e
quello ottenuto per macerazione da bulbetti di aglio. L'estratto di timo ha evidenzinto attivitd
fungitossica su tutti i funghi saggiati e azione fungistatica su V. dalliae, P. tracheiphifa, R.
solani e P. cactorum mentre, 'estratto ottenuto per macerazione dall’aglio ha mostrato
un’azione fungicida su P. tracheiphila, B. cinerea e P. cactorunt.

Parole chiave: estratti acquosi, modalita di estrazione, attivitd inibente, funghi fitopatogeni

SUMMARY
ACTIVITY OF WATER PLANT EXTRACTS AGAINST
FUNGAL PATHOGENS

The antifungal activity of water cxiracts, by ebullition, infusion and maceration, obtained from
Allivm sativiem L., Capsicum annum L., Laurus nobifis L., Mentha x piperita L., Ruia
graveolens L. and Tiymus capitatus (L.) Hoffm. et Link against Verticillinm dahliae Kleb.,
Fusarivm axysporum f. sp. lycopersici (Sace.) Snyder ef Hansen, Phoma tracheiphila (Petri)
Kanc. et Ghik, Phyioplithora caciorum (Leb. et Cohn) Schroet, Botrytis cinerea Pers.,
Rhizoctonia solani Kiihn and Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary was tested. All water
extracts showed a poor antifungal activity except for that obtained from thyme in flowering by
infusion and from parlic by maceration methods. The extract by infusion of thyme showed a
fungitoxic activity on all fungi except on V. dalilice, P. tracheiphila, R. solani e P. cactorum
while, the extract by maceration of garlic also showed a fungicide activity on P. tracheiphila,
B, cinerea and P, cactorum,
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INTRODUZIONE

L'aglio (4. sativen L.), il peperone (Capsicum annum L.), Valloro (Laurus nobilis L}, la
menta (Mentha x piperita), la ruta (Ruta graveolens L.) e il timo {Thymus capitatus (L.)
Hoffman et Link) sono specie da sempre utilizzate dall'vomo, olire che come essenze
aromatizzanti e ornamentali, anche come piante medicinali e come componenti essenziali di
molti prodotti cosmetic.

La nccessitd di disporre di teeniche semplici ¢ a basso costo, nonché quella di ridurre i
problent di inquinamento causati dall’uso dei prodotti di sintesi, hanno spinto a ricercare, tra
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gli estratti vegetali, principi attivi con attivitd fungitossiche (cft. ad es. Economou et /., 1991,
Wilson ef af,, 1997; Maruzzella e Balter, 19359). In particolare, & stata evidenziata da aleuni
Autori attivith antiossidante e fungitossica di estratti vegetali quali oli essenziali, estratti
alcolici o acquosi, ecc. (cft. ad es. Radha et af,, 1998; Oliva ef al., 1999; Scarito ef al., 2002).

Aspetti importanti relativamente alle tecniche di produzione degli estratti acquosi sono i
procedimenti di estrazione utilizzati, 1'area di crescita, lo stadio vegetativo in cui effettuare la
raccolta del materiale vegetale e la parte vegetole utilizzata (Kokkini ¢ Vokou, 1989},

Allo scopo di apportare un ulteriore contributo su questo argomento, si & ritenuto opportung
valutare in vitro effetto inibente di estratti acquosi ottenuti da alcune essenze, utilizzando tre
diversi metodi di estrazione, su alcuni funghi fitopatogeni.

MATERIALT E METODI

Gli estrafti acquosi utilizzati nella prova sono stati ottenuti dalle seguenti specie: Aflium
sativam L., Capsictn anmm L., Laurus nobilis L., Mentha x piperita L, e Ruta graveolens L,
e Thyms capitatus (L.) Hoffm. er Link, L estrazione ¢ stata effettuata da materiale vepetale
fresco con i seguenti metodi:

- ebollizione di 200 g di essenza in 1 | di acqua distillata per 15 min;

- infusione ottenuta per immersione di 250 g di essenza in 1 | di acqua distillata a 90°C
per |5 min e agitando continuamente;

- macerazione di 200 g di essenza, per 48 ore, in | 1di acqua distillata a 5-6°C.

