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ABSTRACT

PHYTOCHEMICAL AND AGRONOMIC STUDIES ON ARTEMISIA ABORESCENS L.
(ASTERACEAE) BY WILD FLORA OF SICILY AND BIOCIDAL ACTIVITY OF ESSENTIAL OILS.

- RESEARCH OBJECTIVES

Aim of this work was to gain a deeper knowledgeultbe bio-agronomic behavior & arborescens as
concerns its propagation and cropping techniguesmaal composition of the essential oil and paatnt
industrial applications as a raw material with acidal activity.

- MATERIALSAND METHODS

Propagation technique.

The trial, carried out throughout October and Nolen2009 in the laboratories of Consiglio per lagRta e

la Sperimentazione in Agricoltura (C.R.A.), sectmiBagheria (PA, Italy), was preliminarily condedtin
order to identify the more suitable environmentahditions for seed germination Aftemisia arborescens.
The germination temperatures ranging from 5 to@@vith intervals of 5 © C) were compared. The effef
light on the germination process was also studiestjng the photoperiodic conditions of 18 / 6 ho(light
/dark), and total darkness.

Concerning the propagation by cuttings, differeamviest times, different rooting substrates (2:1, 1:2 v/v

of acid peat and perlite) and finally the additiohNAA rooting hormone, in doses of 4000 ppm, were
compared, evaluating the effect of each treatmerhe percentage of engraftment.

Phytochemical analysis

The area that was interested by sampling, aboutkb@Owide, lies within the province of Palermo and is
limited in the North by Tyrrhenian Sea and on ttieothree sides by mountains with variable alggiérom
600 to 1250 m asl. For the sampling of natural fatmns of A.arborescens different sites were selected.
Between September 2009 and September 2010, whapiahts were experiencing the phase of vegetative
stasis and then in full blooming stage, plant saspVere collected to start the process of steatitiation.

The chemical analysis of compounds was carriedrotite laboratories of Pharmaceutical Chemistrihat
University of Valencia, using a gas chromatograpth @ mass spectrograph.

Antimicrobial activity

The essential oil of A. arborescemss tested for its antibiotic activity against #oiacterial strains
available in the laboratories of the DepartmentiéB8ze per la Promozione della Salute” (Univerdigdli
Studi di Palermo). The selected speclastéria monocytogenes, Enterobacter spp. andsalmonella enterica)
are generally associated with food alterations gglyeassociated with an improper storage.

The bacterial strains were inoculated in the grgwimedium and poured into Petri plates, which inetiid
discs of paper tinted with the solution/Afarborescens essential oil in acetone, at planned doses. Tategl
were stored at 37 ° C for 24 h and the inhibitacindgty was termed positive when around the dislpaper
an evident zone of inhibition was found.
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Fungicidal activity

The capacity of the essential oil &farborescens to inhibit the growth of fungal mycelium, was evaled in
the laboratories of the CRA- C.R.A.-S.F.M. (UnitaRicerca per il Recupero e la Valorizzazione delle
Specie Floricole Mediterranee, Bagheria, PA, ltalgarrying out trials onFusarium oxysporum f.sp.
dianthii; Verticillium dahliae, Phythophtora citrophtora and Botrytis cinerea, that are fungal pathogens
largely widespread in many ornamental and hortiralt crops grown in greenhouses. The used growth
medium consisted in a mixture of Potato broth, Agyad Dextrose (PDAs). The test was carried outeitni P
plates where 20 ml of substrate were poured, agd the essential oil was put at the planned expetiah
doses. After the inoculation of fungal myceliurme tilates were incubated at 25 °C, with the excapiid.
cinerea, characterized by lower thermal requirements, whiels stored at 20 °C for 10 days. The radial
growth of mycelium was measured after 3, 6 and & d@fter the starting of the trial. The experimeas
conducted in double and the inhibitory activity waedculated as a percentage of growth comparetigo t
growth of the untreated control. The tested oilsemeharacterized by three different types of chainic
composition; chamazulene-type, when chamazulenefawasd as the majority compounflithujone-type
when B-thujone was the main compound, and chamazul@tieujone-type when the two compounds were
found at the same percentage.

Herbicide activity

The experiment was conducted in the laboratoriddotdiny of the Instituto Agroforestal Mediterraregtche
Polytechnic University of Valencia, between MarahdaSeptember 2010. The target weed species were
selected from a list reporting the most relevanedgethat were common to the Spanish (Valencia) and
Italian (Sicily) agricultural environments, selegiamong them, those showing a greater seed anifylédr

the experiments. The seeds of the selected weedscabected from wild plants in the disseminatfrase,

and after a first selection they were placed imipéttes for germination. The test was addressezi/aluate

the inhibitory ability of A. arborescens essential oil against the germination of theselseby means of
calibrated micro-pipettes, carefully measured miguantities of essential oil were poured in soagaper
disks covering the seeds. Each experiment was tegh&aimes.

