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Capitolo 1 Introduzione

1.1. Piante officinali: generalita

Con il termine Aofficinali o si intende |
direttamente o ramite principi attivi estratti da esse, possiedono interesse
medicinale o aromatico o cosmetico. A tale raggruppamento afferiscono sia le
classiche specie aromatiche e medicinali, sia un gran numero di colture destinate

alla preparazione di prodotti costieg liquoristici, di condimenti, di sostanze

coloranti, di oli essenzialid i i ngredient. i per | 6i ndustr
prodotti pe la difesa dellpiante(AA.VV,, 2009).Spesso | e definizion
aromaticao e fApiannal ueea irmrcdlnlad leri cvee nggoMe:
of f i c(iSMBA, #964) L OrganizzazioneMondiale dellaSanita (OMS) ha
puntualizzato il terminéd pi ant a nesskgnandotaad oegon i vegetal e
contiene sostanze che possono essere utilizzate per scquutcao preventivi,

sato forma di preparati semplici. @pure, dopo averle isolate e modificate
chimicamente, possono far parte di prodotti farmaceutici e quindi sono i
precursori di sintesi chimicb a r ma ¢ e Gadn iquedtaedefinizione si € voluto
rval ut are tutta wuna serie di piant e, di
Api ante della medicina popol arfadadbase che co
della scienza medica, spesso dimenticateilcemccessivavvento @i farmaci di

sintesi(De Mari, 1992) Tuttavig negli ultimi annj questo interesse sembra aver

ripreso vigore poiché, secondo quanto ripart o Md®,apiuldél Q5% della

popol azione nei paesi i ndustriali,zzati e
si cura con rimedi natura({iCanteret al, 2005) Con la definizionedi fipianta

aromatica, invece,vengono indicate quelle piante dotate di una o piu sostanze

che conferiscono particolari odori o sapori e che vengono impiegate nella

preparazione di bevanderofumi, cosmetici e pecondire alimenti.



1.2. Piante officinali nella storia

Le piante e le erbe officinafprendono il loro nome dalla parola latifiafficinad ,
in riferimento agl:. antichi | aborator. f
di droghe tradizionalmente usatellamedicina popolaréAA.VV., 2001). Anche
se le specie officinali sono statélizzate fin dall'antichita,per il loro profumo
sapore eper le proprieta conservan{Baueret al, 2001) tra gli oli essenziali
conosciuti solo l'olio di trementin@ menzionato dagli storici greci e romani
(Guenther1948).

La distillazione come metodo per estrarre gli oli essen{#D) viene introdotta
per la prima volta in Oriente (Egitto, India e Persia) piu di 2@@enther1948)
anni fa ed é stato mligrato nel IX secolo dagli arab{Baueret al, 2001) I
primo scritto autentico riguardo la distillazione € attribuad Arnaldo deVilla
Nova (ca. 1238.311), alchimistacatalano(Guenther 1948) Dal Xl secolo gli
oli essenziali venivano prodotti dallefi@acie e i loro effetti farmacologici furono
descritti nei trattati di farmacopéBaueret al, 2001),ma il lorouso non sembra
essesi diffuso in Europa fino alXVI secolo. [ quel momentagli oli essenziali
venivano scambiati e commercializzaglla citta di Londra(Crosthwaite 1998)
Mediante pubblicazioni separatmerenti | a di stillazione e I
essenziali due alchimisti delXVI secolo Brunschwig e Reiffgitano solo un
numero relativamente piccolo di ofira questi quelli di trementira, legno di
ginepro, rosmarinolavanda chiodi di garofano, noce moscatmice e cannella
(Guenther 1948) Secondoil medico francese Du Chesneel XVII secolo la
preparazione di EO era ben notéedarmaciegeneralmentg@ossedevam 15-20
oli diversi (Guenther 1948).L'usodelléolio de | | 6 adl te per wso rdedico é
statodocumentai sindalld i n i z icaloniztazibnle dell’Australiino alla fine
del secoloXVIIl , anche se € probiéd che sia stato utilizzato, precedentemente,
dainativi austrabni (Carsoret al, 1993)

| primi esperimentiriguardo proprieta battericide dei vapori di EGono stati
realizzati da De la Croix nel 18§Boyle, 1955) Tuttavia, nel corsalei secoli
XIX e XX, l'uso degli oli essenzialin medicina a poco a poco € ditato
secondarigispettoal loro utilizzo pelinsaporire earomatizzaréGuenther1948)



1.3. Lamiaceae
Le piante officinali comprendono diverse famiglie tra le quali si annoverano le
Apiaceaele Lamiaceaee leVerbenaceae.
Con il nome diLamiaceaeo anchelabiataesi intende una vasta ed omogenea
famiglia di dicotiledoni che comprende 200 generi e circa 3200 specie. Il carattere
mor fologico pi% evidente =~ dato dal I
che all desterno a brg, dacuiibhameelLabiatae f or ma
Sono piante prevalentemente erbacee, annuali o perenni. In qualche raro caso
alcune specie del genekyptis presentano un abito arboreo, mentre ancora piu
raro | daspetto | ianoXxuellgsi@r | e poche
Il fusto ei rami sonoa caratteristica sezione quadrangolare. Le foglie, prive di
stipole, sono opposte o verticillate, semplici 0 pensatte o pennatoomposte.
| fiori sono ermafroditi, zigomorfi, riuniti in infiorescenze che possono essere a
spicastro (insieme di fiori inseriti all'ascella delle foglie disposte a corona sui
nodi, molto ravvicinati che rassomigliano ad una spigggure a verticillastro. La
corolla, caratteristica, € bilabiata e si compone di 5 petali: 2 formano il labbro
superioree 3 quell o inferiore. Léovario
ginobasico, lo stimma & generalmente bifido. | semi hanno scarso endosperma
cellul ar e, spesso riassorbito durante
quasi sempre entomogama e,lmelpecifico, € operata da ditteri ed imenotteri
(AA.VV., 2004).
Le Lamiaceaevengono suddivise in otto sottofamiglie:
1. Ajugoideaei cuiprincipaligeneri son®\juga, Teucriume Rosmarinum
2. Prostantheroideaei cui principali generi son€hloanthe, Cyanosegia,
Hemiandra
Prasioideagrappresentata dai gen@rasiume Gomphostemma
4. Scutellarioideagnella quale sono compresi i gen8alazaria, Scutellaria
Tinnea
5. Lavanduloideagrappresentata tigenee lavandug;
6. Stachyoideae che raggruppa generi moltamportanti quali Melissg

ThymusMenthg Origanum Satureja Marrubium, Hyssopus

emb
di [

Sp



7. Ocimoideae i cui principali generi son@cimum,presentenella nostra
flora spontaneaColeuse Plectranthus propri di altre regioni;
8. Cathopherioidea¢Canting 1992).

1.3.1. Lamiaceaeimportanza e diffusione

Sebbene la loro distribuzione sia cosmopolita,Léeniaceaesono molto piu

diffuse nelb a r enaediterrane, che rappresenta il principale centro di

differenziazione della famigliéStrasburger, 2007Allo stato spontarn® molte di

esse prediligono habitat nemorali; tuttavia, la maggior parte preferisce ambienti

aperti e soleggiati, entrando nella costituzione di macchie e garigieig

triloba) pascoli aridi montani Stachys tymphagao pascoli umidi Prunella

vulgaris) (Pignati, 1982)

Alla base del loro ampio utilizzo vi € una caratteristica istologica che le

accomuna: lapresendZaungo | 6i ntera piant a, b n parti

di ghiandole e peli secretori contenenti oli essen@dnting 1990)

| peli sono fitti sui fusti e sui grossi nervi e sul margine delle foglie, quasi

mancanti sul resto della foglia e neitdiorescenzeGli oli essenziali vengono

sintetizzati nel citoplasma delle cellule dei tricomi ghiandatée ricoprono la

maggior pate delle parti aeree delle piante. | tricomi sono costituiti da un piede,

da un gambo e da una testa secretrice. Il piede della cellula e situato

nell 6epi der mi de e occasional mente appare

I gambo € di solito urbicdlulare e presenta pareti laterali molto cutinizzate

(Maleci Bini et al, 2006) La formadei tricominelle Lamiaceaguo essere di due

tipi: peltata e capitatgHallahan 2000) In particolare, la forma peltata é

caratterizzata da una forma globulare esaiglal distacco dello strato cuticolare

dalla parete delle cellule secretici, a seguito del riversamermoesto spazio del

materiale secreto. Nei tricomi capitati la singola cellula secretrice diffonde il

secreto nel & aaumblarie miogazics sukcwicolare. | tricomi

capitati hanno due cellule secretrici, mentre i tricomi peltati hanno quattro cellule

secretici (Werker 2000) Le cellule secretrici producono olio che si accumula

nella spazio s ut i col are e <che wte quarglo ilvelber at o
4



cuticolare che lo contiene si rompe. Il processo di formazione delle ghiandole
avviene contemporaneamente a quello dello sviluppo delle foglie, cosicché le

foglie mature sono coperte esclusivamente da ghiandole sviluygpaienero dei

tri comi ghiandol ar i dbiassd ennelia pagiea infeddrel 6 api ¢
(Turneret al.,2000).

1.3.2. Timo

Il timo & un arbusto sempreverde cfe
parte della famiglia delle Lamiaceae
sottofamiglia Stachyoideaeg(Figura 1). La
sua altezza varia, imelazione alla specie
coltivata, da pochi centimetri a piu di una
trentina; il portamento pud essere eretto o
strisciante,con un fusto di coloe brunc
verdastroche diventa legnoso dal secondo
anno di vita. Le foglie in quasi tutte le
specie sono piccole allungate, con una
colorazione variabilelal verde piu o meno
intenso al verde chiaro, al grigio, all'argento,

ricoperte da una fitta peluria quasi tutte le

specie. | fiori (figura 2) sono di colore

Figura 1. Thymus vulgaris..
biancoerosatg ermafroditi, crescono

all'ascella die foglie in infiorescenze a 1 &

spiga e sono ad impollinazione entomofila, "?’j‘:.

soprattutto ad opera delle api. | frutti sonoL
degli acheni contenenti, ciascuno, quattrg

semi ricoperti da un guscio di colore

marrone(Strasburger, 2007)
Il genere Thymus compreneé numerose Figura 2: Fiore dithymus vulgaris

specie tra cui ricordiamo: Thymus L



serpillum, Thymus citriodorus, Thymus zygis, Thymus herba baoftaymus
vulgaris Le specieThymus vulgari® Thymus serpillunsono le due utilizzate per
le loro proprieta terapeutiche ed aromatichprincipali costituenti responsabili
delle innumerevoli virtu del timo sono i fenoli e, in particolarémolo (30-70%)

e il carvacrolo (315%) (Kokkini, 1997)

1.3.3. Origano

Noto fin dalldédantichit™, | 6origano deve
greche foroso, che significa
mo nt a ggarm® ghe dignifica
splendore. Le sue proprieta
terapeutiche erano conosciute e
apprezzate gia dagli Egizi; i Greci
incoronavano gli  sposi  con
ghirlande di origano, in quanto
esso e ritenuto simbolo di
felicita. In epoca eomana e stato
largamente impiegato anche in
cucina. Il suo uso & continuato

anche nei secoli successima per

lo piu limitato alle regioni del sud.

4 In medicina veniva usato grazie al

P R E TR

suo profumo penetrante come
Figura 3. Origanum vulgare.. disinfettante di ambienti durante le
epidenie, bruciandoloin ampi bracieri insieme a timo e menta.
E una pianta perenne erbacea con un rizoma lignifisaisciante daluale si
sviluppano i fusti, alti fino a 600 cm, alcuni dei quaportano solo foglie mentre
al tri S 0st e n g oessosoro @rrosshtii i altepe ped pateati, a
sezione quadrangolare. Le foglie presentano piccioli & Bim e lamina
lanceolata, spesso asimmetrica alla base e dentellata. | fiori, raggruppati in
undi nfiorescenza cor i mb ors\ariakile:dad @saalpos s on
6



violetto, fino ad arrivare al bianco. Quasi privi di peduncolo con calice
attinomorfo a5 denti pitt 0 meno ugualcorolla a tubo dritto piu breve dei denti
calicini e bratteedi 4-5 mm generalmente purpuréggura 3). Il frutto € un
tetrachenio ovoidale leruno.
Sei sottospecie sono state riconosciute Gniganum vulgare L. in base a
differenze quali la presenza di peli, il numero di ghiandole sessili sulle foglie,
dimensione e colore di brattee e fiett. (Strasburger, 20Q7Esse sono:
1. O.vulgareL. spp. vulgare(Europa, Iran, India, Cina)
2. O. vulgare L. spp glandulosum (Desfontaines) letswaart (Algeria,
Tunisia)
3. O. vulgare L. spp gracile (Koch) letswaart (Afganistan, Iran, Turchia,
vecchiaUSSR)
4. O. vulgare L. spp hirtum (Link) letswaart (Albania, Croazia, Grecia,
Turchia)
5. O.vulgareL. spp viridulum (Martrin-Donos) Nyman ( Afganistan, Cina,
CroaziaFrancia, Grecia, India, Iran, Italia, Pakistan)
6. O.vulgareL. spp virens(Hoffmannsegg & Link) letswaart (Azzorresdle
Baleari, Isole Canarie, Madeira, Marocco, Portogallo, Spa@agso et
al., 1988)



1.4. Metabolismo secondario delle piante officinali

| metaboliti secondari sono composti sintetizzati dalle piante che, a differenza dei
metaboliti primari, non svolmno ruoli fondamentali nelle funzioni vitali di base

(divisione cellulare, crescita, respirazione, riproduzione): per questo, é stata loro
attribuita per molto tempo una funzione di scarto, detossificazione, accumulo o
eccesso di produzione di vie metabbé primarie Kossel (1891) fu il primo a

definire questi composti come opposti ai metaboliti prinfad 6 A n tetuab,n o

2000)in seguito Czapek (1921) 1 defin3 fien
derivassero dal met aboliicsamo odne | |sbGeaczoontdoa,r i
ad esempio, le deaminazionDggi sappiamo che molti di questi hanno

n el |isiema das funzione di mediatori dsegnali chimici e che sono
indispensabili per la sopravvivenza delle specie. Sono sintetizzati in quantita

molto basainfatt,r appr esentano meno del |l 61% del Cc
organo o tessutepecifici, assolendo precise funzioni e sono peculiari nelle

diverse specie vegetali. Sono caratterizzati, infatti, da una sorprendente variabilita
intra-specifica compreneéndo migliaia di composti e solo le recenti tecniche
chimico-analitiche hanno permesso di accrescere le nostre conoscetate a

riguardo. Il metabolismo secondario impiega gli stessi enzimi del metabolismo
primario, ma anche quegli enzimi origirsatin seguito a duplicaziorgeniche e

variazioni alleliche (Pichersk000).L6 i nsi eme di gueste mut az
nel cor s o dald dgereemaonel duun iinsieme ricco ed eterogeneo di
compostisecondar{Theiset al, 2003). Siassistead undéar moni osa reg
delle varie vie biosintetiche che sono integrate nel matabol primario.

SecondoB u 6 | (Maffkei 1999) infatti, | 6accumul o di met abol
i ndotto | a formazione di Aval vol e di S
prodwione di migliaia di molecole diverse. Questa risposta & fondamentale per il

met abolismo dell a pianta, in guanto | éac
avere effetti di inibizione retroattiva, bloctdo e rallentado altre vie

metaboliche.



Mediante la produzione di vie

alternative il problema é superato,

ma si ripresenta nei prodotti finali

della via neeormata. Ecco, cosi,

che il fenomeno si ripete e nascono

nuove vie parallele in grado di

idr enar eo glfigura 4ccumul i
Maffei M.,).

Figura 4. Schematizzazione del
metabolismo secondario.

1.4.1. Principali pathway biosintetici

| composti secondari delle piante sono generalmente classificati, in accordo con la
loro via biosintetica, in tre grandi famiglie molecolari: fenoli, terpeisteroidi

(detti terpenoidi) e alcaloidBourgaudet al, 2001)(figura5).