Per ogni specie sone state soltoposte ad estrazione solo quelle parti vegetali in cui si ha un
maggiore accumulo di principi attivi. Per A, sativuam, infatti, sono stati utilizzati 1 bulbetti, le
bacche per C. anmum, le foglie per L. nobilis ¢ Mentha x piperita, tutta la parte epigea per R.
graveolens e T, capitatus, quest’ultimo raccolto sia allo stadio di pre- che di piena fioritura.

La sterilizzazione degli estratti ¢ stata effettuata mediante filtrazione sottovuoto con
millipore (0,22 pm).

L'attivith antifungina degli estratti acquosi ¢ stata sagpiata in vifro adottando il metodo
messo a punto da Grover ¢ Moore (1961) che consiste nell'aggiungere ai substrati ottimali di
crescita, quando questi hanno raggiunto la temperatura di 40-45°C, le sostanze da saggiare, Le
concentrazioni utilizzate per ogni tipo di estratto sono state di 0, 5, 50 e 500 ml/l.

[ funghi utilizzati per i saggi, Verticillium dahliae Kich., Phoma tracheiphila (Peiri) Kanc,
et Ghik., Fusarinm oxysporum f. sp. [ycopersici {Sacc.) Snyder et Hansen, Botrytis cinerea
Pers., Phythopliora cactorum L.C. Schroet., Rhizoctonia soelani Kithn e Sclerotinia
sclerotiorum (Lib.) de Bary, sono stati allevati in piastre {3 piastre per ogni tesi) contenenti un
substrato in cui & stato incluso Uestratto da saggiare. Al substrato delle piastre testimone &
stata aggiunta acqua distillata sterile.

L’insemenzamento & stato effettuato ponendo al centre di ogni plastra un dischetto di
micelio, di & mm di diametro, prelevato da colture di 10 giorni di etd. Le piastre sono state
sigillate con parafilm e incubale in un termostato al buio ad una temperatura di 22:1°C.

L'efficacia del trattamento & stata valutata, dopo 4-8-12 giorni, misurando lo sviluppo
diametrale delle colonie e calcolando la percentuale di inibizione rispetto al testimone secondo
la seguente formula (Zygadlo et af., 1994):

= 100(C-1)C"
dove I = inibizione, C = diametro del fungo allevati in presenza dell’estratto, T = diametro del
fungo allevato in assenza dell estratio.

Alla fine della prova & stata valutata Pattivitd fungistatica o fungicida dell’estratto acquoso
secondo la tecnica di Thompson (1989) che consisteva necl trasferimento dei dischetti di
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inoculo delle piastre, in cui la crescita della colonia era stata inibita del 100%, su substrato non
trattato.

1 dati relativi all’accrescimento sono stati sottoposti ad analisi statistica utilizzando il
programma Statistica version 5 e le differenze tra le medie confrontate con il test di Duncan
(1955).

RISULTATI E CONCLUSIONI

Ciascuna delle tabelle riporta Ueffetto inibente degli estratti acquosi utilizzati nella prova
ottenuti per ebollizione, infusione e macerazione da alcune essenze vegetali, sui sette patogeni
saggiati, 1 valori dell’inibizione sono stati espressi in %. Dalle tabelle si evince che I’4.
sativam e il T. capitatus sono, tra le essenze, quelle che hanno mostrato una maggiore attivita
inibente. In alcuni casi, di contro, Paggiuntan di estratti acquosi sul substrato ha slimolato la
crescita delle colonie; pertanto, tale crescita & stata espressa con valore negativo.

L’estratto di A. sativin (tabella 1) ottenuto per macerazione, alla dose pil alta (500mi/), ha
inibito lo sviluppo delle colonie di P. rracheiphila, P, cactorum, B. cinerea e 8. sclerotiarun
del 100% e quelle di V. daliiae, F. oxysporum e R. solani in ogni caso sempre al di sopra del
70%. L’estratto ottenuto per infusione ha mostrato attivitd inibente inferiore ma sempre con
inibizioni superiori al 50% nei confronti di tutti i funghi ad eccezione di V. dahfige, B. cinerea
e R. solani. Un effetto inibente minimo, invece, si & avuto con !'estratto ottenuto per
ehollizione.