Insecticidal activity

The test was conducted in the Entomology laboresodf the Instituto Agroforestal Mediterraneo oé th
Polytechnic University of Valencia, between May @®ptember 2010. Green lemons fruits were artificia
infested withAoenidiella aurantii by means of a specially designed device, andrniecticidal activity ofA.
arborescens essential oil was evaluated against the earlyldpueent stages of the insect. The essential oil
was tested as a possible additive to mineral miplace of the most harmful organophosphate insdes.
Hence, the comparison was made between the treetwéth mineral oil alone and with mineral oil mike
to the A. arborescens essential oil, compared with a control with watkfter the treatment the fruits were
stored under controlled environmental condition28T°C, RH 70%, photoperiod 18 / 6 hours).

- RESULTSAND DISCUSSION

Propagation Technique

The test showed germination values ranging betweand 77.5%, with an average germination time that
remained almost constant within all the conside¢esaperature values in the seeds exposed to light(6.8
days), that in those exposed to the dark(7.7 -d&ys).

STUDI FITOCHIMICI E AGRONOMICI SU A.ARBORESCENS L. E ATTIVITA’ BIOCIDA DELL'OLIO ESSENZIALE.
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In both tests, the highest germination values wartined at temperatures of 5 and 10 °C in light
conditions, and at 5 and 15°C in when exposetigalark conditions. From the ecological point @w; it
seems to find a reason the higher possibilityrid froung plants oA. arborescens in the wild in spring and
autumn, when the temperatures are ranging arourd€ 1@hile at higher temperature levels, that gpecal

of the summer periods, the emergence rush is paitihibited.

The rooting percentage of cuttings does not appedre significantly affected by harvest time of nila
starting material, even if it seems possible tal fthe best collection time in the winter seasonenvthe
rooting rate gained values ranging between 20 &36. &he mean rooting percentage was close to 2G#6 bo
in cuttings prepared with rooting hormone and i timtreated ones. The use of different substrates dot
appear to be crucial for the rooting process, alvére reduction of the relative amount of peathia growth
substrate gave an overall increase of the rootitgyaf 15%.

Phytochemical analysis

The study of the quantitative composition of thesessial oil of Artemisia arborescens allowed the
identification of 43 compounds, corresponding te 82-99% of the extracted oil. All studied oils are
characterized by the predominance of monoterpenth@rsesquiterpene fractioprthujone (20:51 - 55.85
%), chamazulene (15.23 - 49.41 %), camphor (1.208.71 %) and germacrene-D (2.28 to 3.43 %) were
always found and prevailed in the oil extracts, aimte they can adequately represent the analyizettiay

can be identified as specific markersAodirborescens.

The phenological stage significantly influenced ttmenoterpene fraction, that in flowering phase is
quantitatively higher (69.01% vs. 61.80% obtainedhe vegetative phase). The result is widely fiestiby

the well-known physiology of the species, becausthis stage most of the attractive substancedesiriity
plants belong to the group of volatile monoterpenes

The distillation time is a technological variabkat radically influences the production and the position

of the oil itself. About 90 % (77-94%) of total extted oil is obtained between 60 and 120 minutéh, just

a slight increase (about 6%) in the last 60 minuteghe first minutes the oil is almost entirelyneposed
from the more volatile fraction, namely monoterpgnehile as the process goes on, the sesquiterpene
fraction (heavier), and especially chamazulenepbes more relevant.

The survey, carried out in order to evaluate thiectfof the plant component on oil characters, rditlshow
any significant difference in quality traits betweeaves and flowers, while the oil yield was mbagher in

the last botanical fraction.

Antimicrobial activity

The antibacterial activity of the essential oil Aafarborescens showed a very good inhibition spectrum in
Listeria (34 of 44 test strains were inhibited in growthjth a variable degree of sensitivity between the
different strains.

The experiment conducted on the most common battspecies(Enterobacter, Salmonella and L.
monocytogenes) responsible of food alteration, allowed to obtaimme interesting information: Gram-
negative specietSalmonella spp. andEnterobacter spp.) showed to be unaffected by the treatmertt wit
Artemisia arborescens essential oil, while a greater degree of sengjtiwias observed on Gram-positive
speciegListeria spp.).

The above mentioned potential of the essential 0bilA. arborescens suggests a possible industrial
application; due to the strong aromatic charadtesisof the product, however, it is still to asedntthe
response of the consumers from the organoleptitt pbiview.