‘ clorofilla + CO, + luce |

|
carboidrati

!

ciclo dei pentosi
|
acido fosfoenolpiruvico
— l

acido piruvico

I ALCALOIDI i
amminoacidi aromatici o Acetil CoenzimaA
l amminoacidi«— c:c_|d| ‘/ . l
tricarbossilici

acidi cinnamici

|
FENILPROPANOIDI l
COMPOSTI  TERPENOIDI
FLAVONOIDI FENOLICI CAROTENOIDI
STEROIDI

Figura 5. Pathway biosinteticidei metaboliti secondari



Il gruppo dei fenoli comprende i fenoli semplici, come acidi benzoici, acidi
cinnamici, stilbeni e cumarine e i fenoli complessi, come flavanoidi, antociani e

tannini. La biosintesi dei composi fenol i ci sempl i ci deri v
scichimico, che determina la produzione di amminoacidi aromatici (fenilanina e

tiroxina) i quali vengono deaminati rispettivamente dagli enzimi fenilalanina
ammonio liasi (PAL) e tirosina ammonio liasi (TALproducendo acido trans

cinnamico e acido-rossicinnamico, che sono le unita di base dei fenoli.

| composti fenolici complessi hanno origine dal calcone che, per azione

del | 6enzi ma cal cone i somer asi (CHI') prodi
Da essaoi derivano i flavonoli e gli isoflavonoli, che in seguito a sostituzione e
desaturazione forniscono isoflavoni, isoflavonoli e isoflavanoli.

| terpeni, detti anche i someudtabasedi , sono
L6 i sopr open ecostituitardad atomo ti eacbonlioaquattro disposti
linearmente, che presentano due doppi legami in posizighe il quinto che

forma una ramificazione in posizione 2 sotto forma di gruppo metilico. A seconda

del numero di ripetizioni isopreniche, si tillguono le classi mono, di, tri, tetra,

sesqui e politerpentono molte le funzioni dei terpeni nelle piante: i monoterpeni

(C10) e i sesquiterpeni (C15), sonarincipali costituenti degli oli essenziali; tra i

diterpeni (C20) si distinguono le gibdmeé, ormoni stimolatori di crescita; i

triterpeni (C30) comprendono molti composti che fungono da deterrenti nei
confronti degli erbivori.

La biosintesi avviene a partire dall éiso
il suo isomero dimetilallil pirtosfato per dare geranil pirofosfatdd quale

originano i monoterpeni. Al tri precur sor i S C
gliceraldeide fosfatp i r uvat o. Medi ante succesive <ccoO
giunge alla formazione delle diverse clagsipeniche figura §. | triterpeni

derivano dalla condensazione di due molecole di farnesil pirofosfato e i tetra

terpeni dalla condensazione di due molecole di geganéril pirofosfatol vari

intermedi subiscono modificazioni successive che portano anche aazmiziz

10



Isopentenil
pirofosfato

A

Dimetilallil pirofosfato

X

MONOTERPEN! g Geranil pirofosfato

(C-10)
;+ IPP
X2

- Squalene -
SESQUITERPEN! <l Famesil pirofosfato - TRITERPENI
(C-15) (C-30)

l+ IPP
X2

. L -Fitoene -
DITERPENI « Geranilgeranil pirofosfato » TETRATERPEN!

(C-20) ; (C- 40)

POLITERPENI

Figura 6. Schema di biosintesi dei terpeni

Gli alcaloidi sono sostanze azotate in cui almeno uno degli atomi di azoto presenti
deriva da un amminoacido e fa parte di un anello eterociclico o di un extraciclo
(Robertset al, 1998) Sono classifiati, in base alla loro origine biochimica e dal
punto di vista biosintetico in:
9 alcaloidi derivanti da amminoacidi: tirosina, fenilananina, ornitina, lisina,
istidina, triptofano, arginina ecc.;
alcaloidi derivati da un composto purinico;
terpeni amminato pseudo alcaloidi;

alcaloidi polichetici.

11



1.5. Oli essenziali e loro attivita

Le piante aromatiche hanno tessuti specializzati nella secrezione di metaboliti
secondari; questi tessuti sono situati in diverse parti. | prodotti di secrezione
hanno naturachimica diversa: cristalli di ossalato di calcio, resine, gomme,
mucillagini, terpeni, tannini, lati, pigmenti, oli essenzial(Figueiredoet al,

2008)

Questi ultimi sono i secreti piu abbondanti, formati da miscele di molecole
organiche volatili, salbili in solventi organici e insolubili in acqua, avente odore
caratteristico della pianta che li produte. famiglie botaniche piu ricche di oli
essenziali sono lAsteraceele Lamiaceaele Rutaceagle Liliaceag le Pinaceae
(Figueiredoet al, 2008)1 costi tuent.i di undessenza po
quattro categorie principali:

1-idrocarburi non ramificati;

2-derivati del benzene;

3-terpeni aciclici e ciclici;

4-composti vari: ossigenataideidi, chetoni, alcoli, esteri ed acidi), solforadi

azotati.

I componenti di un olio essenziale possono poi subire trasformazioni chimiche nel
corso dello sviluppo della pianta. Ad esempio, si & constatato che nei primi stadi
di vegetazione |l a pianta presenta wunbod
funzione alcolica; durante il periodo di formazione e di sviluppo delle
infiorescenze, gli acidi liberi che si trovano nella pianta reagiscono con gli alcoli
formando esteriLe sostanze odorose compaiono generalmente nelle parti verdi
della pianta, sin dairpni mesi di vita, poi continuano a formarsi ed accumularsi

fino alla fioritura, rallentando con il progredire della ste@Sgueirea et al,

2008).
Per un completo studio della formazione degli oli bisogna considerare alcuni
aspetti, g laaredcita(Miguel etfale 20049,il nobreento stagionale,

Il 6i nf | us ¢$Fmueicetoet ml.a2008)c Ad esempio, Igiante che crescono

in alta montagna, dove le funzioni clorofilliane sono piu attive per effetto della

maggior luce, danno oli piuachi in esteri di quelli che si trovano ad altitudini

minori. Le sostanze che comunemente conferiscono le proprieta aromatiche si
12



accumulano in tutti gli organi della pianta (steli, foglie, gemme, fiori, semi, frutti,
legno e radici), sebbene siano maggiente sintetizzati nelle parti aeree, in
particolar modo in strutture specializzate dette peli ghiandolari, dotti resiniferi,
ghiandole lisigenéNovak et al, 2005). | costituenti degli oli essenziali possono

essere catalogati in due classi: quella derivéti terpenoidici, costituita da

terpeni, mul tipli del | 6i soprene (due
dal |l 6aci do meval oni co, e qguel l a dei
derivanti dall dacido scichimico e dai

Gli oli esenziali possono essere classificati in base al costituente chimico
maggiormente rappresentato. | principali gruppi sono i seguenti:
1 a prevalente contenuto di idrocarburi (limone, ginepro);
1 a prevalente contenuto di aldeidi (cannella, mandorlo, melissa);
1 aprevalente contenuto di alcoli (sandalo, geranio, coriandolo);
1 a prevalente contenuto di chetoni (carvi, salvia, assenzio, maggiorana);
1 a prevalente contenuto di fenoli (anice, timo comune, santoreggia,
garofano);
a prevalente contenuto di composti solfoaglio, cavolo);
a prevalente contenuto di esteri (lavanda , mirtillo, pompelmo);

a prevalente contenuto di acidi (sedano, fragola);

= =2 =4 =

a prevalente contenutdi lattoni (bergamotto, cocco)Catizoneet al,

1986)

Lungo gli annigli oli essaziali e altri estratti delle piate, hanno suscitaton
notevole interesse come risorsa di prodotti naturali. Sono stati saggiati come
rimedi alternativi a numerose malatti&li oli essenziali hanno mostrato
possedere proprieta antibatteriche, antifungine, antiviratisetticile e
antiossidant(Tepe et al, 2004) Alcuni oli essenziali vengm usati anche nel
trattamento del canci(®@ylvestreet al, 2006)

Gli oli essenziali vengono impiegati anche feerconservazione dei cilfiFaid et

al., 1995) nellGaromatera (Shawet al.,2007),n e ihdusiria cosmetica.

In passatpcosi come negli ultimanni,c 6  @ntnatevaleinteresseper le

proprietaantimicrobiche degli oli essenziall meccanismo di azione degli oli
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essenziali sui microrganisnmion & stato mold indagab. Alcuni autori hanno
attribuito | 6attivit?’ a ndnteramione rdel doroc a de g
gruppo funzionale (essenzialmente il fenolo) con laluppo delle cellule
microbiche,mentre altri autori hanno elénziatocomegli oli ess&ziali causano

un deterioramento della membrana citoplasmdBemArfa etal, 2005)E6 st at o
anche ipotizzato che la complessa costituzione degli oli essaap@iesenta una

forte barrieraper la crescitadei microrganismipatogeni. Questa teoria lg&en
documentata nel dettagliato studio sull 6
Myrica gale(Carltonet al, 1992) Da | | 6 a dielsiiolsessenziali per le loro
proprietabiocide nei riguardi di numerosissimi generi di batteri e funghi
constatatocome essi abbianoe s er ci t at o undi ni bguesti one ne
mi crorgani smi, di pendent e dal | mro concen
composizione chimicaOltre a proprieta antimicrobich@ourey e Canillag

2002) e stato dimostrato cheligoli essenziali posseggono anche proprieta

antivirali (Bishop, 1995), antimicotiche, antitossinogene (Ukkeal., 2000,
antiparassitarie (Pessa al, 2002), insetticide (Karpouhtsist al, 1998) ed
antigerminative. Queste caratteristiche sonozaetubbio, correlate alle funzioni

che tali oli hanno nelle piante (Mahmoud e Croteau, 2001).

Per identificare la composizione dei diversi oli essenziali si sfrutta la gas
cromatografiae spettrometria di massa (Dedeet al, 2003). Gli oli essenziali

possono essere composti da miscele di piu di sessanta singoli componenti (Russo

et al, 1998). Alcuni componenti possono essere presenti in percentuali maggiori
del | 6 85 %, mentre altr.i possono essere
fenolici sono pringgalmente responsabili delle proprieta antibatteriche degli oli
essenziali (Cosentinet al, 1999).

1.5.1. Olio essenziale dtimo

Partendo dal presupposto che due individui della stessa specie possono sembrare

del tutto uguali, da un punto di vista chimiconetbero essere diversi.

1 termine Achemiotipoo definisce propr

chemiotipi sono il prodotto dell 6adattam
14



la stessa specie puo trovarsi a crescere: la specifica produzione ghémcztte
alla pianta di sfruttare meglio il terreno, difendersi da parassiti e resistere a
malattie. Il timo € una specie particolarmente prolifica di chemidtifatti,
Vengonoclassificati 7 chemiotipira i quali si annoverano:
1 Thymus vulgarigt. timolo, varietache per la presenza di timolo, ha una
forte azione antisettica
1 Thymus vulgarigt. carvacrolg cheha un effetto simile al precedente ma
grazie alcoinvolgimento deprincipio attivo carvacrolo
1 Thymus vulgarist. linalolo, cheh a  uaménaeno aggressiva rispetto ai
precedenti. Questo chemiotipo @tibatterico, fungicida (controlleC.
albicang, viricida, parassiticida, vermifugo ma anche neurotonico e
uterotonico
1 Thymus vulgaris ct. thuyanol4, che h a unbazione ant.i

soprdtutto contro i virus.

La Farmacopea Europea riconosce solamente il chemiotipo a timolo contenente |l
30-70% di timolo e il 315% di carvacrolo

Léatti vit = eHateticidael timo, sottcafdrmati estratto idroglicerico

od olio essenziale di impiastro umido dalla pianta intereeniva sfruttata per
lesioni ed escoriazioninfette della cute, soprattutto per feritelliche, gia a
partire dalla secondmeta del secolo XIX e dai primi 30 anni d¢K secolo.
Favorisce, i n fta datlai superficié autanea rdit raierosigamesmi
patogeni . L 6 a t tultenormterite ddcanhentdta imua recestigdid a t a
microbiologico nei confronti di Staphylococcus aureusEscherichia coli
Pseudomonas aeruginogeCandida albican#ttualmenteil timo & impiegato in
preparazioni cosmetiche utili nel trattamentocoadiuvante di terapie
dermatologichespecifiche, nella prevenzione in ambieti rischio (piscine,
palestre, saune) L6 ol i o di timo possiede anche
(Zaccarelli et al, 2007). Tale proprieta gli viene conferitaparticolar modala

sua principali componenti: il timolo e il carvacrolo, ma anche dalymene e

dterpinene. precur sor.i d etla,l 2008mo |l o e del
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1.5.2. Olio essenziale di agano
Lool i o essenzi adigano & emoltoevariabipees@iire terrdini
quantitativiche in terminiqualitativi. | differentitaxapossono essere distinti in tre
gruppi principali
1. Tax a f,;penwme contenuto di olio minore dello 0,5% (MI/19@li
pesosecco) come ad esempiOriganum calcaratuniKarousoy1995)
2. Taxa con un contenuto di olio compreso tra 0,5 e i] @¢mead esempio
Origanummifrophyllum conosciuto anche come maggiorana di CGreta
3. Taxa fAricchi o i n oénutonolswpeiorgdl 264 e con
come adesempio Origanum vulgare spp. hyrtum (origano greco) e

Origanum onitegorigano turco) (Kokkinet al1991; Vokouet al. 1988).

I n relazione alla c¢hi mi Odganghreriodtrd duei o e s s
composizimi differenti: la prima e caratterizzata da composti fenolici, carvacrolo
e/o timolo tipica diOriganum vulgaresubsp. hirtum e Origanum onites la
seconda presenta dominanza di sesquiterpemie nel caso ddriganum vulgare
subspvulgare (Kokkini, 1997. Dalla letteraturasi € visto cheédriganum vulgare
ssp. wlgare mostra una resa in olio essenziale estremamente bassa. | principal
costituenti -G o0inmwe-caegophillene a germadoene, mentre |l
timolo eil carvacrolo sono assenti. Al coario, Origanum vulgarespp. hirtum ha
una resa piu elevata in olio essenziataii principali composti sono-py me ne, 0
terpinene timolo e carvacro{®usscet al, 1988).
Oltre ai due chemiotipi a timolo e a carvacrolo, esistono tipi intermedi che
contengono ambedue i composti e chemiotipi con un alto contenuto dei due
precursori, I y me n-terpirengd D 6 A n tetalg 20@0)
Da saggin vitro condotti su microrganismi fitopatogeni (Zaccardetlal, 2006)
si e visto che gli oli essenziali estradalla parte aeredelle piante di origano
mostrano una spiccata attivita biocida nei confronti dei principali batferighi
patogeni d colture ortive. Gli oli di origano posseggono anche attivita
nematocida. Inoltreda studi condottin vitro, | @ioodi origanoeé risultatoessere
attivo anche come inibiter della germinazione dei sendi piante infestanti
(Zaccardelliet al, 2007). Questa proprietaassociataalla mancanza di effetto

16



antigerminativo verso i semi di diverse colture agrdrae]equali le leguminose,
fa pensare ad un possibile impiedo questo olioper il controllo delle erbe

infestanti (Zaccardelliet al,, 2007).

1.6. Fertilizzanti innovativi per l'orticoltura sostenibile
llterreno €l a si nt es i ddlla parteminetaleassianzeiakarfrazione
organicae biologica pertanto possiamo parlare di terreno propriamente detto
solo quando in esso e presente del carbonio organico.
Ogni volta che noi apportiamo materiale organico al tefrgnesto si comporta
come un grande dagtore compiendo un lento processo di decomposizione
(mineralizzazione) e di rielaborazione della materia apportata (umificazione) fino
alla formazione della parte piu stabile chiamata humus (sostanze umiche). La
parte piu attiva della sostanza organidariagisce con la frazione minerale e con
la microflora terricola, influenzando le proprieta chimiche e fisiche del terreno,
riducendone i difetti fisici ed incrementando di conseguenza la ritenzione idrica ed
il contenuto dei nutrienti biodisponibili. llehto rilascio degli elementi (azoto,
fosforo e potassio) grazie alla mineralizzazione consertkre, di dare al terreno
una maggiore e prolungata fertilita. Le quantita di sostanza organica presente nel
terreno dipendono non solo dalle quantita e tualei concimi organici o degli
ammendanti apportati al suolo, ma anche dalla velocita e dal tipo di processi di
mineralizzazione ed umificazione a cui sono sottoposti. La mineralizzazione della
sostanza organica e influenzata dalla temperatura, dallandidfia di ossigeno
ed umidit "™, dal pH, dal | dapporto di S 0S
C/N dei residui vegetali, dalle lavorazioni. La sostanza organica € la principale
fonte di energia e di nutrienti per i microrganismi del suolo e pemoi processi
vitali. Con | a respirazione il ~carbonio
di CO,, mentre con il processo di umificazione il carbonio permane nel terreno,
sotto forma di mol ecol e umiche. Léaccumt
clima, dai tipi di suolo e dalla tipologia di sostanza organica apportata. La drastica
di mi nuzione nei Paesi i ndustrializzat:i
comportato la progressiva diminuzione della sostanza organica nel terreno con
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conseguenze ancheensi bi | i sul pbdamoneihé¢é oi adeae.l | B6 CiOr
contesto che va posta wunobattenzione par
domestici costituita da materiale organico che, unitamente al rifiuto verde
(proveniente da mercati ortofrutticoliugermercati, ecc.), rappresenta oltre un

terzo del totale della raccolta differenziata ed ha un enorme valore economico. La
sostanza organica, attraverso un processo aerobico controllato, per effetto della

flora microbica si decompone ottenendo il compwsbttimo prodotto utilizzabile

in agricolturain quantoricco in humus, flora microbica e microelementi

Apparequindievi dente che | 6accumul o dell a sost
ai vantaggi degli effetti concimante ed ammendante, determina aralegr
immobilizzazione della Conel suolo, formando in tal modo un enorme serbatoio

di carbonio con enormi e molteplici vantaggi.