L’estratto ottenuto per infusione da T. capitatus, raccolto allo stadio di piena fioritura
(tabella 2), ha inibito del 100%, alla dose massima, la crescita delle colonie di V. dalfiae, P.
tracheiphila, F. oxysporum, P. caciorum ¢ R. solani ¢ del 70,9% quella di B. cinerea.
L'estratto ottcnuto per ebollizione ha mostrato un’azione inibente solo sulla crescita della
colonia di P. tracheiphila {70%). Nessuna attivitd fungitossica & stata mostrata dall’estratto
ottenuto per macerazione, probabilmente perehé in questo procedimento vengono estratie
prevalentemente sostanze con scarsa attivitd antifungina (resine, cere, clorofilla e tracee di
altre sostanze).

Inibizioni blande o nulle si sono avute con gli estratti acquosi oftenuti da T. capitatus
raccolto allo stadio di pre-fioritura, su tutti i funghi sapgpiati e con i tre diversi metodi di
estrazione utilizzati (tabella 3).

Gli estratti ottenuti da C. annum, L. nobilis, M. x piperita ¢ R. graveolens hanno mostrato
nuila o scarsa efficacia (tabelle 4, 5, 6 e 7). Solo con qualche eceezione, gli estraiti acquosi di
C. amnum, L. nobilis, R, graveolens, alla dose pif alta ¢ a seconda del metodo di estrazione,

basse, intorno al 30%.

L'efficacia depli estratti ottenuti da tutte le essenze & stata in generale direttamente
proporzionale alla dose saggiata.

Fra gli estratti clie hanno mostrato un’attivitd inibitorin del [00%, quello ottenuto per
infusione da T. capitatus fiorito ha mostrato, con la tecnica di Thompson un'azione fungicida
su F. oxysporum e azione fungistatica su V. dalliae, P. tracheiphila, P. cactorum, e R. salani.
Nel caso di 4. sathvun, solo D'estratto ottenuto per macerazione ha mostrato un’azione
fungicida su P. cactorum, P. tracheiphila e B. cinerec.

E importante infine sottolineare che la maggiore capacitd inibente degli estratti acquosi
ottenuti da T. capitatus florito rispetto a quelli ottenuti dalla stessa pianta raccolta in pre-
fioritura & probabilmente dovuta all*influenza del periodo di raccolta sulla composizione
quali-quantitativa degli estratti.

Per A. sativin, invece, la minore azione inibente fornita dagli estratti ottenuti per infusione
ed ebollizione potrebbe essere dovuta alla termolabilita dei principi attivi con attivita inibente.
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Tabelln | — Effetio degli estratti ncquosi ottenuti per ebollizione, infusione e imacerazione da bulbetti di

Allinm sativion sui funghi sappiati: inibizione % rispetio al lestimone (™)

‘Melodo di' /| Dose |Verticilliim| - Phoma’ | Fusariuny \Bofrviis| Phytophthora|Rhizoctonta| Sclerotinia
s estrnzione | (ml)| “dalliae  [racheiphildloxysporum|cineieal “vaciorim | " solani - |scleratiorum
5 |60 bdBC”| -2,00B 0aA | OnA 0aA 0 aA 0 wA
Ebollizione 50 | -21,00A =15 nA 0aA 0 A 0aA 0aA 0aA
500 | -29.0 A | -10,00A 1,7aA 0 oA 0aA 2.5a3A 15,3 6B
5 [10,0cdBC| 4,0dC 0aA 0 nA 0 nA 0nA 0 oA
Infusione 50 14,0 dC 20,0eD 41,7¢C | 0aA 0 aA 0,7 aA 0,4 aA
500 | 45,0eD 81,0 gF 74,3 el |30,508| 98,7 C_C 29,0 bB 96,0 cC
5 5,0bcBC | 3,0cdC 6,548 DaA 0 oA 0aA 0aA
Maceraziona | 50 | 5,0 beBC 36,0(E 71,9dD | DaA 6,0 bB 36,8 cC 12,7bB
300 70,0 [00 hG 82,6 [E {100cC 100 cC 82,1dD DR.5ceC
[Testimone ouB 0 beBC 0aA 0nA 0aA 0 oA 0 nA

(1} In tulte le tabelle leltere uguali nell’ambito di una slessa colonna indicano assenza di differenze
statisticmmente significative per p = 0,05 {letleee minuscole) e P = 0,01 (leltere maiuscole) sccondo i
Test di Duncan (elaborazione effettusta sui dati di accrescimenlo)

Tabella 2 — Elfcito degli estratti acquosi otienuti per ebollizione, infusione e mocerazione dalla parte

epigea fioritn di Thymus capitains sui fimghi sagpiat

i: inibizione % rispetio al testimone {*)