Fungicidal activity

The fungal species that showed the highest seitgitiy the essential oil of. arborescens wasFusarium,
that experienced a maximum inhibition level of 483-%, althoughV/erticillium reached an inhibition value
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of 63% but only with one chemical oil type (chamane-type).Fusarium was always inhibited with values
higher than 20% when the maximum oil dose was used.

Especially interesting, and deserving further stadis the suggested relationship between fungstbition
and chemical oil composition: the chamazulene-tyibeeems to show always a higher degree of inbifoit
compared t@ thujone-type; this last one demonstrates, in soases, to have an inhibitory effect even lower
than that of the oil in which both compounds arespnt.

Herbicidal activity

The herbicidal activity of the essential oil &farborescens was studied againBortulaca oleracea, Conyza
australis andArauja sericifera, but it showed some effect only in the last twoesas

Among the tested doses (0.125, 0.250, 0.5 and J,ppty the highest showed an effect on the gertiina
activity, bringing to a complete inhibition of seedermination; at the dose of 0.25 ppm, a 50 %bitibh
rate was instead obtained, and the control actias maintained only up to 3 days after the stamihthe
trial. Very interesting was the result dwaujia sericifera, that represents a real threat to citrus crops in
Spain.

Insecticidal activity

After 15 days from the execution of treatments, t@rtality of 50 individuals of cochineal per fruitas
detected, and it was termed dead each individaalithd not completed the transition from the fiossecond
development stage. Generally speaking, the adddfof. arborescens essential oil seems to improve the
effect of treatment with mineral oils: the statistianalysis shows an highly significant{m®.001) increase
of the mortality level (in average, from 75.8 %98.2 %) after the addition of Artemisia essentiélto
mineral oil. The experiment has allowed to enhaheceffectiveness of the formulation obtained with
minimum dose of mineral oil, in which the essentalof A. arborescens seems to represent an effective
substitute for the organophosphate products. Asatemof fact, this mixture has proved more effezti
(+23.2%) than the administration of only minerdlinithe lowest dose (0.5%), showing a not sigaifity
different effect from the average dose (1%).

- CONCLUSIONS

The studies carried out abodit arborescens have allowed us to acquire new information on ¢hemical
composition of essential oil and the influence ofisome parameters such as the plant phenologfiageé,
the plant part and the distillation time, allowit@ conclude that the best compromise between gueatit
quantitative results is given by the collectiontbé whole plant at full bloom phase, followed b th
distillation of plant biomass for 120 minutes.

The study has allowed us to provide some impoigaidelines for the propagation of the specieswatig
to restrict the range of working temperatures att3C0°C, in which the seeds germinate more quickig a
evenly.

The species has largely confirmed the many integegbossibilities of use suggested by the litemtur
revealing a wide range of biocidal activity, exm®d against some Gram-positive bactdtissteria
monocytogenes), some species of fungiFusarium spp.), a cochineal of citry®. aurantii) in the juvenile
phase and some wee@saujia sericifera) widespread in Spanish agroecosystems. More deegtunids in
each specific area of interest will help to defiméividual doses and methods of intervention atabeuracy
level that is required by industry.

STUDI FITOCHIMICI E AGRONOMICI SU A.ARBORESCENS L. E ATTIVITA’ BIOCIDA DELL'OLIO ESSENZIALE.
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RESUMEN

ESTUDIO FITOQUIMICOS Y AGRONOMICOS SOBRE ARTEMISA ARBORESCENS L.
(ASTERACEAE) DE LA FLORA ESPONTANEA DE SICILIA Y ATIVIDAD BIOCIDA DE SUS
ACEITES ESENCIALES.

- OBJETIVOSDE LA INVESTIGACION

El objetivo de este trabajo es profundizar el con@nto acerca del comportamiento bio-agronémicoAde
arborescens en lo relativo a su propagacion, técnicas de aultcomposicién quimica de los aceites
esenciales y sus potenciales aplicaciones indlestrimmo materia prima con actividad biocida.

- MATERIALESY METODOS
Técnicas de propagacion

La experimentacién, llevada a cabo entre Octubkoyiembre de 2009 en los laboratorios del “Consigli
per la Ricerca e la Sperimentazione in Agricoltu(€.R.A.), seccién de Bagheria (PA, Italia), estaba
enfocada a la identificacion de las condiciones ianthles mas favorables para la germinacién de las
semillas deArtemisia arborescens. Se compararon intervalos de temperatura de gacidim de 5°C entre los

5 y los 30°C. También se estudiaron los efectoladez en la germinacién. Las condiciones sometalas
estudio fueron 18/6 horas (luz/oscuridad) y osautidotal. Respecto a la propagacién por esqueges, s
realizaron pruebas comparativas con diferenteo@esi de recoleccion del material vegetal y difagnt
sustratos ( 2:1, 1:1, 1:2 v/v de turba y perlitgoy ultimo, se comparé el efecto de la adiciéadeormona

de enraizamiento NAA, en dosis de 4000 ppm, sdlpereentaje de enraizamiento.