Loutili zzo diquahantbwon compost aeternmgnatisottoprodotti

industriali, come gli scarti delle filierebioenergetiche (panelli e farine),
rappresentda giusta strada da seguiree drtlcditura ecasostenibile In una

civilta cosi industrializzata dove molti sono i rifiuti organici prodotti dai diversi

attori del sistema, bisogna agire nel massimizzareeel val orizzare | 0i
economico ed in questo | 0intero comparto

ruolo fondamentale

1.6.1. Il compost

Il compost pud avere diverse origifdggi quell piu studiati e impiegatsono

quelli ottenuti ddh fraziore organicadei residui solidi urbani, daglscart

agroindustrifi, dairesidui digiardini edi parchi pubblici e privati

Il grosso problema presente oggi, ma del tutto risolvibile, € quello di disporre di

un compost dbuonaqualita che risultiutie a6 agr i col tura e che a

residui organicidi scarto, soprattutto queliiolidi urbani. Tale prodotto si trova

gia sul mercato come ammendante organico, Indlt@mpost conferisce una

serie di effetti positiviche vanno a migliorare le cataristiche fisicechimiche

dei terreni, come ad esempli@ maggiore porosita, sofficité riduzione degli

interventi irrigui. Il compostaggio € un tema antico e attuale allo stesso tempo.
18



Della questione rifiuti si parla ormai daolto tempo,mentreancorn troppo poco

si parla delle opportunitd che possono derivare da una corretta valorizzazione

delle risorse che possono originarsi dai rifiutiTutto il processo rimanda a
undottimizzazione della raccoltaediffere
organica dai rifiuti solidi urbani, rimuovendo dagli stessi la frazione piu nociva da

un punto di vista ambientale e sanitario. Piu in generale, affrontare e risolvere il

problema rifiuti aiuta a ridare a questa materia statusdi risorsa, immettendal

nuovamente nel ciclo produttivo. Con | 6u

agricoltura, si vuole supplire anche alla carenza della sostanza organica che tende
a determinare | 6i mpoverimento produttivo
suoli dela Campania.
Dalla bibliografia risulta che il compodda F.O.R.S.U. iene utilizzato per
mantenere la produttivitd e | | 6 a g r el tungs termingCraechioet al.,
2004).Esso pertanto pu0 rappresentare una valida alternativa al letame eiagli altr
ammendanti in commercio, offrendo le necessarie garanzie in termini di tutela
ambientale e di salvaguardia della salubrita delle produzioni agricole. Il compost
svolge wundéottima funzione ammendant e, u
arreca nessun etffe fitotossico sulla germinazione della semetiteompost di
buona qualita ha dimostrato di essere un prodotto in grado di migliorare nel tempo
l a struttura e | dattivit”™ biologica dei
un elevato valoregronomico, anche un valore ambientale di tutto rispetto: con
| 6i mpi ego di compost S i possono ridurre
producendo effetti positivi sulle caratteristiche dei terreni con indubbi vantaggi
quali maggior lavorabilita dei sli e laminoenecessi t "~ di irrigazi
compost come ammendante puo influire sulla degradazione degli agrofarmaci nel
suolo, rallentandone i processi demolitisulla cinetica degli enzimi del suolo si
nota come le ossidoreduttasi,quali deidiogenasi e catalasi, aumetd con
| 6apporto di isdeadoamaumento degnzetabolsmo microbico
nel suolo a seguito della mineralizzazione delle frazioni di C organico contenute
negli ammendanti. Altre attivita enzimatiche, comée fosfatsi e le Ureasj
diminuiscono probabilmente perchéengono colpite dai metalli pesanti contenuti
nei rifiuti solidi urbani Da lavori condotti nella Piana del Sele emerge che
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apportando al suolo dalle 30 alle 45 t/ha di comm$taun incremento notevel

di batteri e funghie, di conseguenzaaumentano diversi parametri tra cui la
respirazione e le attivita enzimatichesoprattutto | aftivita idrolasica e
arilsolfatasica (Zaccardelét al.,2005) inoltre,d al | 6 anal i si del pol i
DNA del suolq si riscontra che tra i diversi trattamenti adottati esiste una diversa
composizione delle comunita microbiche (Zaccardetlial., 2005). Un terreno
non ammendato, dopo tre anni, rispetto ad uno ammengaegenta un minore
potere tampone e una minocapacita di scambio cationico (Zaccardefial.,
2006). Il compost comunque,va somministrato al terreno correttamerpey
evitare un aumento della concentrazione salina e dei metalli pesanti (Zaceardelli
al., 20069.

1.6.2. Le farine di disoleazione

Si tratta di prodotit di scarto ottenutdal processo industrialei destrazione
meccanica e chimicd e | | daiedmi delle piante oleagingselio che potrebbe
essere destinato alla produzione ldodiesel Quest sottoprodoit per non
costituire un costo ggiuntivo ed un problema ambientale, dew essere
valorizzat tecnicamente ed economicamente, paterr af f or zare | 60i nt e
del biodiesel Le farine di estrazionealla fine del processo produttivo
posseggonoancora delle buoneproprieta potenaimente sfruttabili. Infatti
contengono un buon tenore di sostanza organica e discrete quantita di azoto non
dilavabile e fosforo assimilabildertanto, quest@arine sonq utilizzabili come
ammendante fertilizzantidel terreno

Le farine aggiunte auslo stimolano le attivita biologiche, soprattutto nelle prime
settimangZaccardelliet al.,2007).

Tra le diverse farine esistenti, quelle a baseéBiissica carinatasono anche
commercializzate per le loro proprieta biofumiganti, oltre che ammendanti,

risultando efficaci nel controllo di funghi fitopatogeni tellurici e nematodi.

20



1.7. | batteri promotori della crescita delle piante PGPR) e induttori di

resistenza [SR)
Durante la loro crescita le piante interagiscono con la rizosfera, ovvero quella
parte d suolo pit vicina alle radicinfluenzata dagli essudati radicali e sede di
undintensa attivit? da parte dei mi cror
dalle sostanze secrete dalle radici. Tali microrganismi possono essere deleteri,
commensalioppuresvi ger e unbdazione positiva nei c
'l ter miPheanRGFRGR oawt h Pr o mmttodottognel R¥T8dao b act e
Kloepper e Schroth, comprende microrganismi di numerosi géterudomonas
Azospirillum,Bacillus, RhodococcuRhizobiume Frankia. Questi microrganismi,
colonizzando la rizosfera delle piante, promuovono la crescita di radici e della
parte aereanibendo lo sviluppo di batteri e funghi fitopatogeni.
I PGPR hanno notevol e i nteresse per I
biofertilizzanti e biostimolati. Spesso, nelle ignte, inducono resistenza ai

patogeni.

1.7.1. Meccanismi di azione
La rizosfera rappresenta la parte del suolo con la maggiore densita di organismi
viventi, radici, microrganismi, artropodi e altri animali che distdno una
complessarete direlazion L&6i nt erazione tra microrgani
complessi meccanismi e prevede, come primo processo, la colonizzazione, ossia il
contatto fisico tra cellula microbica e superficie radicale. Meccanismo, guesto
fondamentale per stabilire una corretta simbiosi, promosso sia dalla radice che
dall e cellule microbiche attraverso | d6at
attivano i processi di essudazione radicale e didiaosizione che consistono
nel rilascio, intorno alla radicestessadi una complessa serie di molecole che
fungono da nutrient{zuccheri, acidi organici, amminoacidi e composti fenplici
oppure da segnali di chemiotassicomponenti di matrici polimeriche, che
stabilizzano i biofilm micrbici. | microrganismi, a loro volta, attivano una serie
di processi metabolici che permettono loro di arrivare a colonizzare, in maniera
massiccia e stabile, le radici vegetali.
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Avvenuta la colonizzazione delle radici, i PGPR agiscono mediante meccenismi

promozione della crescitdiretti, qualil 6 azot of i ssazi one, | a socC

fosforo, la produzione di fitormoni e di siderofori.

Léazotofissazionec onsi ste nella riduzione dell 6az

(che viene trasformata in nitrato prtamente assorbito dalle piarddraverso i

processi di ammonificazione e nitrificazioneajp da partedi attinomiceti del

genereFrankia e dibatteri dé genee Rhizobiumgcapaci di stabilire delle relazioni

simbiotichecon le piante leuminosaia daparte dibatteri azotofissatori che non

producono noduli radicali (quindi non simbiontgppartenenti la genere

Azospirillum, Pseudomonas e Bacillus

La solubilizzazione del fosforoé un processomolto importantedato che il

fosforo, sebbeneabbondante nell maggior parte dei suolhon € prontamente

disponibile per le piante. Questo elemergppresenta uno dei principali nutrienti

l'i mi tanti per |l a crescita vegetal e. EO

minerali, rappresentati da fosfati dalcio eidrossiapatite e fosfati inorganici,

rappresentati da fitati, inositbbsfato e fosfoesteriia maggior parte di queste

forme del fosforo sono scarsamente solubili o insolubili; di contro, le piante

possono assorbirguesto elementsolo nelle due forme otubili degli ioni

monobasico KPO, e dibasico HP®. La solubilizzazione del fosforo e il

meccanismo di promozione della crescita radicale piu comune tra i microrganismi

rizosferici ed avviene grazie alla produzione di acidi organici quali acetatto |atta

ossal at o, tartrato, succinato e gluconat

mineralizzazione del fosfato organico nel suolo €, invece, mediata da reazioni

enzimatiche catalizzate da fosfatasi acide e fitasi

La produzione diitormoni da parte dmicrorganismi PGPR, in aggiunta a quelli

gia prodotti dalla piantaltera gli equilibri influenzando la crescita e lo sviluppo

vegetal e, cCome | 6i perproliferazione di

conseguent e aumento nl eplintipala srromirvdgétalne nt o d i

coinvolti in questi e altrif e n o me n i fisiologicindo-3o0no: | €

acetico (I AA), l e citochinine, | 6eti |l ene

Vari ceppi PGPR producono acido indolacetico (IAA) in gradostiinolare

|l 6all ungamento dell e radici pri marie e |
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Scroth, 1986). Nell e pi,zhetvienedeéninatdpesi f or
via ossidativa tramite la formazione di acido in8ediruvico, o decarbossiia
tramite la formazione di triptamindltri PGPR, oltre che stimolare lo sviluppo
della pianta, producond adnonociclopropand-carbossilato deaminasi, che
degrada | 6ACC precursore dell 6etilene op]
inibiscono la B nt esi del | 6eti |l ene, un fitoregol
inibitore della crescita e promuove la filloptosié al t a concentrazi or
risultante in rizosfera dalla somma di quello prodotto dalle piante e di quello
sintetizzato dai batterstimolad i r et t ament e | dall ungament o,
|l a proliferazione delle radici, mi gl i or a
consentendo alla pianta di superare meglio gli sabgsici (soprattub idrico) e
biotici (attacco di microrganismi fipatogeni) Ddéal tra parte, | 6ecc
causare effetti negativi, poiché induce la sintesi einiinociclopropand-
carbossilato sintetasi, enzima chiave per la biosintesi di ACC precursore
del | 6eti |l ene. Al t, quindi, possoeonn ir @iz e nli 6 ali | u NAgA
della radice, diminuire la crescita della pianta e il differenziamento, nonché la
proliferazione cellulare. Numerosi sono i microrganismi che producono
giberelline e citochinine che, come le auxine, stimolano la crescita e promuovono
| 6azotofissazione
| siderofori sono agenti chelanti che legano e trasportano il Ferro. Nei suoli,
nonostante | 6abbondanza del ferr’e l a co
molto bassa. Gran parte dei microrganismi hanno sviluppato una strategia pe
| 6acquisizione del ferro basata sulla pr
affinita per gliioniF&.1 si der of or i sono prodotti gua
un ambiente con carenze di ferro (Weller, 1988). Il complessodatevoforo che
ne risulta, chiamato ferrisideroforo, & generalmente indisponibile per gli altri
organismi, perché il ceppo che lo produce lo utilizza grazie a un recettore molto
specifico. In seguito iFe** & trasportato nel citoplasma e ridotto irf FAd ogni
tipo di dgderoforo corrisponde un recettore estremamente specifico e, allo stato
attuale, i siderofordenominatipioverdina o pseudobactinarodotti dabatteri del
generePseudomonadanno la piu forte affinita per il ferro. La fluoresceizgli
Pseudomonaé dovuta proprio a gesti sideroforiAltri siderofori, prodotti dagli
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Pseudomonaspp. sono: la piochelina, la pseudomonina, il PDTC (Pyridine
acido 6dithiocarboxilic), la quinolobactina, la corrugatina e la nocardamina.
Questi si der o ftéoperiil F&i pitnbassa dalle piavdrding; invece,
alcuni di essi, come la piochelina, sono dei buoni chelanti di altri ioni metallici,
come il CG" e lo zrf*. Ceppi diPseudomonafiuorescenti hanno dei recettori
supplementari che gli permettono di ricesvad ferro sottraendolo ai patogeni del
terreno, inibendoneosilo sviluppo (Kloeppeet al, 1980.
Oltre a meccanismi diretti, esistono anche meccanismi di promozione della
crescitaindiretti, qualil a competi zi one, | 6 anttenzponi s mo
nelle piante.
La competizionedei PGPRnei confronti dialtri microrganismi rizosfericanche
dannosi, avvienesia per la colonizzazione della radi¢eompetizione per lo
spazio)che per gli elementi indispensabili per la cres¢gdampetizione per i
nutrienti).
L éntagonismo sui patogeniavviene attraverso l@rodwione di una grande
varieta di antibiotici, tra i quali i piu importanti sono: il 2c4acetilfloroglucinolo
(DAPG) , |l e fenazine, l a piol utAelari na e
kanosamina, la zwittermicina A e la xantobaccina, prodotti Bcillus,
Streptomyces e Stenotrophomonggp. Certi batteri producono metaboliti
secondari volatili come ammoniaca e acido cianidrico (HCN), efficaci contro
diversi batteri e funghi fitopatogerin generale la produzione di antibiotici nella
rizosfera dipende direttamente dalla densitd dei PGPR: sopra un certo livello
(tipicamente 18-10°CFU/g di radici) le cellule batteriche rinforzano mutualmente
la produzione di metaboliti extracellulari; abrtrario, sotto questa soglia, le
cellule sono piu riluttanti a impegnare delle risorse cellulari sostanziali per il
met aboli smo secondar i aqaCefleln oStegnnoa | niontgod ;c o |
L dnduzione di resistenza nella pianta(ISR = Induced Systemic Resiste,
permette alla pianta di difendersi conttari patogeni. Tale processo € comparato
al |l a resi st en zSystemic Acquired i ResistanSedeétanismo,
questo, di difesa della pianta in risposta a unairgezione del patogeno. La
risposta deh pianta a tale prafezione induce a una reazione ipersensitiva,
riconoscibile da una lesione necrotica locale del tessuto e da un accumulo nelle
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cellule della pianta di acido salicilico (SA). Tale SA attiva i meccanismi di difesa

della pianta a discaipio del |l a crescit a. L6l SR, al co
sintomo visibile sulla pianta e raramente le cellule vegetali contengono acido
salicilico: i processo  infatti medi a
d el | 6wminvollicememolecolesegnad (Uta Von Radeet. al, 2005).

L6 | S @®munqueassociaa un aumento della sensibilita delle cellule vegetali a

questi ormoni, piu che alla loro sovrapproduzigmercui la principale differenza

tra ISR e SAR € che la SAR accumula proteineegalle alla patogenicita (PR
proteins) mentre | 61 SR non induce | a sirt
molto piccole, preparando le piante a reagire rapidamente ed in modo incisivo

all 6attacco del patogeno.

1.7.2. Le principali specie batteriche coinvole

La maggior parte dei batteri PGPR appartengpnocipalmentea due generi:
Pseudomona® Bacillus | membri del generd®>seudomonasono dei batteri
Gramnegativi a forma di bastoncino, caratterizzati da un metabolismo versatile,
una respirazione aerolic(anche se alcuni ceppi sono capaci di respirare
anaerobicamente, utilizzando il nitrato come accettore finale di eleteamp
mobilita dovuta a uno o diversi flagelli polari. In questi ultimi anni una distinzione
e stata fatta tra gPseudomonas seu strictoe i generiBurkholderia, Ralstonia,
Acidovorax e Comamonasl genere Pseudomonas sensu striccmmprende
numerose specie (piu di 40) che si ritrovano in gran quantita nella maggiore parte
degli ambienti naturali e comprende alcune specie patoger le pianteR
syringae, P. cichorii, P. marginalis, P. viridiflay& altre, invece, benefiche. Gran
parte degliPseudomonas effetto PGPR sono del gruppo deBseudomonas
fluorescenti, cosi chiamati perché producono dei siderofori fluorescenti e
comprendono le specieP. fluorescens, P. putida, P. chlororaphis, P.
brassicacearum, P. aureofacieaseppi della specig aeruginosa.