“Metodo di: | Dosc’|Pertcill i 5 Phowid | Fusaritin { Botrytis { Phytophthora Rf;iét?éibﬁf’_d “Selerotinia .
-estrazione ;| (WD) daldiae - |tracheiphilaloxysporim| . civerea | ieactorm | solant = |sclerotiofm
5 -4,7bB -7,0 aA 0 nA 0aA 0 nA 0 A 0uaA
Ebollizione 50 -4,7 bB 153¢ch 0aA 0aA 0anA 0 nA 0 aA
3001 10,0cC 70,0hG | 17,6cC | 9,0cC 0OnA 0 oA 0 nA
5 1 1,8edCD 84dC (GaA 12,90bAB DaA 0aA 0nA
Infusione 50 16,1 dD 237(E 0aA |58 heBC 0aA 0aA 0 aA
500 100 cE 100 iH [00 dD | 70,9 dD 100 bB 100 eC 0aA
5 27,0 aA 59¢cC 0aA 0 aA 0nA 0aA 0 aA
Macernzione{ 50 | -27,0 1A 8,0 cdC OaA 0aA 0 aA 0aA 0aA
500 | -328aA | 420pF 8,0bB 0aA 0aA 18,0 bB 33448
[Testimone bB 0bB 0 A 0aA 0aA 0 aA 0aA

Tabella 3 — Elfello degli estratti acquosi otlenuli per ebollizione, infusione ¢ maccrazione dalla parie

:Metodo dit [Dose | Verticillinm|." Phoma: | Fusariyni {Botrytis| Phytophthora | Rhizocionia | ‘Sclerofinia
“estrazione: (/)| - dalilige | tracheiphila|oxpipormm | eineréa | “cactoripn | salani = |sclerotioruin
5 11,0dE -390 cC 0 A (a Oa Oa 0 aA
Ebollizione | 50 | 9,0 cdDE | -150 aA 0aA On Oa Oa 0 aA
500 1 30,0cF -10,0 bB 36,1 bB Da Oa Oa 0aA
5 | -0,5abAC | -1,9dCD 0 aA Oa Oa Oa 0aA
Infusione 50 [-10,0 abAB| -0,8 dcDE 0aA Oa 0a Oa 0aA
500 | 7,3 cdCE 21,0hG 0aA (a On On 29.0 bB
5 1,0 abAD 1,2E 0aA Oa On On 0 nA
Vacerazione| 50 -4.54A 0,1 1E 0aA Oa 0a Oa 0aA
500 | 4,5 bcAE 14,0 gF 0aA On Da Oa (} nA
[Testimone 0 abAC 0 e[DE 0 nA ta Oa Oa 0 8sA
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Tabella 4 — Effetto degli estralli sequosi ottenuti per ebollizione, infusione e macernzione da bueche di
Capsicin annum sui funghi saggiati: inibizione % rispetto al testimone (*)

Metodo di | Dose | Verticittiim|  Phoma-. | Fusartum |Botrytis| P ]U'IEJP!{‘I?.Q-%.“’. R"f?’?‘.’"??’f-‘f"-. Selerotinia
vestrazione ! |(miD| - daliliae L iracheiphilaloxysporym | einerea|  cactortm =\ “selani*=7 |selerotiorum
5 3.8 efDE 7.0bC 0aA On 0aAB 0 aA 0aA
Eballizione | 50 -8,3ch 320C 0aA Oa 0 aAB 0 nA 0uA
500 | -58,08A 349 F 4,6 bB On 11,2¢C 19,7 cC 3,0bB
5 0,8 dfDE 6,8 bC 0aA On 0 aAB 0aA buaA
Infusione 50 | -2,8edCD | 109cD 0aA Oa 3,6bB 0aA 0aA
500 | -33,00B 31,9 eEF 22.5eC 13 20,2 dD 21,4 cC 0aA
5 7,1 efE 1,9 uAB 0uA On 0aAB 0nA 0aA
Macerazione| 50 | -0,4 deCE | 4,9 bBC 0 nA On 0 aAB 0nA 0nA
5001 4,7 DE 200 dE 0aA On 227dD 10,4 bB 0 A
[Festimone 0 deDE 0aA 0aA Oa 0 sAB 0aA 0 aA

Tabella 5 — Effetlo
Laurus nobilis sui funghi saggint

degli estratt

i acquosi ottenuti per eb

ollizione, infusione e macerazione de foglie di
{estimone (*)