Analisis fitoquimico.

El &rea de muestreo, de 100%de extension, se ubica en la provincia de Palgriimita al Norte con el
mar Tirreno y al Sur, Este y Oeste con montesltiteades variables que van desde los 600 a los 1250
sobre el nivel del mar. Se eligieron diferentesagiiones para el muestreo de las poblaciones feguwla
A.arborescens. Entre los meses de Septiembre de 2009 y Septieddr2010, cuando las plantas se
encontraban en estado de estancamiento vegetagntogces en plena floracion, se realizé la rectdecde
muestras para la posterior destilacion al vaporartllisis quimico de los compuestos se realiz6osn |
laboratorios de Quimica Farmacéutica de la Unidarside Valencia usando un cromatdgrafo de gases y u
espectrémetro de masa.

Actividad antimicrobiana.

La actividad antibiética del aceite esencialiderborescens se ha probado sobre algunas cepas de bacterias
disponibles en los laboratorios del departamentiet&e per la Promozione della Salute” (Univerdiegli

Studi di Palermo). Las especies seleccionadégeia monocytogenes, Enterobacter spp.y Salmonella
enterica) estan generalmente asociadas con las alteracimesertos alimentos derivadas de una mala
conservacion.

Las cepas bacterianas fueron inoculadas en ebsustrdepositadas en placas Petri, dentro de kEesge
colocaron discos de papel mojado con la disolud®aceite esencial de arborescens en acetona en dosis
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en virtud del Protocolo. Las placas fueron colosaa@7 ° C durante 24 horas y la actividad inhilzitse
evalud como positiva cuando alrededor del discpage! existia una zona de inhibicion evidente.
Actividad fungicida.

La capacidad del aceite esencial de A. arboreguamsla inhibicion del crecimiento del micelio deingo,

se evaluod en los laboratorios de la CRA “C.R.A48.KUnita di Ricerca per il Recupero e la Valoazione
delle Specie Floricole Mediterranee, Bagheria, RAlia)”, sobre Fusarium oxysporum f.sp. dianthii,
Verticillium dahliae, Phythophtora citrophtora y Botritys cinerea. Los cuatro hongos patégenos mas comunes
en los cultivos de invernadero, y la horticulturaaomental.

Se adopt6 un medio de cultivo consistente en seppathta, dextrosa y agar (PDA). El estudio s&lev
cabo en placas petri con 20 ml de sustrato y aeséacial a las dosis de estudio. Después de dalamon

de las placas con micelio de hongo se incubardh‘aC, exceptd. cinerea que se incubo a 20 ° C, durante
10 dias. El crecimiento radial del micelio se mid&spués de los dias 3, 6 y 10 tras el inicio xiséemento.

El estudio se realizo por partida doble y la adad inhibitoria se calcula como un porcentaje @eiatiento

en referencia al crecimiento del control no tratados aceites probados se caracterizaban poripes t
diferentes de composicién quimica, tipo camazulenando este se presentdé como compuesto mayaritario
tipo B-tuyona cuando el compuesto predominante fugtlayona, y por dltimo tipo camazulefetiyona,
cuando los dos compuestos se encontraban en ebrpizroentaje.

Actividad herbicida

El experimento se realizd en los laboratorios d&Boa del Instituto Agroforestal del Mediterrand® la
Universidad Politécnica de Valencia entre Marzogptfembre de 2010. De una lista compuesta por las
especies invasoras de interés agricola comin antdientes espafioles (Valencia) e italiano (Sicik&)
seleccionaron aquellas que permiten una mayor uiisfidad de semillas para los experimentos. Las
semillas de las especies de hierbas adventiciascé@hadas fueron recolectados de las plantassibaeen

la fase de diseminacién, seleccionadas y colocadgarminar en placas Petri. La prueba esta enfogada
evaluar la capacidad inhibitoria del aceite esérmbéaA. arborescens frente a la germinacion de dichas
semillas. Mediante micro-pipetas calibradas, secutaon en discos de papel absorbente cantidades
cuidadosamente medidas de aceite esencial, quecsai®n sobre las semillas. Cada experimentoazde

5 veces.

Actividad insecticida

La prueba se realiz6 en los laboratorios de Entogial del Instituto Agroforestal Mediterraneo de la
Universidad Politécnica de Valencia, en el periodimprendido entre mayo y septiembre de 2010.