Un secondo gruppo diseudomonaBGPR, numericamente meno rappresentato,
e quello degliPseudomonasontflorescenti, ck non producono siderofori o che
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producono siderofori non fluorescenti e comprende le spBcistutzeri, P.

corrugata, P. frederiksbergens?. graminis

General mente, esiste all éinterno di ognul
Alivello dellar i zosf er a, numer O0Si fattor.i i nfl ue
del | 6al t Peeudanpr@ GBER, di sia | a diversit”™ all
specie. Questi fattori sono, per ordine
i | 6origine geografica e i/l cl i ma;

~

[ il tipo di sudo. | numerosi fattori abiotici e biotici che caratterizzano il
suol o e | 6habitat rizosferico modific
comunita diPseudomonaBGPR,;

le pratiche agricoleLe lavorazioni del terreno, la fertilizzazione, la

-

rotazionenfluenzano le comunita microbiche;
[ gli altri microrganismi presenti nella rizosferahe interagiscono sia

positivamente che negativamente modificando la struttura delle comunita;

-

la pianta ospitein quanto le comunita microbiche sono regolate dalla
presenza dell e radici del |l e mEaognt e ch
che porta ad una maggiore densita dei microrganismi nel suolo aderente

alle radici rispetto a quello lontano da queste utime

Il genereBacillus comprende specie per molte deljeu a | i | 6habitat p I
rappresentato dal suolo e dalla rizosfdra.celule sonca forma di bastoncino

diritto, Gram positivi, aerobi, resistenti a radiazioni UV e ionizzanti.

La maggior parte dei batteri di questo genere é caratterizzata dallatZzapaci

produrre spore, una forma resistente del batterio imperpantla sopravvivenza

dello stess@ che dal punto di vista ecologico, perneittcompletamento di cicli

vitaldl abbastanza compl essi. Oltre a fis
stimol are cambi ament i dei profil. doespr
di Bacillus maggiormentecoinvoltecome PGPR si ricordand Bacillus ceres e

il Bacillus subtiisLéat ti vit”™ anti batt er iBac#usel i mol t i
medata da diversi sistemi, tra cui le autolisine, particolari enzimi che
caratterizzano il peptidoglicano, attivati durante la divisione cellul@ugesti

enzimi s pl i cano undattivit?’ doéi drol i si de
contribuiscono alla lisi cellare. Altre molecole con un importante ruolo nel
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biocontrollo sono le batteriocine. | fattori antifungini che i ceppi del genere
Bacillus producono sono essenzialmente le chitinasi B-1¢3-glucanasi, attive
contro la parete cellulare fungina. Oltre ai microrganismi dei g&setudomonas

e Bacillus numerosi sono i PGPR di altre specie tra @detobacter
diazotrophicus Rhodococcusspp., Herbaspirillum seropedicae, Azoarcspp,

ma quelli che hanno trovato anche un utilizzo pratico sono i batteri del genere
Azospirillum presente aocinque specieAzospirillum lipoferum, A. brasilense,

A. amazonense, A. halopaeferenA. irakensel batteri del generézospirillum

sono degli alfaproteobatteri, Grarmegativi, mobili, azotdissatori liberi. Essi

sono capaci di utilizzare una vasta gamma di fonti di carbonio e azoto che li rende
adatti a colonizzare un ambiente ricco di competizione come la rizosfera. In
condizioni sfavorevoli, comeeh caso di limitazione di nutrienti o di acqua,
possono formare delledocistio, cellule di
poli-betaidrossibutirrato che furano da materiale di riserva in condizioni di

stress.

173. L6i mpiego di PGPR in agricoltura
Lo studio dei regolatori della crescita dei vegedalbrigine microbicae di grande
interesse agrario in quanto offre grandi potenzialita per eventuali applicazioni
agronomiche. Uno dei primi problemi € lo scarso risultato in pieno campo, a causa
d e | | ataecdmpetitivitatra i microrganismi e a causa del fatto @hdifficile

avere effetti importanjuando si trattano piante adulte. Tale mancanza di effetti &
facilmente spiegabile dalla difficolta che i microrganismi introdotti avrebbero a

colonizzare ua rizosfera gia ben colonizzata e stablla risposta immediata

all i noculazione del suolo con PGPR pu,
ai ceppi considerati, alla densit”™ dell 6]
dopo | 6 i n oda upbpmlaziomen étrodotta cala rapidamente e

progressivamente e pud accadere che il numero di PGPR che colonizzano le radici

non sia sufficiente a ottenere i risultati desiderati. In altri casi, i microrganismi

introdotti non riescono a trovare una niccbieologica libera nel suolo. | ceppi

utilizzati devono, inoltre, mantenere stabilmente i caratteri desiderati ed essere
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capaci di superare gli stress legati ai processi di concentrazione e stabilizzazione

durante i processi produttivi. Gli inoculanti poseoessereapplicati in pieno

campoin vario modo

[ ricoprendo il seme al momento della semina;

[ distribuendo il prodotto direttamente nei solchi al momento della semina;

[ utilizzando seme confettato, cioé ricoperto da matrici hanno incluso i
microrgansmi PGPR. Tale tecnica offre innegabili vantaggi ma non ha
avuto una grande diffusione a causa de¢

Loi nocul azione del seme |l a tecnica pi

all agricoltore di seminare mandoicosdcul ar e

tempo e denaro. Soluzioni alternative sono quelle che utilizzano i polimeri, in

particolare alginato, per incapsulare le cellule microbiche proteggendole dagli

stress ambientali e consentendone il rilascio graduale, ma in grande quantita, nel

suol o. L 6 o tsfemiladi aflginata éreladiiamente semplice a partire da

brodocolture e lemicro-beadsrisultanti possono esseessccate e conservate a

temperatura ambiente. Recentemente sono comparse sul mercato grandi quantita

di alginato prodtio da batteri e il conseguente abbassamento del prezzo ha reso

piu attrattiva questa tecnologia. Preparazioni a base di alginato sono state proposte

per vari microrganismi, tra i qualPseudomonas fluorescem®me agente di

biocontrollo oAzospirillum brailensecome biofertilizzante.

1.8. Scopo della tesi

Lo scopo di questa ricer@sstato la valutazionesia in ambiente controllato che in
pienocampod el | 6efilf eet ei dammendant i organi ci
batteri promotori della crescita/indutiali resistenza (PGPR/ISR), sulla resa e

qualita degli oli essenziali estratti da due colture officinetiymus vulgarid.. e

Origanum vulgarel . , al fine di potenziare | a pro
suddetti oli nei confronti di batteri e funglpiatogeni delle principali colture

ortive.

28



Capitolo2 Materiali e metodi

2.1. Prova in ambiente controllato
2.1.1 Prova ammendanti
La prova e stata condotta utilizzando tre diversi tipi di ammendanti:

1 Compost, originato dalla frazione organica dei nasigolidi urbani
(F.0.R.S.U.) commercializzato dalla ditta GESENU di Perugia.

9 Farina di semi dBrassica carinata
1 Farina di semi di girasole

Questi ultimi due ammendanti sorprodott di scarto ottenutdal processo

industriale destrazione meccanica kimicadegli oli di semi.

2.1.1.a. Allevamento delle piantine

Le prove sono state condotte pr&&8so | 6 A
del CRAT Centr o di Ri cer.ca | petri mo6 Cerstati @@l it ga n
seminati in piastre ELISAcui pozzetti soa stati riempiti con terriccio sterilén

ogni pozzetto € stato riposto un solo seme. Periodicamente si e provveduto ad

irrigare con acqua di rubinett&uccessivamente, le giovani piantine ottenute,

provviste di un paio di internodi fogliari, sono stdtapiantate in vasi del

diametro di 12 cm contenenin substrato di torba agriperlite in rapporto 1:1

(v/v) e ammendati con:
1. Compostda F.O.R.S.U..

2. Farina di semi dBrassica arinata

3. Farina di semi di girasole
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2.1.1.b. Somministrazione degli ammemanti

Ogni ammendante & stato impiegato in una dose parit&&9di sostanza secca

(s.s.), nel caso del compost e dilgi® di s.s. nel caso delle farine di disoleazione.

Gl i ammendant i sono stati mescol at i con
lasci at. ri posare per una settimana pri m;
Come controllo e stata impiegata una tesi irrigata con una soluzione minerale la

cui composizione € descrittatabella 1.

Tabella 1. Composizione della soluzione minerale

Microelementi Concentrazione (1M)
NaMo(Q,-2H,0 0.03
ZnSQ-7H,O 0.09
CuSQO-5H,0 0.24
MnSQ,-H,O 2.70
BH;0; 13.8
EDTA-Fe 14.0

Macroelementi Concentrazione MM)
MgSQO,-H,O 0.30
K.SO, 0.90
K,HPO, 0.15
Ca(NQ),-4H,0 0.10

La provae statacondottin camera di crescita in condizioni di 16 ore di luce e 8
oredi buio, come fotoperiodo, con temrptura costante di 245 °C e umidita del
70%

2.1.2 Prova con batteri PGPR/ISR

2.1.2.a Allevamento delle piantine

Dopo tre settimane dalla semina, le gidvpiantine alte circa 5 cm sono state
trapiantate su un substrato di torba e agriperlite in rapporto 1:1 sterilizzato in

autoclave a 121AC per wunodorcm.sonbstateogni v
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trapiantate 4 piantine; per ogni trattamento (inoculohosstati utilizzati 5 vasi

cosi da ottenere complessivamente 20 piamp@reogni trattamento

Le prove sono state condotte in camera di crescita in condizioni di 16 ore di luce e

8 oredi buio, come fotoperiodo, con temperatura costante -@4C e il70% di

umiditd. Le piante sono state irrigate 2 volte a settimana, con una soluzione

minerale la cui composizione e descrittaabellalL 6i nocul o batterico
stato dato alle piante, una vol2ta all a

settimane), con un volume di inocidari a10 ml per pianta.

2.1.2.b. Moltiplicazione e inoculazionedei batteri

| ceppi batterici PGPR/ISR impiegasiono statipr escel t i ol | 6 ambi
collezione presente presso la Sede di Battipaglia del OBdvtro di Ricerca per
| 6 Or t i lo @drticolare aono stati prescelti cinque ceppi battebie gia
avevano mostrato wunodattivit?’ dortivepr o mo z i ¢

quali pomodorppatata e tabacd@accardelliet al, 2007)(Tabella 2).

Tabella 2.Elenco dei ceppi PGPR/ISR selezionati

Ceppo Specie

7 111 BAC Bacillus cereus

21V BAC Rhodococcusrythropolis
ANT RHIZ B Bacillus subtilis

CEPPO 13 Pseudomonas fluorescens
CEPPO 16 Pseudomonas putida

Ciascun ceppo e stato moltiplicatsu un appropriato mezzo di crescita e
precisamente: Nutrient Agar Glucosio (NAG) per i ceppi 21 V BAC, ANT RHIZ
B e 7 Il BAC; King B medium (KB) per il CEPPO 13 e il CEPPO 16.

L6i ncubazione  avvenavdrnighti n ter mostato a
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A

Attraversol 6 iiegopdella camera di conta di Burker e stato possésiéguirda

conta diretta delle cellule batteriche contenute in un volume noto di sospensione al

fine di definire per ogni ceppo ] 6 esatt o quantitativo di
impiegareper| afterimento diuna sospensione omogenea alla concentrazione di

circa 1x 10° CFU/m (tabella 3).

Tabella 3 Pellet batterico utilizzatopéra pr epar azi one del |l di nocul o
Ceppo Quantita (g) /100 mi
21 BAC 0,10
7 1l BAC 0,05
ANT RHIZ B 0,25
CEPPO 13 0,10
CEPRO 16 0,12

2.1.3 Rilievi eseguiti sulle piantedi timo e origano
Sulle piantealla raccolta, avvenuta dopo 12 settimane dal trapiantm stati
esequiti i seguenti rilievi biometrici:

Numero degli steli principali;

Lunghezza degli steli principali;

Numero degli steli secondari;

Lunghezza degli steli secondari;

Numero di foglie;

Peso fresco parte aerea,;

Peso fresco radici;

Peso secco parte aerea;

Peso secco radici;

Area fogliare;

Numero di tricomi ghiandolari;

=4 =4 4 4 4 -4 -4 -4 -4 A4 A -2

Re s a dessehziale ¢sirato.
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L 6 a fogliare e il numero di tricomi ghiandolari sono statisurati mediante

| 6ausi | i o -nicroscapmol/otis tSMZ €6@b), equipaggiatocon
fotocamera (Moticam MC camera 2500) e software (Motic images plus versione
20ML) per | 6el ab ogina E staionvelutatbe humero di tmaorai
ghiandolari sia sulla pagina superiore che su quella infefaeogni trattamento
sono state analizzate dieci foglioline prelevate da punti diversi delle piante.

2.2. Val utazi one d e | -$indil@ tdei i ceppit 7IIIBACr eno n o
CEPPO16

2.2.1 Preparazione dei filtrati colturali

Per det er mi na rsimileldd @pptlli BAC &€ CEPRQILSMpiegati

come inoculi rispettivamente su origano e timo, i ceppi batterici sono stati fatti

crescere per 5 giorim LB liquido a 28 °C in agitazione a 150 rpm e il terreno di

coltura  stato quindi filtrato mediant

diluizioni seriali per ognuno dei due filtrati colturali alle concentrazioni del 100%,

10% e 1%. Come controllostata usata acqua bidistillata sterile. Come standard

per |l 6attivit?’ auxi ni c-8butirrico ¢§iIBAptale usato

concentrazioni di 16e 10’

2.2.2 Biosaggiod e attlvita auxino-simile

Semi diPhaseolus vulgarisono stati disinfettain superficie e fatti crescere per

14 giorni in agriperlite umida. Le giovani piantine sono state tagliate a 15 cm dal
primo nodo fogliare e ne sono stati rimossi i cotiledoni, ove ancora presenti. Ogni
piantina, cosi preparata, € stata trasferita ingabimicrobiologia contenenti circa

20 ml delle soluzione di trattamento (indicate nel paragrafo precedente). Per ogni
trattamento sono state impiegate dieci piantine. Dopo essere rimaste in contatto
con le varie soluzioni a temperatura ambiente overnighpiantine sono state
trapiantate in vaschette contenenti agriperlite umida e sigillate con pellicola
trasparente per evitare evaporazione. Dopo 11 giorni le piantine sono state

33



analizzate per il numero, la lunghezza e la percentuale di sostanza séeca del

radici

2.3. Prove in campo
In base ai risultati ottenuti con i test condotti in ambiente controllato nel primo e
nel secondo anno, per il timo sono state allestite prove di coltivazione in pieno

campo.

2.3.1. Prova ammendanti

Le piantine ditmoeno state trapiantate in pi enc
Sperimentale di Battipaglia del CRBRT il 15 maggio del 2010. La prova € stata

condotta secondo uno schema sperimentale a blocchi randomizzati con tre

repliche, con cinque tesi corrispondenti ad ahrdt trattamenti (figura. 7).

2.3.1.a Distribuzione degli ammendanti

Le tesi sono state trattate nel seguente modo: nella tesi 01, indicata come
controllo, non e stato eseguito alcun trattamento; nella tesi 02, le piante sono state
concimate con una de di azoto minerale pari a 70 U/ha, suddividendo la
concimazione azotata come segue: 40 % al trapianto, sotto forma di solfato
ammonico e 60 % in copertura, come nitrato ammonico, somministrato in tre
volte a distanza di c ilertesia03 @ 04 s@no staten | | 6u
ammendate, rispettivamente, contgit di farina di semi dBrassica carinatae 3

t ha' di farina di semi di girasole, dosi equivalenti ad una quantita di azoto pari a
150 U ha' a tesi 05, infine, & stata ammendata con 1%t di compost da
F.O.R.S.U. prodotto dalla Ditta GESENU di PerugiQuesta dose di compost
conteneva una quantita di azoto pari a 3084} . Il trapianto del timo & stato
eseguito dopo una settimana dalla concimazione di fondo. Le piante sono state
pode ad una distanza di 25 cm sulla fila e di 50 cm tra le file. Per ogni fila sono
state trapiantate 10 piantine per un totale di 50 per parcella. Per quanto riguarda
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| 6i rrigazione,

consi

der at a

| a rustic

fabbisognodi acqua, si e intervenuti solo in caso di effettiva necessita (interventi

di soccorso).