Metododi- | Dose | Verficiflinm| - -Phoma *|-Fusarivm: | Botrytis| Phyiophithora| Rhizoctonial Sclerotinia.
“estruzione (/i dalilige = tracheiphila| oxvsporum | cinerea| - caetorym | solani - | selerotiorum
i | -11,0bB | -1,0dCD 0oA 0a 0uA DaA 0a
Ebollizione | 30 | -11,0b4B 11,6 eE 0aA Oa 0aA 0aA Oa
300 1 -22,0 A 19,0 [F 0aA Oa 42,4 ¢C 0 nA On
3 0 cC -6,0 bB 0 A 0o 0aA 0aA Oa
[nfusione 50 12,0 dE -10,0 A 0nA Oa 0nA 0 A Og
5001 28,0eE -11,00A | 10,4 LB 0o 48b8 1R,9bB Oa
5 0ceC -1,0dCD OoA On 0aA 0aA 0a
Macerazione| 50 | ~4,0¢BC 4,0 eBC OnA Oa 0uA 0aA 13]
500 0cC -10,0 A 0aA 0a 0 aA 0 sA On
Testimone 0cC 0db 0sA On 0aA OnA 0a

Tabelln & — Effetio inibente degli estratti acquosi ottenuti per ebollizione, infusione e macerazione do

foglie di Mertha x piperita sui f unghj s_nggiuu: inibizione % rispetio al testimone (*) 4
*Metado di-:| Dose | Verticillium |« -Phoma | Fusarivm | Boytis| Phytophthora| Rhizectonia | Sclerotinia
estrazione. || < idabliae | rachelphilal oxpsporum| einerea | = eactorum ™ 2isolani = [selevofiorm

5 10,0 cB 2,0bB 0a 0aA 0a Oa Oa

Ebollizione | 50 1,0 bB 7,0 cC On 0u0A Oa 0a On

560 | 12,0aA 16,0 IF On 3,1 6B ba Ga On

5 9,0 cB 9,0dD Oa 0aA Oua N Oa

Infusione 50 22.0dC 12,0 eE Oa 1,2 nA 0n Da Oa

500 { 3,3bcB 0,8 A Oa 0aA Oa Ua Oa

5 -14,0 nA 10,0 dD On DaA 0a 0a Oa

Macerszione] 50 | -1i,0a8A 3,3dD Oa 0nA 0o Oa Oa

500 9,0cB 6,5 cC On 309¢C On Ou 0o

Testimone 0bnB OoA Da 0aA Oa Ou Oa
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Tabella 7 — Effetto inibente degli estratti acquosi ottenuti per ebollizione, infusione e macernzione dalla

purte epigen di Ruta graveelens sui funphi sagaiati: inibizione % rispetto al testimone (*)

‘Metodo di. | Dase| Perticilliug | - Phoma - -\ Fusarium \Botyyiis| Phytophihora oniay Sclerotiia.
estrazione” [((mIM“rdahlioe.” |racheiphila | oxvsporin | cinerén | cactorum ni- | sclerofforum
5 | 50bA 15,0 eE DeA | DaA 0 A 0a
Ebollizione | 50 | 2,0 abA 24,0 [FG 0uA 00A 0aA On
500 [ -3,0 abA 26,0 8G 3,laA [28,6cC| 122D0B 0n
5 16,0 cB 8,2dD 8,0bB 0nA 0aA 0uA 0u
[nfusione 50 1,0 abA 4,4 cC 13,0cC | OnA 0aA 0aA Ga
500 | 17,0cB 23,0 (F 17,1dC (15,8 1B 0aA 19,2¢C Oa
5 -4,0 aA -1,91B 0aA 0aA 0 A 0aA Oa
Macerazione| 50 -4,0 aA -5,1 sA 08A 0aA UaA 0aA Oa
500 | -50aA | -558A OvA | 0aA 0nA 13,6 bB 0
Teslimone 0 abA 0bB 0nA 0nA 0aA 0aA On

(*) In tutte le tnbelle 1 dati relativi a V. dahliae, F. oxysporum e P. trocheiphila si riferiscono al rilievo
cfictiuato a 12 gg dall’insemenzamenio; quelli relativi a P cactorum a 8 gg e quelli relativi a 8. cinerea,
R. solani e S. sclerotiorim 5 4 pg
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