En frutos de limén verde, artificialmente infestadmn un dispositivo especialmente disefiado, sed@ia
actividad insecticida del aceite esencialddearborescens en las primeras fases de desarrollcAdenidiella
aurantia.

El aceite esencial fue probado como posible compfeon de insecticidas mas nocivos, como los
organofosforados.

Los tratamientos con aceite mineral y aceite minmezclado fueron comparados con los tratamientos ¢
aceite esencial de A. arborescens y con un cotmlgua. Después del tratamiento los frutos scamn

en condiciones 6ptimas para el desarrollo (28iuthedad relativa del 70%, fotoperiodo 18 / 6 horas)
Después de 15 dias se contabilizaron los individuesse encontraban en el segundo estadio dealesarr
como sobrevivientes y los otros como muertos.

- RESULTADOSY DISCUSION
Técnica de propagacion

La prueba mostr6 valores de germinacion que oseitéme 4 y 77.5 %, con un tiempo medio de germéraci
casi constante para todos los rangos de tempe@nsiderados en las semillas expuestas a la [da(9.5

STUDI FITOCHIMICI E AGRONOMICI SU A.ARBORESCENS L. E ATTIVITA’ BIOCIDA DELL'OLIO ESSENZIALE.
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dias) y en las que estan sometidas a oscuridad @.5 dias).

En ambas pruebas, los mayores valores de germinaei@btuvieron a temperaturas incluidas entre ge 5
15 ° C en condicion de luz, mientras de 5 y 15i€andiciones de oscuridad.

Desde el punto de de vista ecolégico, parece gaeseda razén del hecho de que en la naturalezzdatas
jévenes deA. arborescens se encuentren en mayor nimero en primavera y otgfi®e es cuando las
temperaturas son alrededor de 10 ° C, mientragdemperaturas mas altas, tipicas del veranolups fde
emergencia se inhiben parcialmente.

El porcentaje de enraizamiento de los esquejesanece verse afectado significativamente por ladedd
cosecha dl material vegetal, aunque el mejor tiepgrece ser en la temporada de invierno con pa@jesnt
que oscilan entre el 20 y el 40% de enraizamidBkenraizamiento fue cercano al 20% tanto en estaca
tratadas con hormona de enraizamiento como enoldsatados. El uso de diferentes sustratos no paec
fundamental para el proceso de enraizamiento, autgueduccion de la fraccién de turba provocd un
aumento total de la tasa de enraizamiento del 15%.

Analisis fitoquimico

El estudio de la composicion cuantitativa del @&cessencial deArtemisia arborescens condujo a la
identificacién de 43 compuestos, lo que correspail@®? a 99% de los aceites extraidos. Todos lekesc
estudiados se caracterizaron por el predominimslenonoterpenos en la fraccion sesquiterpénicanfBe

se encontraron, y prevalecen, compuestos comdwslona (20,51 - 55,85%), camazuleno (15,23 a 48)41
alcanfor (1,34 a 10,71%) y germacreno-D (02:28-Bi}13Estos compuestos fueron identificados como
marcadores especificos de A.arborescens, ya qresesgpan suficientemente los aceites analizados.

El estado fenoldgico parece afectar significativaime la fraccion de monoterpenos, que en la fidgnaes
cuantitativamente superior (69,01% frente al 61,8@&¥%istrado en la fase vegetativa). El resultado es
ampliamente justificado por la conocida fisiologia la especie, ya que, en esta fase, la mayoriasde
sustancias atrayentes emitidas por las plantasneextn al grupo de los monoterpenos volatiles.

El tiempo de destilacién es una variable tecnokbgjoe influye de manera radical en la produccida y
composicién del aceite. Aproximadamente el 90%92%) del aceite extraido se obtiene entre los a0y
minutos, con un ligero aumento (sélo el 6%) eniltisnos 60 minutos. En los primeros minutos dekpso,

el aceite obtenido esta compuesto casi en sudathpor la fraccion méas volatil, es decir, monatens,
mientras que conforme avanza la extraccion, laidacsesquiterpénica (mas pesada) y el camazukamng
importancia.

El estudio realizado sobre la influencia de ladi@e botanica en las caracteristicas del aceitennestra
diferencias significativas entre las hojas y flomgentras que el rendimiento es mucho mayor enl@sima
fraccion botanica.

Actividad antimicrobiana

La actividad antibacteriana del aceite esencialAdearborescens ha presentado un buen espectro de
inhibicién delListeria arborescens (en 34 de 44 cepas probadas se inhibi6 el cresta)iecon un grado de
sensibilidad variable entre las diferentes cepiessienadas.