17,0m
15
m_ 25m
01 oz 03 o4 05
o4 05 01 oz 03
oz 03 o4 05 01
Tesi trattamentn Distanzatralefile: 0,50m
Distanza sulla
01 = Cirl fila: 0,25m
02 = Minerale70 numerao difile: 10
03 = Farina diB.Carinata numero di ptAila: 10
04 = Farina di Girasole
05 = Compost

weg

woz

wel

Figura 7. Schema di campo impiegato per la conduzione della prova ammendanti in

pieno campo

2.3.2 Prova con batteri PGPR/ISR

Come nella prova con gli ammendantplantine di timo sono state trapiantate in

campo il 15 maggio 2010. Lo schema sperimentale impiegato & stato uno split

plot con tre repliche, dove le tre differenti concimazioni sono state poste nelle

parcelle intere mentre i ceppi PGPR/ISR e i formutatrobici commerciali sono

stati posti nelle suparcelle. Nello specifico, nella tesi 01 non é stato fatto nessun

tipo di concimazione;la tesi 02 e la tesi 03 sono state fertilizzate rispettivamente
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con 70U/ha e 35 U/ha di azoto. Come inoculanti testatm Stati impiegati il
ceppo 16 dPseudomonas putidail preparato commerciale Micosat F (a base di
e ceppi batterici tra cuPseudomonaspp SN02 Pseudomonas borealiBA37,

Pseudomonaspp. PM46). In figura 8 viene riportato lo schema sperimentale
impiegato in pieno campo.

b
a) 10,5m ) 2,5m
15
m 25m
-~
“g D % = M
5 ° | 2| §
[+ 7]
8| = 2
01 02 03 w S | =
o
=
o3 o1 oz o
=
=
oz o3 o1
Tesi trattamentn Distanzatralefile: 0,50m
01 = Cirl Distanza sulla fila: 0,25m
02 = Minerale70 numerao difile: 10
03 = DMinerale3s numero di ptAila: 10

Figura 8. a) schema di campo impiegato nella prova PGBRiistribuzione degli inoculi
nelle singole parcelle

2.3.2.a Preparazione e distribuzione degli inoculi.

Gli inoculi sono stati somministrati a cadenza settimanéil@oead una settimana
prima della raccolta, per un totale di 9 trattamenti. Sia il preparato commerciale
che il ceppo PGPR/ISR della nostra collezione, sono stati opportunamente
disciolti in acqua di pozzo e distribuiti, quindi, alle piante. In partieclaCEPPO

16 dopo essere stato moltiplicato per 24 ore in termostato a 28°C, ¢ stato disciolto

in acqua di pozzo fino ad ot t?€fUenie una c:
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il formulato commerciale Micosat F, invece, € stato impiegato ad una

concentazione 6kg hd, cosi come indicato dalla ditta produttrice.

24. Rilievi eseguiti sulle piante
Alla raccolta, avvenuta dopo 10 settimane dal trapiamoo stati eseguisiulle

piantei seguenti rilievi biometrici:

1 Peso fresco parte aerea,;

1 Peso seccparte aerea;

i Larghezza e altezza cespo

1 Numero di piante fiorite

1 Re s a dessehziale ésirato.

2.5. Estrazione degli oli essenziali

Léol i o essenzial e o stato estratto me d i

utilizzando un distillatore di Clewger. Ogni campione & stato finemente

Ssminuzzato e posto in un pallone da 500
una corrente di vapore tale da permetter
soluzione aerifor me. Q u suscésSivarhente, Mmaun st a

refrigeratore e raccolta in una belfgura 9a) Ogni distillazione ha avuto una
durata di Ha rdrcdta di @r€ad 50 mf di drstdlatca
L6oli o essenziale contenuto nel codistill &

etere dietilico mediante triplo abbattimento in imbuto separéfioguea 9b).
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Figura 9. a) Distillatore in corrente di vaporb) imbuto separatore

Passato dalla fase polare a quella apolar® | i o, ~ stato trattat
sodio per elinmare le rimanenti tracce di acqua ancora presenti. Una volta
allontanato il sale, la soluzione okgere dietilico e stata concentrata mediante

| 6i mpi ego di un evapor afigua#0).r ot ante (Il ab

Figura 10: Evaporatore rotante
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2.6. Analisi GC/MS degli oli essenziali
Le analisi sono stateseguitecon unostrumentoGC/MS dellaAgilent 7890A
equipaggiato di una colonmi silice fusaHp-5MS (fenil metil silicone 5%, 3@n
X 0,25 mm ID, spessore del fild . 2 5e& dnyn Mass SelectivBetector 5975A
(MSD) ,usando le seguenti condizioni analitiche:
- temperatura iniettore : 250°C;
- programma di temperatura del forno da 50°C (10 min) a 235iCun

incremento pari 8°C min';
- gas di trasporto: Eliccon flusso di,2 ml min™;
-rapporto di split: 1:50;
- energia di ionizzazione: 70 eV
- volume di iniezione: %I di una soluzione in etere dietilico 1:1000.
- solvent delay: 3 min
I costituent.i del |l 6ol i o essenziale sono
per confronto dei loro spettri di massa con quelli riportati in letteratura (Adams
1995) e per aafronto dei loro spettri di massa con quelli registrati nella libreria
(NIST) in dotazione al computer del GC/MS. Inoltre, quando possibile, e stato
eseguito un confronto con alcuni standard (Sigma Aldrich srl) analizzati sullo

stesso strumento e alle gesondizioni sperimentali.

2.7. Valutazione delleattivita biocide degli oli estratti

Léattivit”™ biocida degl:i ol i estratti ¢
Per |l a valutazione dell 6atti viddatoallabi oci da
sospensione, nell a stessa esseonantPB&R, del |

(NaCl 8 gl, KCI 0,2 g™, NaHPQO, x 7 H,O 2,68 gl™, KH,PO, 0,24 gl™, pH

7,4), fino ad ottenere una concenti@ze batterica pari a 0,1 O.D. (ABS = 600

nm). Dopo incubazione a 28 °Gvernight 3 gocci ol ine da 10 ¢l
miscela batterio/olio essenzialspno stateinseminate in capsule di Petsu

opportuno substratper valutare, entro 48 h, taescita batterica.
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Per i funghi, invece, tassellini di micelio fungidel diametro di 6 mnsono stati

messi a contatto codiverse diluizioni degli oli essenzialiiacubati a 25 °C per

24 h al termine dei quali sono statostiin capsule di Petri contenerf®iotab
Dextrose Agar (PDA)pervalt arne | 6eventual e iumi bi zi on

giorni di incubazione in termostato a 25 °C.

2.7.1 Batteri e funghi fitopatogeni eloro condizioni di crescita
Sono statitestati otto ceppi batterici e nove ceppi fungini, fitopatogeni delle
principali colture ortive. Questi batteri e funghi prowemio dalla collezione

presente presso la Sede di Battipaglia del GRA (tabella 4)

Tabella 4.batteri e funghi impiegati nei test di antibiosi

BATTERI FUNGHI

Xanthomonasixonopodispv. alfa alfa Fusariumsambucinum
Xanthomonas campestrigv. canpestris  Fusariumoxysporum
Xanthomonagampestrigv. phaseoli Sclerotiniasp.
Xanthomonagampestriv. vesicatoria  Alternariasp.
Pectobacteriumcarotovorum Fusariumsemitectum

Pseudomonasyringaepv. phaseolicola  Verticillumsp

Pseudomonasyringaepv. syringae Botrytis dnerea
Pseudomonasyringaepv. tomab Rhizoctoniasolani
/ Fusariumsolani

Sia i batteri che i funghi sono stati allevati su appropriati mezzi di crescita. In
particolare, tutti gliXanthomonase il Pectobacteriumsono siti allevati su
Nutrient Agar Glucose (NAG) mentre tutti gliseudomonasono stati allevati su
King B medium (KB). Tutti i funghi, invece, sono stati allevati su Potato Dextrose
Agar (PDA).
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2.7.2 Determinazione della Minimum Inibitory Concentration (M IC)

La MIC rappresenta la concentrazione piu bassa di una sostanza in grado di

inibire la crescita di un organismo. La determinazione della MIC e stata condotta
all o stesso modo con <cui ~ stata valutat
batterico eogni isolato fungino e stato messo a contatto, -oigit, con
concentrazioni crescenti di oli o essenzi

e stato insemenzato per valutarne la crescita dopo incubazione in termostato.

2.8. Elaborazione statisticadei dati

Tutti i dati sono stati elaborati statisticamente. In particolare, € stata eseguita
l 6anal i si dell a varianza e | e medie sep

elaborazioni é stato utilizzato il software MSTE&T
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Capitolo 3 Risultati

3.1Prova ammendanti in ambiente controllato

3.1.1 Rilievi biometrici sutimo

Dal |l 6anal i si deseagquitisuilel piargevdi timbirattaten@endiversic i
ammendantiemergonoalcune differenzeln particolare, tutte le piante trattate
avevano un numero dogjlie superioe rispetto al controllo mineralén dettaglio,

le piante ammendate con farina di semBdassicacarinataavevano un numero

di foglie statisticamente superiore (641,3) non solo rispetto al controllo minerale
(266,6) ma anche rispetsotutti gli altri ammendanti (farina di semi di girasole

476,7; compost 433,3), come mostratdigura 11.

700

600

500

400

300 b

foglie per pianta

200

100

Min Farina di girasole  B. carinata Compost

Figura 11. Numero difoglie per pianta inThymus vulgaristrattato con diversi
ammendanti.

Anche per i rilievi inerenti il numero di tricomi pemnita di superficie fogliare,
sono $ate osservate differenze tra tiesi ammendate con farina di semiBli
carinata e tutti gli altri trattamenti. Infatti, come indicato in figura 12, le piante
ammendate con farina d@. carinata hanno prodotto un numerdi tricomi
statisticamente superiore rispetto al controllo minerale, ma non statisticamente

differente rispetto ai trattamenti con gli altri ammendanti.
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Figura 12. Analisi del numero dei tricomi ghiandolari per msu piante di
timo differentementammendate

Anche per quanto riguarda la lunghezza degli steli principali, le piante ammendate
con farina diB. carinata presentavano steli piu lunghispetto al controllo
minerale e rispetto a tutti gli altri trattamentilgella 5.

Dal | 6 an androsdelle chrificaziani si € visto che le piante provenienti
dalle tesi concimate con soluzione minerglesentavano un maggior numero di
ramificazioni per pianta (32,3) rispetto agli altri trattamenti. Le piante ammendate
con compost, invece, hanno grato meno ramificazioni (14,7gome indicato

nella tabella 5

Ulteriori differenze sono state riscontrate per quanto riguarda il peso fieeo

piante Infatti, come indicaton tabella 5, lepiante che sono state ammendate con
composthanno mostratoun valore (0,8 g) piu basso rispetto a tutti gli altri
trattamenti.

Nessuna differenza, invece, & stata riscontrata per quanto riguarda la lunghezza
degli steli principali, | éarea fogliare
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Tabella 5. Principali rilievi biometrici esquiti sulle piante diThymus vulgaris
differentemente ammendate

e . peso fresco area sostanza
ramificazioni lunghezza steli P

Trattamento (n°) principali (cm) per pianta fogliage secca
(9) (mm? (%)
Min 32,3a 11,5a 1,7a 14,70a 34,0a
Girasole 21,7b 15,5a l4a 14,63a 34,8a
B. carinata 25,9b 15,2a 1,8a 13,27a 40,2a
Compost 14,7b 19,4b 08b 12,16a 34,1a
p<0,05

3.1.2 Resain olio essenzial&li timo

| dati inerentil 6 est r azi oessenzidilagno ievidentiato notevole
differenze tra i traamenti(tabella §. In particolare,tutte le piante trattate cBn
carinata, farina girasole e compost hanfarnito una resa in olio essenziale
superiore rispetto al controllo minerale. Nello specifico, le piante allevate su
terreno ammendato con faridesemi diB. carinata hannodatouna resa in olio
essenziale superiore rispetto al controllo minerale (ripettivamente 0,95P4%)

e rispetto a tutti gli altri trattamenti.

Tabella 6. Resa in olio essenziale estratto
da piante di timo coltivate sgulstrati
trattati con i diversammendati

Resain olio
Trattamento essenziale
(%)
Min erale 0,71
Farina di girasole 0,54
Farina di B. carinata 0,95
Compost 0,29
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3.1.3 Testdiat ti vit "~ dlodotenoda del | &

Gli oli essenziali estratti dle piantedi timo trattate con i diversi ammendanti

sono stati testi a due diverse concentrazioni (0,1 @19p) per valutare le loro

proprieta biocide nei confronti dei principali batteri e funghi fitopatogespecie

ortive. Alla diluizione dello Q1%, tutti gli oli hanno mostrato unbuonaattivita

biocidaverso i batteri fitopatogeni.

In particolare, gli oli estratti dalle piante allevate su terreni ammendati con
compost e con farina di semi d. carinatg hanno inibito tutti i batteri
fitopatogeni, mentrelgoli estratti dalle piante allevate su substrato trattato con

farina di semi di girasole e con concime minerale, hanno inibito solo le
xanthomonadi ad eccezione dKanthomonas campestrigv. vesicatoria, non

i ni bito dall 6ol i oe eispiegaictalaconcertrazione dell@ s i mi
0,1 % (tabella 7).Alla concentrazione dello 0,01%, gli oli che hanno mostrato la

migliore attivita antibatterica sono stati quelli delle tesi ammendate con compost,

che ha inibito tutte lexanthomonadie Pseudomonasyringae pv, syringae e

quello estratto dalla tesi con farinaRli carinag, che ha inibitoPectobacterium
carotovorumsubsp carotovorum Pseudomonas syringgav. tomato e tutte le
xanthomonadiad eccezione dkanthomonas campestns/. vesicatoria(tabella

7).

Anche verso i funghi fitopatogeni, gli oli estratti dalle piante ammendate con

farina diB. carinata e con compost hanno mostrato la migliore attivita biocida.

Infatti, alla diluizione dello 0,1%, su otto isolati fungini testati, sei sono stati

i ni bi ti dal |l 6ol i o es tB @inatwe dcailnl geu et edsa | | adn
estratto dalle tesi ammendate con compo
ammendate con farine di semi di girasole, ha inibito la crescita solo di due funghi
(Sclerotine sp. eBotrytiss p . ) , mentre nessun fungo
estratto dalle piante concimate con soluzione minerale. dillazione dello

0,01% nessun oli@ stato in grado di inibire la crescita dei nove isolati fungini
testati(tabella 7).
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Tabella 7. Inibizione di crescita di batted funghifitopatogenitrattati congli oli essenziali estratti dalle piante di
Thymus vulgarisliversamente ammendate

Batteri Min erale Girasole B. carinata Compost Ctrl
0,01% 0,1% 0,01% 0,1% 0,01% 0,1% 0,01% 0,1%

X. a. pv. alfa alfa - - - - - - - - +
X. €. pv. campestris + - + - - - - - +
X. c. pv. phaseoli - - - - - - - - +
X. c. pv. vescatoria + + + - + - - - +
P. caraotovorum + + + + - - + - +
P. s. pv. phaseolicola + + + + + - + - +
P.s. pv. syringae + + + + + - - - +
P. s. pv. tomato + + + + - - + - +

Funghi Min erale Girasole B. carinata Compost Ctrl

0,01% 0,1% 0,01% 0,1% 0,01% 0,1% 0,01% 0,1%

F. sambucinum + + + + + + + + +
F. semitectum + + + + + - + - +
F. oxysporum + + + + + - + - +
Sclerotiniasp. + + + - + - + - +
Botrytis sp + + + - + - + - +
Alternaria sp. + + + + + + + + +
R. solani + + + + + - + + +
F. solani + + + + + + + + +
Verticillium sp. + + + + + - + - +

+ = crescita,- = inibizione



3.1.4 Rilievi biometrici suorigano

lbanal i si d e i eseguitikuilleepiante dbrigamaytrattate con diversi
ammendanti evidenziaalcune differenzeln particolare per quanto riguarda il
numero di foglie € stato osservatoome tutte le piante trattate con i diversi
ammendanti presentavano numercsuperioe rispetto al contréb minerale. Per

la precisione,le piante ammendate con farina Bi carinata e con compost
presentavanorunumero di fogliesuperiore iispettivamente 177,4 e 159,4on
solo rispetto akcontrollo minerale §5,1) ma anche rispetto alla tesi ammendata

con farina di girasole (128,8fjgura 13)
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min farina di girasole  B. carinata compost

Figura 13. Numero di foglieper pianta inOriganum vulgaredifferentemente
ammendato

Anche per i rilievi eseguitsu numero di tricomi per unita di superficie fogliare,
sono state osservate differenze tra le tesi ammendate con faBneatinata e
tutti gli altri trattamenti.Infatti, come indicato irfigura 14 le piante ammendate
con la farina dB. carinatahanno prodotto un numero di tricomi statisticamente
pitl bassd1,0 tricomi mn¥) rispetto al controllo minerale (2,0 tricomi rifine a

tutti gli altri trattamenti.
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Figura 14. Numero di tricomi per unita di superficie su foglie @riganum vulgare
differentemente ammendato.

Inoltre, € stato osservatoomele piante ammendate con farina Bli carinata
avevano un peso secco inferiore rispetto a tutti gli adttigmenti.
Per tutti gli altri rilievi biometrici eseguiti, non sono state riscontrate differenze

statisticamente significative tra i diversi trattamefigura 19
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Figura 15. Sostanza secca delle piantepiantedi Origanum vulgaredifferentemete
ammendate

48



3.1.5 Resain olio essenziala@i origano

Le rese imolio essenzia sono risultate molto diverse tra le diverse (&sdella 9.

In particolare le piante ammendate con farinaBlicarinata hanno dato una resa
superiore rispetto al controllo n@rale (rispettivamente 2,14% e 0,83%) e rispetto

a tutti gli altri ammendamenti. Invece, le piante ammendate con farina di girasole

hanno fornito la resa piu bassa (0,6%pella 9).

Tabella 9. Resa in olio essenziale estratto
da piante di timo differenemente

ammendate
resa olio
Trattamento essenziale
(%)

Minerale 0,83
Farina di Girasole 0,62
Farina diB. carinata 2,14
Compost 1,13

3.16 Testdiat ti vit”™ bi oodgarba del | 6ol i o di
Anche gli oli estratti dalle piante di origano, cosi come quellatsutalle piante

di timo, sono stati testi a due diverseoncentrazion{0,1 e 001%) per valutare

le proprieta biocideerso ibatteri e funghi fitopatogeni

Alla diluizione dello Q1%, tutti gli oli hanno mostrato una eccellerativita
biocida vers i batteri. In particolare, gli oli estratti dalle piante trattate con
compost, con farina dB. carinata e con soluzione minerale, hanno mostrato
inibizione verso tutti i batteri fitopatogeni testati. Invece, gli oli estratti dalle
piante ammendate comrfna di girasole, hanno inibito solo alcuni dei batteri

testati (tutte le xanthomonadi e il Pectobacterium carotovorum subsp

carotovorum (tabella 10.

Alla diluizione dello 0,01%, gli oli che hanno mostrato la migliore attivita
antibaterica sono stafjuello estrattdalle piante delle tesi ammendate con farina
di B. carinata che ha inibito tutti i batteri fatta eccezione p&eudomonas
syringae pv. tomatq e quello estratto dalle piante delle tesi ammendate con

compost, che ha inibito tutti i batterfatta eccezione pelPectobacterium
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carotovorumsubsp carotovorume Pseudomonas syringge. tomato(tabella 10.

Gli oli estratti dalle piante trattate con soluzione minerale e con farina di girasole
hanno mostrato wuno6att iwvenda inhibitd solo taleunii ci d a
batteri alla diluizione pigpinta(tabella 10.

Anche verso i funghi fitopatogeni, gli oli estratti dalle piante ammendate con

farina diB. carinata hanno mostrato una piu spiccata attivita biocida. Infatti, alla
concentrazionede | | o 0, 1 %, |l 6ol i o estrattBo da pi
carinata ha inibito la crescita di tutti i funghi fitopatogeni fatta eccezione per
Fusarium sambucinura Rhizoctonia solaniGli oli estratti da piante ammendate

con compost e da piante trattaten concime minerale, hanno inibito la crescita di

sei dei nove funghi fitopatogeni testétiabella 10) Sempre alla concentrazione

del l o 0,1 %, | 6ol i o estratto dalle piant
mostrato alcuna attivita fungicida.

Alla concentrazionéello 001% nessun olio e stato in grado di inibire la crescita

deinoveisolati fungini testati

50



Tabella 10Q Inibizione di crescita di batted funghi fitopatogenirattati con oli essenziali estratti dalle piantaddiganum vulgare
diversamente ammendate

Batteri Min erale Girasole B. carinata Compost Ctrl
0,01% 0,1% 0,01% 0,1% 0,01% 0,1% 0,01% 0,1%

X. a. pv. alfa alfa - - - - - - - - +
X. €. pv. campestris + - + - - - - - +
X. c. pv. phaseoli + - - - - - - - +
X. c. pv. vesicatoria + - - - - - - - +
P. caratovorum - - + - - - + - +
P. s. pv. phaseolicola - - + + - - - - +
P. s. pv. syringae + - + + - - - - +
P. s. pv. tomato + - + + + - + - +

Funghi Minerale Girasole B. carinata Compost Ctrl

0,01% 0,1% 0,01% 0,1% 0,01% 0,1% 0,01% 0,1%

F. sambucinum + + + + + + + - +
F. semitectum + - + + + - + - +
F. oxysporum + - + + + - + - +
Sclerotiniasp. + - + + + - + - +
Botrytis sp. + - + + + - + - +
Alternaria sp. + + + + + - + + +
R. solani + + + + + + + + +
F. solani + - + + + - + + +
Verticillium sp. + - + + + - + - +

+ = crescita,- = inibizione



3.2 Prova PGPR in ambiente controllato

3.2.1 Rilievi biometrici sutimo

Dal | 6 an al iessduitisdllaprovadiiinbcul&ziorie delle piante di timo con
diversi batteri PGPR/ISR, sono state osservate alcune differenze. In particolare,
per quanto riguarda il numero di tricomi ghiandolari sulle foglie, le pidintieno
inoculate con il CEPPO 16 dfseudomonas putide con il CEPPO13 di
Pseudomonas fluorescengresentavano un numero di tricomi ghiandolari
superiore (rispettivamente 10 e 8 tricamin®) rispetto al controllo non inoculato

(5 tricomimm™®) e ancheispetto agli altri ceppi PGPR/ISR utilizzéfigura 16.
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Figura 16. Numero di tricomifogliari in piante diThymus vulgarisnoculate con
diversi ceppi PGPRSR

Differenze sono state osservate anche per il numero di foglie per pianta, lefatti
piante che sono state inoculate con il CEPPOPL8Uorescenys hanno prodotto
un maggior numero di foglie rispetto al controllo non inoculato e agli altri ceppi

impiegati figura 17).
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Figura 17. Numero di foglie in piante dThymus vulgas inoculate con diversi
ceppi PGPRSR

Anche per ldungheza degli steli principalile piante inoculate con il CEPPO 13
hannomostrdo valori superiori(circa 25 cm) rispetto al controlieon inoculato
(circa 12cm), comeevidenziatoin figura 18 Anche il ceppo ANT RHIZ B di
Bacillus subtilis ha determinato valori statisticamente differgu@rla lunghezza
degli steli principali (circa 23 cm) rispetto al controllo e agli altri cejppiculati
(figura 18)
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Figura 18. Lunghezza degli steli praipali delle piante di timo inoculate con i
ceppi PGPRSR.
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Le piante inoculate con il CEPPO 13, inoltrgnnodeterminatoun numero di
steli secondari (circa 6 steli/pianta) superiore rispetto al controllo non inoculato (2

steli/pianta) e rispetto allg@iante inoculate con gli altdeppibatterci (figura 19.

steli secondari per pianta
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Figura 19. Numero di steli secondari in piante @riganum vulgareinoculate con
diversi ceppi PGPRSR.
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3.2.2 Resain olio essenzialali timo

Le rese diestrazione degli okessenzialottenute(tabella 11)evidenziano come le
piante inoculate con il CEPPO 13 lseudomonas fluorescgrabbiano datda
resapiu bassa in olio essenziale 48%) sia lispettoal controllo non inoculato
(0,93%) che rispetto alla resa ottenuta inoculando ¢fi eéppi.La resa maggiore
invece,e stata ottenuta inoculanddCEPPO 16&di Pseudomonas putidd,17%).

Tabella 11. Resa in olio essenziale estratto
da piante di timoinoculate con diversi
ceppi PGPR/ISR

Ceppi Resa olio
(%)

CTRL 0,93
ANT RHIZ B 0,68
21V BAC 0,67
7 1l BAC 0,59
CEPPO 16 1,17
CEPPO 13 0,43

3.23 Testdiat ti vit "~ obodotime da del | 6

Gli oli essenziali, estratti ¢le piante inoculate con i diversi ceppi PGPR/ISR,

sono stati testi a due diverse concentrazioni (0,1 810p), per valutane le

proprieta biocidenei confronti deipiu importantibatteri e funghi fitopatogerdi

specie ortive.

Versoi batteri, allaconcentrazionalello 01% (tabella 12, tutti gli oli hanno

mostrato una spiccata attivita biocida, fatta eccezionalpare specieversole

quali I 6i ni bi zi one . Non sonm state ripcantratel differenze
significative nell b6attivit”™ biocida dei
0,01% (abella 12, nessuna specie batterica e stata inibita, f&ttezione per
Xanthomonasxonopodigv. alfa alfa, la cui inibizione é risultata parziale.

Per i funghi, | 6ol i o estratto dalle pian
migliore attivita biocida t@bella 12. Infatti, alla concentrazione dello 0,1P&

inibito completamente la crescita di cinque specie fungif@isgrium
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sambucinumSclerotiniasp. Botrytis sp.,Alternaria sp. eRhizoctoniasolani e ha

parzialmente inibitd-usarium semitecturtiabella 12.L6 ol i o estr att o da
inoculate con IICEPPO 13, invece, ha inibito la crescita di solo due isolati fungini
(Sclerotiniasp. eVerticillium sp) cosic ome | 6ol i o e snoculate t o dal
con il ceppo 7Ill BAC,che ha inibito soltant®. solanie Verticillium sp. .Alla

diluizione dello0,01% (tabella 12)nessun olio ha inibito la crescita dei funghi
fitopatogeni, fatta eccezione per | 6ol i
CEPPO 13, che haibito parzialmenteSclerotiniasp, € p e r estratioodkei o

piante inoculate con il cepp7Ill BAC, che hainibito parzialmenteBotrytis sp

(tabella 12.
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Tabella 12.Attivita biocidadegli oli essenziali dThymus vulgarizersobatterie funghifitopatogeni

Batteri 21V BAC ANT RHIZ B 7111 BAC CEPPO 13 CEPPO 16 Minerale ctrl
0,01% 0,1% 0,01% 0,1% 0,01% 0,1% 0,01% 0,1% 0,01% 0,1% 0,01% 0,1%
X. c.pv. alfa alfa +\- - +\- - +\- - + - + - +\- - +
X. C.pv. campestris + + + +\- + + + + + + + - +
X. c.pv. phaseoli + - + - + - + - + - + - +
X. c.pv. vesi@atoria + - + - + - + - + - + - +
P. carotovorum + + + +\- + +\- + +\- + +\- + +\- +
P. s.pv. Phaseolicola + - + - + - + - + - + - +
P. s.pv. syringae + - + - + - + - + - + - +
P. s.pv. tomato + - + - + - + - + - + - +
Funghi 21V BAC ANT RHIZ B 7111 BAC CEPPO 13 CEPPO 16 Minerale ctrl
0,01% 0,1% 0,01% 0,1% 0,01% 0,1% 0,01% 0,1% 0,01% 0,1% 0,01% 0,1%
F. sambucinum + + + + + + + +/- + - + + +
F. oxysporum + + + + + + + + + + + + +
Sclerotiniasp. + +/- + +/- + +/- +/- - + - + +/- +
Botrytis sp. + +/- + +/- +/- +/- + +/- + - + + +
Alternaria sp. + + + + + + + + + - + + +
R. solani + +/- + + + - + + + - + + +
F. solani + + + + + + + + + + + + +
Verticillum sp. + - + + + - + - + + + + +
F. semitectum + + + + + +/- + + + +/- + + +

+ = crescita, +# = parziale inibizione, - = inibizione
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3.2.4 Rilievi biometrici suorigano

Dal | 6 anal ibismetrid eséguitsullalprovadi inoculazione delle piaat

di origano con i diversi batteri PGPR/ISR, sono state evidenziate alcune
differenze. In particolare, per quanto riguarda il numero di tricomi ghiandolari, le
piante di origano inoculate con il ceppo 7Ill BAC Bacillus ceeus hanno
mostrato un numeroi dricomi sulle foglie statisticamente superiore rispetto al
controllo nontrattato(8 e 4,5tricomi mm? rispettivamente) e rispetto agli altri

ceppi inoculatifigura 20).
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Figura 20. Numero di tricomi gliandolari su piante driganum vulgare
inoculate con diversi ceppi PGRER.

Differenze sono state osservate anche per la sostanza secca. Infatti, le piante
inoculate con il ceppo 7IIl BAC presentavano valori di sostanza secca superiori
(42,5%) non solo rispetto alle piante debntrollo noninoculato (31,3%) ma
anche rispetto alle piante inoculate con gli altri cefigua21)
Dalle analisi del numero di foglie si € vistomele piante di origano inoculate
con il ceppo 7Ill BAC diBacillus cereuspresentavano il numero piu alto (42
foglie per pianta) rispetto agli altri trattamenti di inoculazione e rispetto al
controllo (22 foglie per pianta). Come indicatofigura 22 le piante inoculate
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con il ceppo 71l BAC hanno prodotto un numero di foglie quasi doppio rispetto al
controllo. Sebbenanche gli altri ceppi PGPR/ISR hanno determinato un numero
di foglie superiore rispetto al controllo, questi valori non sono risultati

statisticamente significativi.
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sostanza secca (%)

Figura 21. Percentuale di sostanza secca in piante di origano inoculate @si digppi
PGPRI/ISR
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Figura 22. Numero di foglie in piante di origano inoculate con alcuni batteri
PGPRISR.

59



Differenze
inoculate con il ceppo 71l BAC dBacillus cereushannomo st r at o
fogliare piu ridotta (91,5 mf rispetto al controllo non inoculato (143,3 MM

sono

come indicato in figura 23.
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Figura 23. Area fogliare di piante di origano inoculate con diversi batteri

PGPRISR
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3.2.5 Resain olio essenzike di origano

Dal |l 6anal i siinedkstii 6datr apt dssemialitthbeld 13, o |
sonostate riscontrate delle differenze. In particolare, tutte le piante inoculate con
il CEPPO 13diPseudomonas fluorescgmmostravanda resa in olio ssenziale

piu bassa (0,%) sia lispettoal controllo non inoculato (1%) che rispetto agli

altri ceppi.La resa maggiore, invece, si e avpeér il ceppo 21VBAC(1,5%).

Tabella 13 Resa in olio essenziale piante
di origano inoculate con diversi ceppi

PGPRISR
Resain olio
Ceppi essenziale
(%)
7111 BAC 1,2
21V BAC 15
ANT RHIZ B 1,3
CEPPO 13 0,8
CEPPO 16 14
CTRL 1,1
3.26 Testdiat ti vit”™ biocida dell 6ol i o di or

Gli oli essenziali estratti dla piante di origano inoculate con i diversi cepp
PGPR/ISRsono stati testi a due diverseoncentrazioni(0,1 e 001%), per
valutae le loro proprietd biocide nei confronti dei principali batteri e funghi
fitopatogeni Versoi batteri, allaconcentrazionalello 01%, tutti gli oli hanno
mostrato una pEccata attivita biocida, fatta eccezione pRectobacterium
carotovorum subsp carotovorum e Xanthomonas campestripv. campestris

(tabella 14) Verso il primo batterio, infatti, si &€ avuta uparziale inibizioneda

parte di tutti gli oli testatiadeceei one del | 6ol i o estratto

il ceppo 21V BAC diRhodococcusrythropolis versoil quale non vi e stata
inibizione. Verso il secondo batterio, invece, si &€ osservata una parziale inibizione
da parte degli oli estratti dalle pianteoculate con i ceppi ANT RHIZ B di
Bacillus subtilise CEPPO 13 d?seudomonas fluoresceftabella 14.
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Alla concentrazional el | o 0, 01 %, |l 6ol i o che ha 1 ni
numero di specie batteriche e stato quello estratto dalle piante itgocola il

CEPPO 16 e con il ceppo 711l BAGabella 14.