El estudio realizado sobre las especies bacterisemsonsables de la alteracién de los alimentos mas
comunes Enterobacter, Salmonella y Listeria monocytogenes), permite obtener datos de interés: las especies
Gram-negativas Galmonella spp y Enterobacter spp) se han mostrado insensibles al tratamiento co
Artemisia arborescens, mientras que se observé un mayor grado de skdatbien las especies Gram-
positivas Listeria spp.).

El potencial mencionado del aceite esencial derBorascens permite plantear la hipotesis de unilpos
aplicacion industrial. Dadas las caracteristicasnaticas fuertes del producto, queda comprobaspuesta

de los consumidores desde el punto de vista orgptico.
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Actividad fungicida.

Las especies que han mostrado mas sensibilidacbié @&sencial dA. arborescens sonFusarium, con una
inhibicibn maxima del 40 al 43%, aungMerticillium presentan una inhibicién del 63%, pero sélo con un
tipo quimico del aceite (tipo camazulen&usarium se inhibié con valores siempre superiores al 20%
cuando se utiliza la dosis maxima de aceite.

Particularmente interesante y digno de estudioaepdsible relaciéon entre la inhibicién flngica y la
composicién quimica del aceite: el aceite tipo carteno parece tener siempre un grado de inhibiciayor
que el tipoB-tuyona. Este Ultimo, en algunos de los casosg tienefecto inhibidor mas bajo, incluso que los
aceites que presentan ambos compuestos.

Actividad herbicida

La actividad herbicida del aceite esencial’d@rborescens se ha estudiado dfortulaca oleracea, Conyza
australis y Arauja sericifera, pero sélo en los dos ultimos mostré efectos.

Entre las dosis en prueba (0,125, 0,250, 0,5 ym) ppdlo mostré actividad inhibidora sobre la ge&raion

la dosis mayor, obteniendo una inhibicion completa,lugar de una inhibicién del 50% como la que se
obtuvo con 0,25 ppm. El control se mantuvo un maxita 3 dias tras el inicio de la prueba.

El resultado déraujia sericifera resultd ser muy interesante, ya que representzendadera amenaza para
los cultivos de citricos en Espafia.

Actividad insecticida

Después de 15 dias tras la ejecucion de los tratdos, se detecté la mortalidad de 50 individuos de
cochinilla para cada fruto, contabilizando como tadadad a los individuos que no habian completado |
transicion de la primera etapa a la segunda derdéea

En general, la adicién de aceite esencialAderborescens parece potenciar el efecto del tratamiento con
aceites minerales: el andlisis estadistico muestraumento muy significativo (® 0,001) del nivel general
de mortalidad en los tratamientos con aceite mir&i® (en promedio 75,8%) al tratamiento con aceit
esencial de Artemisia afiadido al aceite mineral{a@3,2%).

El experimento ha permitido mejorar la efectividila formulacion obtenida con la dosis minima dkita
mineral, en la que el aceite esencial Me arborescens parece sustituir con eficacia los productos
organofosforados. Esta mezcla, de hecho, demastmhds eficaz (+23.2%) que el uso de sélo acenenali

en la dosis mas baja (0,5%), mostrando un efectawnodiferente a la dosis media (1%).

- CONCLUSIONES

Los estudios acerca @e arborescens efectuados en el curso de esta investigacion aogparmitido obtener
nueva informacion sobre la composicion quimica aetite esencial y sobre la influencia de algunos
parametros como el estado fenoldgico, la fraccidtdrica y el tiempo de destilacion, permitiendoatoin

gue el mejor compromiso entre la calidad y el remelinto es la recoleccion de toda la planta en pleno
florecimiento y haciendo la destilacién durante h#ifiutos.

El estudio nos ha permitido ofrecer algunas diilgetrimportantes para la propagacion de la esplectpje
permite restringir el rango de temperatura a 10-X5 que es cuando las semillas germinan con mayor
rapidez y de manera uniforme, y la garantia de lguadicion de hormonas exdgenas no afecta al
enraizamiento de estacas.

Las especies han confrimado ampliamente las iraBtes posibilidades de uso sugeridas por los estudi
previos, revelando un amplio rango de actividactidim contra algunas bacterias Gram-posititastéria
monaocytogenes), algunoas especies de hongessarium spp.), una cochinilla de los citricos. @urantii) en

fase juvenil y algunas hierbas adventicisa(jia sericifera), muy comuin en los agroecosistemas espafioles.
Estudios més profundos y detallados en cada udosdeampos y areas de interés ayudaran a defisis do
especificas y métodos de actuacion al nivel ddldetae requiere la industria.