Verso i funghi fitopatogeni, alla concentrazione dello 0,1%, la migliore attivita

bi ocida si =~ avuta con | 6olio estratto d
I nfatti, g u e gradé dilinibice la cressita aittudti i funghi, fatta

eccezione peFusariumoxysporume F. solani. Queste due specie &usarium

non sono state inibite da nessuno degli oli di origano testati in questa pllava.

diluizione dello 001% nessun olio ha ipito la crescita dei funghi fitopatogeni,

fatta eccezione per | 6o0olio estratto dall

mostrato una parziale inibiziomersoSclerotiniasp. tabella 1.
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Tabella 14.Antibiosi degli oliessenzialestratti da @ntedi Origanum vulgareénoculate con diversi ceppi PGPR/ISBrsobatteri efunghi

fitopatogeni
Batteri 21V BAC ANT RHIZ B 71l BAC CEPPO 13 CEPPO 16 Minerale ctrl
0,01% 0,1% 0,01% 0,1% 0,01% 0,1% 0,01% 0,1% 0,01% 0,1% 0,01% 0,1%
X. pv.alfa alfa - - +\- - - - + - - - - - +
X. c.pv. campestris + + + +\- + - + + + - + - +
X. c.pv. phaseoli + - + - - - - - - - - - +
X. c.pv. vesicatoria - - + - + - + - + - + - +
P. carotovorum + + + +\- + +\- + +\- + +\- + +\- +
P. s.pv. phaseolicola + - - - - - + - - - + - +
P. s.pv. syringae + - + - + - + - - - + - +
P. s.pv. tomato + - + - +\- - + - +\- - + - +
Funghi 21V BAC ANT RHIZ B 71l BAC CEPPO 13 CEPPO b Minerale ctrl
0,01% 0,1% 0,01% 0,1% 0,01% 0,1% 0,01% 0,1% 0,01% 0,1% 0,01% 0,1%

F. sambucinum + + + + + - + +/- + + + + +
F. oxysporum + + + + + + + + + + + + +
Sclerotiniasp. + - + - + - +/- - + +/- + - +
Botrytis sp + - + - + - + +/- +/- +/- + + +
Alternaria sp. + + + + + - + + + + + + +
R. solani + - + + + - + + + - + + +
F. solani + + + + + + + + + + + + +
Verticillum sp. + - + + + - + - + - + + +
F. semitectum + + + + + - + + + +/- + + +

+ = crescita, +f = parziale inibizione, - = inibizione
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3.3 Attivitd auxino -simile di CEPPO 16 e 711l BAC

Dai risultati ottenuticon itestdi biosaggio dél 6 at t i v-sinilé deidiltrati coltucali

del CEPPO 16 dPseudmonas putidae del ceppo 71l BAC dBacillus cereusé stato

osservato eme alla diluizione del 10% entrambi i batteabbianoincrementato sia il

numero delle radici egli ipocotili di fagiolo (48,4con il CEPPO 16 e 58,8on il 711l

BAC), sia la percentale di sostanza secca delle radici (14,pé6il CEPPO 1@ 9,4 %

per il 71l BAC), rispetto al controllo trattato con acqua (numero radici 20,2 e sostanza
secca radici 5, 6 %) . Tale incremento  sta

sebbene imisurapiu ridotta.

Tabella 22 Attivita auxino-simile dei filtrati colturali
dei ceppi 71l BAC e CEPPO 16

Filtrati colturali  n°radici sostanza
secca (%)
Acqua 20,2 5,6
IBA 1X10”’ 72,3 16,4
CEPPOL16 10 % 48,4 14,4
CEPPO16 1 % 21,0 11,1
7111 BAC 10 % 58,3 9,4
71l BAC 1 % 28,4 8,2

3.4  Prova ammendanti inpieno campo

3.4.1 Rilievi biometrici sutimo

Dal l 6anal i si deseiguitisulle Ipiange \dii timdvaktadeim pi¢no ¢campo con

diversi ammendanti, sono state osservate alcurieretize In particolare, per quanto

riguardala biomassa prodotta, le piaraenmendate&eon compost hannfornito una resa

pill bassa (6,5 t Ha rispetto a quellei controllo(7,2 tha') e a quek delle altre tesiNon

sono state riscontrate differenzgrsficative per quanto riguarda i rilievi eseguiti sulla
sostanza secca. Di fferenze, i nvece, sono ¢

Infatti, le tesiammendate con compost hanno mostrato, al momento della raccolta, un
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maggior numero di pida non fiorite (76,7) rispetto a quanto registrato per tutte le altre
tesi(tabella 15).

Tabella 15 Principali rilievi biometricieseguitialla raccolta sulle piante @ihymus vulgaris.

Fioritura i

Trattamento In Non Sost. Secca (% Biomassa

. . o (t/ha)

Fiorite fioritura fiorite

Minerale O 13,3b 20,0b 66,7b 38,0a 7,2a
Minerale 70 6,7b 40,0a 53,3b 35,3a 8,4a
B. carinata 20,0b 30,0ab 50,0b 35,6a 8,8a
Girasole 33,3a 6,7b 60,0b 35,1a 8,8a
Compost 10,0b  13,3b 76,7a 36,3a 6,5b

p<0,05

3.4.2 Resain olio essenzialai timo

La resa diestrazione degli okéssenzialitabella 16 é stata differente tra le diverse tesi.

In particolare)a resa in olio ottenuta dalle tesi trattate con farina di girasole e concimate
con 70 U h# di azob minerale, (pari rispettivamente a 24 "t&20 | hd) sono risultate
significativamente superiori rispetto alle rese ottenute dalle tesi non concimata ¢}l | ha

ammendata coB. carinata(14 | ha') e ammendata con compost (15 tha

Tabella 16 Resa in olio essenziale di
piante di timo allevatén pieno campo in
terrenidifferentemente ammendat

Resa olio
Trattamento essenzialel/he
minerale O 11b
minerale 70 20a
Farina diB. carinata 14b
farina di girasole 24a
compost 15b

P<0,05
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3.4.3 Determinazione della minima concentrazione inibenteMIC )

d e blio @i timo
Gli oli estratti dalle piante di timgono stati testi a diverse concentrazioni al fine di
determinare la concentrazione minima inibente (MIC) vensonicipali batteri e fungh
fitopatogeni Verso i batteri (tabella 17) i di ver si ol i hanno
antimicrobica abbastanza simile. In particolare, le specie batteriche piu sensibili sono
state Pectobaterium carotovorunsubsp carotovorum Xanthomonas campestrigv.
phaseoli Xanthomonas axonopodipv. alfa alfa e Xanthomonas campestripv.
campestris mentre, le specie meno sensibili sono risulkdathomonas campestnm.
vesicatoriae Pseudomonas syringa®. phaseolicolaVerso i funghi fitopatoger(tabella
17, i nvece, ~ stata riscontrata wuna maggi or
piante ammendate con farina di semi di girasole. Questo, infatti, ha mostrato la MIC piu
bassa per tutti i funghi testati, rispetto agli altri oli. Gli oli estratti dadlsi hon
ammendata e dalla tesi ammendata con compost hanno mostrato i valori di MIC piu alti
(tabella 17).
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Tabella 17. MIC verso batterie funghi fitopatogenidegli oli essenziali di piante dirhymus vulgaris

differentemeate ammedate

Minerale 0 mineral 70 B. carinata  Girasole = Compost

Bacteria (%) (%) (%) (%) (%)

X. C.pv. campestris >0,005 >0,01 >0,005 >0,01 >0,005

P. carotovorum >0,01 >0,01 >0,01 >0,01 >0,01

P. s.pv. phaseolicola >0,05 >0,05 >0,05 >0,05 >0,05

P. s.pv. syringae >0,01 >0,01 >0,05 >0,05 >0,01

P. s.pv. tomato >0,01 >0,05 >0,05 >0,005 >0,01

X. C.pv. vesicatoria >0,05 >0,05 >0,05 >0,05 >0,05

X. a.pv. alfa alfa >0,01 >0,01 >0,01 >0,05 >0,01

X. c.pv phaseoli >0,005 >0,005 >0,005 >0,005 >0,005

Minerale 0 mineral 70 B.carinata Girasole = Compost

Funghi (%) (%) (%) (%) (%)

F. oxysporum >0,05 >0,05 >0,05 >0,05 >0,05
Alternaria sp. >0,1 >0,05 >0,07 >0,01 >0,1

F. sambucinum >0,1 >0,07 >0,07 >0,1 >0,1

F. semitectum >0,1 >0,07 >0,07 >0,01 >0,1
Verticillium sp. >0,1 >0,05 >0,05 >0,01 >0,05

R. solani >0,07 >0,05 >0,05 >0,01 >0,05

F. solani >0,1 >0,1 >0,1 >0,05 >0,1
Sclerotiniasp. >0,05 >0,05 >0,05 >0,01 >0,05
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3.4.4 Composizione chimicadell®lio di timo

Léanali si chimica degl:i ol i essenzial.i h &
monoterpenicit@bella 18. Differenze sono state osservate tra gli oli estratti dalle piante

delle diverse tesi. In generale, per tutti gli oli, il compate ha mostrato la resa piu alta

e stdo il timolo. In particolare, laesidi controlloe le tesi ammendate cdh carinatae
girasole hanno fornito una resa rispettivas
composti carvacrolq, -cimene,a-terpinenee linalolo hanno mostrato una resa piu alta

ri spetto agl:. al tri composti i denti ficatdi
700 ha det er yadinmerel7,6 %) eab-tergineree (5) piu alte rispetto agli

altri oli. Al contraio, le rese piu basse di questi due compongrtiriene2,0 % eo
terpinene 1,4 %) sono state riscontrate 1
concimata, cosi come sono risultate piu basse le rese di tutti gli altri composti identificati,
fataeccezi one per il timolo e il carvacrol o.
tesi non concimata mancava di alcuni compostodten3-ol, 1-8 cineolo, canfora)

presenti, invece, negli altri oli.
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Tabella 18 Composizione degli okssenziali di timo differentemente ammendati

Composto Kl Minerale 0 Minerale 70 B. carinata Girasole = Compost .I\/Ieto.d.o d'.
identificazione

1-octen3-ol 978 -- 0,4 0,4 0,4 0,4 NIST
Uterpinene 1013 -- -- 0,1 -- -- NIST
J-cimene 1025 2,0 7,5 2,3 4,6 4,5 NIST, ST
1-8 cineolo 1034 -- 0,3 0,2 0,2 0,5 NIST
o-terpinene 1057 1,4 50 1,6 2,7 4,9 NIST, ST
terpinolene 1088 - 0,5 0,6 0,5 0,8 NIST
linalolo 1098 11 15 1,8 1,8 1,9 NIST
camfora 1145 -- - 0,1 0,2 0,2 NIST
borneolo 1167 0,9 0,8 0,9 1,1 1,1 NIST, ST
4-terpineolo 1177 0,4 0,7 0,7 0,6 0,9 NIST
Uterpineolo 1189 - 0,1 - -- 0,2 NIST
timol-meil -etere 1235 0,5 0,5 0,9 0,5 1,1 NIST
timolo 1293 89,3 78,6 85,7 830 77,9 NIST, ST
carvacrolo 1299 4,3 4,1 4,6 4.4 4,6 NIST, ST

Kl= Kovat index, ST= standard
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3.5 Prova PGPR/ISR inpieno campo

3.5.1 Rilievi biometrici sutimo

| rilievi eseguitisulla prova di inoculazione delle piante di timo con i diversi batteri
PGPR/ISR, no hanno evidenziatp ar t i col ar i di fferenze. LOi
Pseudomonas putidaa pero incrementato la resa in biomassa delle piante, sebbene in
misura statisticamente non significativakfella 19. Inoltre, alla dose di 35 U Haé stato
corstatatoun incremento della resa in biomassa tigpal controllo non concimato.

Anche in questo caso, tali risultati non sono stati statisticamente significativi.

Tabella 19 Resa in biomassa di timo allevatotsa tesi con differenti dosi di azoto e
inoculate con ceppi PGPR/ISR.

inoculo . . CEPPO media
Micosat non inoculato

. . 16 concimazione
concimazioné
Minerale O 8,6a 8,7a 8,5a 8,6
Minerale 35 8,3a 9,6a 10,1a 9,3
Minerale 70 8,5a 8,1a 9,0a 8,5
meda inoculo 8,5 8.8 9,2

p<0,05

3.5.2 Resain olio essenzialeli timo

Dal | 6anal i sis udtsradionk adgli olkssdnziadifiywra 2¥), nonsonostate
osservate particol ari di fferenze ascrivib
commerciale Micosat. Infatti, alle diffevg dosi di azoto, i due promotori di crescita non

si sono distinti dal rispettivo controllo non inoculato, per quanto riguarda la resa in olio
essenziale. Differenze sono state riscontrate, invece, con le differenti dosi di azoto.
Infatti, laresapiubassa i n olio  stata ottenuta da pi
700 ; al contrari o, |l e rese pi'% elevate so
non concimatafigura 29.
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3.5.3 Determinazione della minima concentrazione iniberg (MIC) d elib i 6

timo
Gli oli estratti dalle piante di timsono stati testi a diverse concentrazioni per
determinare la concentrazione minima inibente (MIC) vensonicipali batteri e funghi
fitopatogeni Verso i batteri (tabella 20 i diversi d i hanno mostrato
antimicrobica simile. In particolare, le specie batteriche piu sensibili sono risultate
Pectobaterium carotovorursubsp.carotovorum Xanthomonas campestnw. phaseol;
Xanthomonas axonopodw. alfa alfa e Xanthomonas cangstris pv. campestris verso
le quali gli oli hanno mostrato una MIC di 0,005%. Viceversa, le specie batteriche meno
sensibili sono stat&anthomonas campestis. vesicatoria(MIC< 0,01) ePseudomonas
syringaepv. phaseolicolg0,01> MIC> 0,005.
Per ifunghi fitopatogeni tabella 20, si € visto come le specie piu sensibili siano state
\erticillium sp. e Rhizoctonia solanfMIC > 0,005), mentre le specie fungine meno
sensibili sonaisultateFusarium semitectura Fusarium solanf MI C> 0, 01) . Co
estratto dalle piante raccolte dalla tesi non concimata e inoculata con il CEPPO 16, sono
stati registrati valori di MIC piu bassi verdeusarium oxysporumAlternaria sp. e

Fusarium sambucinufMIC > 0,005) rispetto al controllo non inoculato (MIC > 0,01

3.5.4 Composizione chimicad e blib di timo
Con | 6anal i si chi mica degl i ol i essenzi
monoterpenic{tabella 2). Differenze sono state osservate tra gli oli estratti dalle piante
raccolte dalle diverse tesi. In genexgber tutti gli oli, il composto che ha mostrato la resa
pi % alta  stato il ti mol o. I n particol ar
di Pseudomonas putdaa mostrato una resa dglloli681, 2
ottenuti dagli altri tattamenti.
Anche il carvacrolo, if-c i me n -erpineind e ildinalolo hanno mostrato una resa piu
elevata rispetto agli altri composti identificati. Nello specifico, gli oli estratti dalle tesi
Aminerale 700 e fAiminerale 00 i nog-arhead € cC O |
(rispdtivamente 10,8 % e 9,1 %) edterpinene (rispettivamente 5,1 % e 5,5 %) piu alte
rispetto agli altri oli. Per contro, le stesse tesi hanno fornito le rese piu basse di timolo
(73,6 % nelCEPRO elr6adl ee 7706, iAC E%® PrOe tabef@dd. (e r a |
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Tabella 20 MIC verso batteri e funghi fitopatogewiegli oli essenziali di piante dihymus vulgarigllevate con diverse dosi di azoto e inoculate con

PGPRISR
Minerale O Minerale 35 Minerale 70
Batteri non non non

CEPPO 1€ inocdato micosat CEPPO 16 inoculato micosat CEPPO 16 inoculato micosat
X. a.pv alfa alfa >0,005 >0,005 >0,005 >0,01 >0,005 >0,005 >0,005 >0,005 >0,005
X. cpv. campestris >0,005 >0,005 >0,005 >0,005 >0,005 >0,005 >0,005 >0,005 >0,005
X. c.pv phaseoli >0,005 >0,005 >0,005 >0,005 >0,005 >0,005 >0,005 >0,005 >0,005
X. vesicatoria >0,01 >0,01 >0,01 >0,01 >0,01 >0,01 >0,01 >0,01 >0,01
P. carotovorum >0,005 >0,005 >0,005 >0,005 >0,005 >0,005 >0,005 >0,005 >0,005
P. s.pv. phaseolicola  >0,01 >0,005 >0,05 >0,05 >0,05 >0,05 >0,01 >0,01 >0,05
P. s.pv. syringae >0,01 >0,005 >0,005 >0,01 >0,005 >0,005 >0,01 >0,005 >0,01
P. s.pv.tomato >0,005 >0,005 >0,005 >0,01 >0,005 >0,005 >0,005 >0,01 >0,005

Minerale 0 Minerale 35 Minerale 70
Funghi non non non

CEPPO 1€ inoculato micosat CEPPO 16 inoculato micosat CEPPO 16 inoculato micosat
F. sambucinum >0,005 >0,01 >0,01 >0,01 >0,01 >0,01 >0,01 >0,01 >0,01
F. oxysporum >0,005 >0,01 >0,005 >0,01 >0,01 >0,01 >0,01 >0,01 >0,005
F. solani >0,01 >0,01 >0,01 >0,01 >0,01 >0,01 >0,01 >0,01 >0,01
F. semitectum >0,01 >0,01 >0,01 >0,01 >0,01 >0,01 >0,01 >0,01 >0,01
Sclerotiniasp. >0,01 >0,01 >0,005 >0,005 >0,01 >0,01 >0,005 >0,005 >0,005
Alternaria sp. >0,005 >0,01 >0,01 >0,0b >0,01 >0,01 >0,01 >0,01 >0,01
Verticillium sp. >0,005 >0,005 >0,005 >0,005 >0,005 >0,005 >0,005 >0,005 >0,005
R. solani >0,005 >0,005 >0,01 >0,005 >0,005 >0,005 >0,01 >0,005 >0,005
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Tabella 21 Composizione chimica degli oli essenziali di peadt timo allevate con diverse dosi di azoto e inoculate con R&RR

composti K] Minerale O Mineral 35 Minerale 70
non inoculato CEPPO1€ Micosat non inoculato CEPPO16 Micosat  non inoculato CEPPO16 Micosat
1-octen3-ol 978 0,6 0,5 0,7 0,6 0,3 0,2 0,3 0,4 0,4
Uterpinene 1013 -- 0,3 -- 0,2 -- -- -- 0,2 0,2
J-cimene 1025 7,6 9,1 7,8 6,8 7.4 7,9 8,1 10,8 7,7
1-8 cineolo 1034 0,5 0,5 - 0,7 0,2 0,2 0,4 0,5 0,4
aterpinene 1057 3.8 55 4,2 3,5 3,2 4.4 4,3 51 4,2
terpinolene 1088 0,7 0,6 0,5 0,8 0,6 0,6 0,8 0,7 0,1
linalolo 1098 1.8 1,8 2,1 1,6 1,2 1,2 1,0 13 15
camfora 1145 0,5 0,2 - 0,3 0,1 - 0,3 0,2 0,1
borneolo 1167 0,9 11 0,9 1,0 0,9 1,0 0,8 13 0,9
4-terpineolo 1177 0,8 0,7 - 0,8 0,5 0,4 0,4 0,5 0,7
U-terpineolo 1189 - 0,1 -- 0,2 -- - -- 0,1 0,1
timol-metil-etere 1235 0,7 0,4 0,6 1,1 -- 1,0 -- 0,8 1,0
timolo 1293 77,6 75,1 77,7 75,4 81,2 78,7 79,6 73,6 75,6
carvacrolo 1299 4,1 4,0 4,3 5,8 4,2 3,9 4,0 4,0 5,7

KI= Kovat index, ST=standard
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Capitolo 4 Discussioni

| composti volatili delle piante, specialmente gli oli essenziali, hanno una spiccata
attivit”™ antimicrobica verso mol ti pat og:
degli alimenti. La coltura fuori suolo di spex officinali, in particolare

| 6i droponica, pu, f ostandardizaziongdiprocessed nt aggi .
produzione, un maggior@ccumulodi principi attivi euna migliore qualita della

materiaprima (Giorgi e Licheri, 2007, Pacifiet al.,2007, Paceet al, 2007).