STUDI FITOCHIMICI E AGRONOMICI SU A.ARBORESCENS L. E ATTIVITA’ BIOCIDA DELL'OLIO ESSENZIALE.
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SINTES

STUDI FITOCHIMICI ED AGRONOMICI SU ARTEMISIA ARBORISCENS L. (ASTERACEAE)
DELLA FLORA SPONTANEA SICILIANA E ATTIVITA BIOCIDA DEGLI OLI ESSENZIALI

- INTRODUZIONE

L'utilizzo degli estratti vegetali come prodottimiecontrollo delle avversita biotiche dei colti#iconosciuto
da molti secoli ma solo in parte & stato approfamiénte studiato.

La bibliografia disponibile riporta studi sull'attta biocida dei diversi estratti ottenibili dalf@ante (oli
essenziali, macerati ed estratti con solventi dgjain massima parte concentrati su poche spetiliezate
tradizionalmente come il piretro (Chrisantemum rmi@efolium) ed il neem (Azadirachta indica).
All'interno della flora spontanea siciliana son@genti diverse specie, appartenenti soprattuttofathiglie
botaniche delle Labiate e delle Composite, in csiiada riscontrata attivita biocida, che tuttawa nisultano
adeguatamente studiate. La ridotta bibliografias@née, contrapposta all’'enorme diffusione sul tenio
siciliano dell’A.arborescens ha fatto ricadere su questa specie la sceltaudicstelle possibili applicazioni
biocide del suo olio essenziale.

- Obiettivi dellaricerca

Scopo del lavoro & stato quello di approfondirecdmoscenze sul comportamento bio-agronomiceé\.di
arborescens in coltivazione, sulla tecnica di propagaziondlascomposizione chimica dell’'olio essenziale e
sulle sue possibili applicazioni in vari settorlurstriali come materia prima ad attivita biocida.

- MATERIALI EMETODI
Tecnica di Propagazione

La prova, effettuata nei mesi di ottobre e noven#y@9 presso i laboratori del Consiglio per la Riaee la
sperimentazione in Agricoltura (C.R.A.), sez. digBaria, & stata condotta in via preliminare peividdare
alcune condizioni ambientali idonee per la germimaa del seme dArtemisia arborescens. Sono state
messe a confronto temperature di germinazione da 30 °C con scarti di 5°C. E’ stato studiato anche
I'effetto della luce sul processo germinativo dfiando alcune prove con fotoperiodo 18/6 ore dé/fogio ,

ed alcune prove in condizioni di buio totale.

Per quanto concerne la propagazione per talea statianessi a confronto differenti periodi di raktaael
materiale vegetale, differenti substrati di radioae (2:1; 1:1, 1:2 v/v di torba acida e perlite) iafine
I'effetto dell’'ormone radicante NAA, in dose di 4DPpm, sulla percentuale di attecchimento.

Analisi fitochimica

L'area interessata dai campionamenti, estesa pea €00 kmq, ricade nella provincia di Palermoselta
limitata al Nord dal Mar Tirreno e sugli altri ttati da montagne con altitudine variabile dai 6002560 m
s..m. Sono stati selezionati diversi siti di prelmento di popolazioni naturali di.arborescens. Nel
periodo compreso tra il settembre 2009 ed il sditer@010 quando le piante si presentavano in fasesi
vegetativa e successivamente in fase di pienatdiati sono stati prelevati diversi campioni vedeta
avviare al processo di distillazione in correnteajore.

L’'analisi chimica dei composti svoltasi presso bdaatori di chimica farmaceutica dell’'Universita di
Valencia si &€ basata sull'impiego di un Gascromatfoge di uno Spettrometro di Massa.

Attivitd antimicrobica
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L'olio essenziale diA.arborescens € stato testato per la sua attivita antibioticaakwni ceppi batterici
disponibili in colture apposite presso il Dipartime “G. D’Alessandro” di Scienze per la Promoziatalla
Salute dell'Universita degli Studi di Palermo. Lgesie selezionatelisteria monocytogenes, Enterobacter
spp. eSalmonella enterica) sono generalmente associate alle alterazioni ddigienti determinate da una
loro cattiva conservazione.

| ceppi batterici sono stati inoculati in quantitata nel substrato di coltura e versati all'intedigpiastre
Petri al cui interno sono stati disposti dei digtihdi carta imbibiti con la soluzione acetonica @io
essenziale alle dosi previste dal protocollo. lasie sono state poste a 37°C per 24 h e I'atiivibétoria &
stata valutata positiva quando attorno al disaradia si presentava un’evidente area di inibizione.