Di fatto, | 6 i per quest Sisteandi coltivazione é crescen{®oraiset al,

2001; Gontier et al, 2002; Zobayed e Saxena, 2004) attualmente e
particolarmenteimpiegato per colture orticolen serra e per lgproduzione di

piantinein vivaio. Sel a col tura dell e piantedi of ficir
serretermoregolate in camere di crescita, l'idroponica puo dare origine ad un

vero e proprio sistema di coltura artificiale in grado di offrire diversi vantaggi,

quali la re@lazione della sintesi e dell'accumulo @hincipi attivi d'interesse
soprattuttoattraversomodificazioni delle condizioniclimatiche e nutrizionali.

L6i mpiego dei di fferenti ammendant i, i n
officinali oggettod st udi o, si ~ inserito proprio 1
nutrizionali e stimolanti di tali prodotti, al fine di regolare la resa quali
guantitativa degli oli essenziali.

Dai risultati ottenuti si puo affermare che i diversi ammendanti ircituie

positivamente non solo sui caratteri biometrici delle due labiate, ma anche e
soprattutto sulla resa degli oli essenziali estratti. Sebbene non siano presenti in
letteratura sperimentazioni simili a quelle qui condotte, le rese in olio sono

risultate superiori rispetto a quelle indicate dalla farmacopea ufficiale e a quelle
registrate in altre sperimentazioni dove é stato impiegato soltanto concime
minerale (Martinettiet al, 2006). In particolare, le rese piu elevate sono state
ottenut e cdellafaind di semi dBrgseica carinata sia per il timo

che per | 6ori gano. La spiegazione di cor
maniera cosi forte sulla resa in olio, potrebbe essere dupliBe chrinatacome

nelle Brassicacee e in altre famglie botaniche minori, € presente il sistema
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chimico glucosinolatmirosinasi. | glucosinolati sono composhe, in presenza

di acqua e midsnasl, ddelizzanomdando origine a tiocianati
isotiocianati enitrili. Queste sostanzesebbene sianprodotte dalle piante per
contrastare | 6at taazerietoal, 2007 presentand anche @ini t of a g
effetto fitotossico. Tale effetto si esplica soprattutto nei primissimi giorni

dall 6i ncorporazione del | e ipatizzarencke, ah e | suo
momento del trapianto, fosse presente ancora una fitotossicita residua da parte

delle farine diB. carinatamescolate nel substrato. Tale tossicita potrebbe, quindi,

aver stimolato il metabolismo secondario delle piante nei primi stadildppo,

con conseguente maggiore accumulo degli oli essenziali. A tale effetto, si é
sicuramente associato quello ammendante e fertilizzante, che ha consentito alle

piante un incremento della crescita, grazie alla maggiore disponibilita di elementi

nuftritivi, quali microelementi, fosforo, potassio e azoto.

In pieno campo, invece, la situazione é stata alquanto diversa. Le migliori rese

sono state ottenute con la concimazione minerale e con la farina di girasole,

mentre quelle piu basse sono state otiecon la tesi non concimata. Tali risultati
potrebbero rappresentare un chiaro esemj
azotata sulla resa in termini di olio estratto dalle piante officinali.

E noto che la crescita e la sopravvivenza di molte spegimuie e, in particolar

modo, delle specie officinali, € gravemente compromessa in suoli pesanti (quale
guell o dell 68Azi en d-®RTdpressB aui doro stategg domdatte d e | C
le prove) (Hornoket al, 1988) con conseguente notevole riduzione dedke

delle colturedell@lio essenziale dei principalicomposti volatili In accordo con

i risultati di alcuni lavori (Figueiredet al., 2008), la fertilizzazione delle piante

officinali con azoto ha generalmente mostrato un incremento della re8aodklli o

anche se, secondo altre ricerche (Figueiredal., 1997) tale incremento non

i nfluisce sulla composizione chimica del
condotto in ambiente controllato su pianteAdhillea millefolium concimate con

bassilivelli di azoto é stata osservata, a fronte di un decremento della resa in olio,

un incremento delle concentrazioni delle principali componenti terpeniche (Giorgi

e Licheri, 2007), accompagnato da un i nc.]
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Dal | 6aincadhismi cba del | 6ol i o di timo prodot
risulta, quindi, chiara | a correlazione
|l a composi zione di guestoul ti mo. I nf atti
minore resa in olio, mAa mostrato una concentrazione maggiore del principale
componente terpenico bioattivo: il timola.nc he con | 0i mpi ego del
evidenziata una correlazione negativa tra la resa in olio e la concentrazione di

timolo. E6 possi bi Icanpotamento giauimputalmle ad una minore
disponibilita di azoto nel terreno concimato corcompost rispetto alla
concimazione azotata minerale. otd interessante, invece, é stato |l
comportamento della farina di semi di girasole, che oltre ad aver determireato

resa in olio maggiore, ha determinato an
mostrando, altresi, la migliore attivita antimicrobica. Il motivo per cui con tale
ammendante si € avuta una resa maggiore in olio € probabilmente da ricercarsi

nella maggdre disponibilita di azoto e di altri elementi da parte della farina di

di sol eazione rispetto al compost, visto
velocemente (Zaccardellet al, 2008). Inoltre, non & da escludere il gia
menzionato possibile effettditotossico residuo rilasciato dalle farine @&

carinata

In merito alle sperimentazioni condotte in ambiente controllato con i batteri

PGPR/ISR, duelei ceppi inoculati hanno mostrato una buona azione promotrice

della crescita: un ceppo Bseudomonaputida, per il timo e un ceppo dacillus

cereus per |l ori gano. Léincremento del | o

del |l 6i nocul azione con i PGPR = stato amp

Loonet al, 2007; Vessey 2003). In accordo con i nossultati, € stato riportato

che ceppi dP. putidamigliorano la crescita delle piante mediante la produzione

di sostanze ormonal.i gual.i | 6aci @o i ndol

Linder mann 1986) . Pochi S 0 ivoocondribudotda i ten

parte di PGPR sulla resa qugliantitativa dei metaboliti secondari delle piante

officinali (EI Ghandoutet al, 2009). | risultati delle sperimentazioni qui condotte

evidenzi ano c¢ Pnptidde&onB.xeraudabdia incoemetato la

resa i n ol i o essenzial e, ri spettivament
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antimicrobica e risultata migliore, sopratutto nei confronti dei funghi fitopatogeni.
Sebbene nelle prove in ambiente controllato non sia stata determinata la
composizioe chi mi ca degl i ol i, ~ presumibile
antimicrobica sia dovuto ad un incremento della biosintesi dei terpeni.
L6induzione del | a sQOrigahuensvigaredee in Thymmsot er pen
vulgaris L. € in accordo con studi @cedentemente condotti su altre specie
aromatiche (Banchicet al, 2010, Banchioet al, 2008 ) . L6induzi on
metaboliti secondari & stata riportata anche in interazioni pmaitiarrize su
Mentha arveensisnostrando, inoltre, un incremento dei principaaratteri
biometrici e della resa in olio (Gup& al, 2002). In piante dDriganumsp. €
stato osservato un cambiamento della <co
composizione chimicajuando inoculate con micorrize (Khssadet al., 2006.
Da |l Ilig den @ievi biomorfologici, sia sulle piante di timo che su quelle di
origano, si & constatato che il ceppoPdiPutidae il ceppo diB. cereushanno
incrementato il numero di tricomi ghiandolari (strutture adibite allo stoccaggio
degli oli essenzidl sulla superficie fogliare. Questo risultato € in linea con quanto
descritto da Copettat al, (2006) su piante dDcimum basilicumnoculate con
micorrize. Le possibili spiegazioni di tale aumento sono da ricercarsi nelle diverse
attivita di promozionedella crescita dei ceppi PGPR: produzione di ormoni,
solubilizzazione del fosforo, disponibilita di azoto, produzione di sostanze
antibiotiche e di enzimi liticimaggiore permeabilita delle radici. Inoltre, i PGPR
sono spesso in grado di stimolare laduamone di metaboliti secondari delle
piante mediante meccanismi di induzione di resistenza (ISR) (Klogpet,
1993). Gli agenti biologici, pur non essendo batteri patogeni, possono agire come
efficaci elicitori di enzimi chiave coinvolti nel metabatis secondario correlato,
qguestoul ti mo, con | a di f e sia (Arsthazl| d e pi ar
Frankerberger, 18).
La prova in campo condotta su timo inoculato con il cepp®.dputida ha
mostrato rese diverse a seconda della concimazione azédédita.specifico, gli
ol i estratti dall e tesi Ami nerale 700 e
presentavano le rese glicimene e di oterpinene piu alte rispetto agli altri
trattamenti. Per contro, le suddette tesi hanno fornito le rese piu basse di timolo.
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Mal grado siano state riscontrate differe
battericida e fungicida é rigata simile per tutti gli oli.

A supporto di guest.i risultati, S i o VvViosto
compl esso mostra wunodattivit?’ antimicrobice
principali componenti (Gillet al., 2002, Moureye Canillac, 2002). Cio suggerisce,

quindi , che [ component i mi nor i possono
essenziale a seguito di un effetto sinergico tra i componenti. Da un lavoro svBlto su

cereuse stato notato che jicimene, di per sé un blando antibatterico, ha la capacita

di far rigonfiare le membrane delle cellule batteriche in misura maggiore rispetto al

timolo, permettendo il trasppro f aci | i tat o di guestoul ti mo
stesse, dove esplicadaa azione biocida. In tale modo si ottiene un effetto sinergico

qguando i due componenti vengono impiegatigiuntament€UIteeet al, 2000).

Per quel che concerne le proprieté@timicrobiche degli oli €senziali e dei loro

componenti, questsono conosate gia da molto tempo (Burt, 2004) ma i
meccani s mi débazione dei wvar.i compost.i no
(Lambertet al.,2 00 1) . Dato | 6el evato numer o di C
oli essenziali e presumibile che la loro attivitantimicrobicanon sia attribuibile

ad uno specifico meccanismo ma piuttoatdiversi (Carsonet al, 2002).Nel

caso degli oli di timo estratti da tesi differentemente ammendate, la variabilita

della composizione attribuibile per lo piualla concentranne dei singoli
compostipiuttosto chealla presenza o assenza di questi. Inoltre, la maggior parte

dei composti € risultata appartenere alla famiglia dei monoterpeni ossigenati e,
pertanto, con meccanismo di azione piu 0 meno simidea 6 i mportant e
carateristica degli oli esenziali e dei loro componentil&lipofilia, chepermette

di penetrare nella membrana cellulamerementandone la permeabiliQuesto

provoca la fuoriuscita di ioni e di molecole dalla cellfifo a causarne lanorte

(Burt eReinckers, 2003)I nf at t i, dali nostr.i risultati
timo che di origano, la maggiore azione antimicrobica venga esplicata nei
confronti delle specie batteriche, sulle quali sono risultate attive concentrazioni

molto basse degli oliestati. Generalmente gli oli essenziali che possiedono

maggiori propriee ant i mi cr obi che contengono unoe

componenti fenolichequali carvacrolo e timol@Julianoet al.,2000; Lamberet
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al., 2001). Il loromeccanismo sembra essemi a quello di altri fenoli che in

genere agiscono sullaembrana plasmatica delle cellule (Burt, 2004). La struttura

chimica dei singoli componentiegli oli essenziali determina la modaldad a z i o n e
antimicobica (Dorman eDeans, 2000). Estata ad esepio confermata

|l 6i mportanza del |l a pr ecompozeate feneliclUltger upp o o
et al, 20039 . Come mostrato dalla caratteri zza:
infatti, i due componenti principali (timolo e carvacrolo) sono proprio dei
monoterpeni che presentano il gruppssidrile, in posizione diversanella

componente fenolica.dP contrg la posizione relativa del gruppmssidrile non

sembra influenzare in modo sigdi i cati vo i | agtmardbeca del | 60a
(Ulteeet al, 2002).

E probabileche i componenti degli oli esssali agiscao sulle proteine cellulari

inserite nellamembrana citoplasmatica (Burt, 2004. noto che gli enzimi

del | 6 AT R comvolt hektraspato attivo di ioni e molecqleono situati

nella membraa citoplasmatica associati a molecole lipidiche. Sono stati ipotizzati

dueps si bil i me ¢ ¢ a antingcrobica: deenoleddla tdrbcartuiriche

lipofile dei componenti degli oli essenziali poss@oeumularsi nel doppio strato
fosfolipidico e disbrce& e | 01 nt e-pr@eme;appuers polssono vedificarsi

interazioni diverse della componente lipofila con le parti idrofobe geteeine
destabilizzandole (Burt, 2004)a natura di questi meccanismi di azione spiega |l

perché gli oli essendiasiano spesso biocidi nei confronti di agenti patogeni cosi

diversi.
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Capitolo5 Conclusioni

Dai risultati ottenuti come sperimentaziondlescrittesi puo affermare che i diversi
ammendanti influiscono positivamente non solo sui caratteri biomdégild due

officinali, ma anche e soprattutto sulla resa degli oli essenziali estratti.

La resa in olio e risultata superiore rispetto a quelle indicate dalla farmacopea
ufficiale e rispetto a quelleportatein sperimentazioni precedertda altri autori

nelle quali & stato impiegato soltanto concime minerale. In particolare, le rese piu

el evate sono state ottenutBassicacarinatdi mpi e g
sia per il timo che per | 6o0origano. Tal e
sia dla tossicita residua di tale farina, che ha stimolato il metabolismo secondario

delle piante nei primi stadi di sviluppsia alla maggiore cessione di elementi
nutritividaparted el | 6 ammendant e.

Sulla coltivazione in pieno campo di timo i diversi ammaartd anche se non

hanno particolarmentmfluenzatoi caratteri biomorfologici delle piante, hanno

invece influito sulla composi zione c¢hi mi
s e mi di girasole ha increment alted | iod i ba
essenziale.

I test condotti con i ceppi PGPR/ I SR hai

microrganismi possa influire positivamente sulle coltivazioni di timo e origano in

coltura idroponica.

Il ceppo diP. putidaCEPPO 16, ha incrementatoJlswpiante di timo, la resa in

olio e ha mostrato una maggiore attivita nei confronti di funghi fitopatogeni.

Il ceppo diB. cereusrlll BAC, sulle piante di origano, ha influito positivamente

sui parametri biomorfologici di tale coltura e ha permessoddyzione di un olio

con una piu spiccata attivita antimicrobica.

La prova in campo condotta su timo inoculato con il cepp®.dputida ha

evidenziato come gb | i estratti dal l e tesi Ami ner al
con il CEPPO 16, presentavan® lese dij-cimenee di oterpinene piu alte

rispetto agli altri trattamenti. Per contro, le suddette tesi hanno fornito le rese piu
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basse in timolo. l nol tre, l 6attivit”™ bat
| trattamenti.

| risultati ottenutie evideziano el complesso, come sia possibile modulare la
produzione quanjualitativa di oli essenziali ad azione biocida, mediante

| 6i mpi ego di speci fici ammendant i e batt

resistenza.
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