Attivita fungicida

La capacita inibente sulla crescita del miceliogino, dell'olio essenziale di. arborescens € stata valutata
presso i laboratori del C.R.A.-S.F.M. (Unita di ®ica per il Recupero e la Valorizzazione delle #pec
Floricole Mediterranee, Bagheria (PA), Italia ), Busarium oxysporum f.sp. dianthii; Verticillium dahliae,
Phythophtora citrophtora e Botritys cinerea, quattro patogeni fungini molto diffusi nelle agi¢ in serra, sia
ornamentali che ortive. E stato adottato un mezzmliura costituito da Brodo di Patata, Agar e tDesio
(PDA). La prova € stata svolta in piastre Petri el@llinterno venivano versati 20 ml di substraéo,
successivamente immesso l'olio essenziale nellé ptesiste dal protocollo sperimentale. Dopo I'intx
del micelio fungino le piastre sono state posteinicubazione a 25 °C, ad eccezione Bli cinerea,
caratterizzata da esigenze termiche inferiori, &ls¢ata posta a 20 °C per 10 giorni. L’accrescimeadiale
del micelio & stato misurato dopo 3, 6 e 10 giokneésperimento & stato condotto in doppio e I'atdiv
inibente é stata calcolata come percentuale detéscimento in riferimento all’accrescimento dehtrollo
non trattato.Gli oli in prova sono stati caratteati da tre tipologie differenti di composizioneiroita;
camazulene-tipo, quando questo si presentava camgpasto maggioritariof —thujone-tipo quando il
composto prevalente era fi-thujone, ed infine camazulefethujone-tipo quando nella composizione
chimica dell'olio i due composti si equivalevana@ntualmente.

Attivita erbicida

La prova é stata svolta presso i laboratori di hietadell'lstituto Agroforestal Mediterraneo delfiyersita
Politecnica di Valencia nel periodo compreso trazmae settembre del 2010. Le specie target pertaues
prova sono state selezionate all'interno di untalisostituita dalle specie infestanti di interesggario
comuni agli ambienti Spagnoli (Valencia) e ItaligS8icilia); tra queste sono poi state selezionaigllg che
permettevano una maggior disponibilita di semel@grove. | semi delle specie infestanti scelteosstati
raccolti da piante spontanee in fase di dissemim&ziselezionati e posti a germinare in piastrei. et
prova di inibizione della capacita germinativa atsteffettuata immettendo con micro-pipette caftéra
micro-quantita prefissate di olio essenziale satdidi carta imbevuto che copriva i semi; ogni tesiata
replicata 5 volte.

Attivita insetticida

La prova € stata svolta presso i laboratori di mwatogia dell'lstituto Agroforestal del Mediterraneo
dell'Universita Politecnica di Valencia, nel peramdompreso tra il maggio ed il settembre 2010.r8tii fdi
limone verdi, infestati artificialmente mediante dispositivo appositamente progettato, € statatat@u
I'attivita insetticida dell’olio essenziale sui pii stadi evolutivi diAoenidiella aurantii. L'olio essenziale non

€ stato testato come prodotto singolo ma come uweadie dell'attivita insetticida dell'olio mineral@
sostituzione dei piu nocivi insetticidi fosfoorgeniSono stati quindi posti a confronto trattamertn solo
olio minerale e con olio minerale miscelato ad @gsenziale di. arborescens, comparati con un controllo
con acqua. Dopo il trattamento i frutti sono stadisti in camera termostatata (T 28 °C, U.R. 70%,
fotoperiodo 18/6 ore).

STUDI FITOCHIMICI E AGRONOMICI SU A.ARBORESCENS L. E ATTIVITA’ BIOCIDA DELL'OLIO ESSENZIALE.
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- RISULTATI E DISCUSSIONE

Tecnica di Propagazione

La prova ha evidenziato valori di germinabilita ilaati tra il 4 e il 77.5%, con un tempo medio di
germinazione pressoché costante entro tutti i vdidemperatura considerati nei semi espostilata (6.9

— 9.8 giorni) ed in quelli esposti al buio (7.7 .5 giorni).

In entrambe le prove, i valori di germinazione plavati si sono ottenuti a temperature comprese3red i
15 °C, mentre a 5 e 15°C in condizioni di buio.

Dal punto di vista ecologico, sembra cosi trovara motivazione il fatto che in natura le giovararge diA.
arborescens si ritrovano in maggior numero in primavera e utumno, quando cioe le temperature si
aggirano intorno ai 10 °C, mentre a temperatureisop, tipiche delle stagioni estiva, i flussi eliinergenza
vengono parzialmente inibiti.

La percentuale di attecchimento delle talee nonbserassere influenzata significativamente dal jgeridi
raccolta della biomassa vegetale anche se il pemaidliore sembra poter essere comunque collocaita n
stagione invernale con valori oscillanti tra 20irea 40%. La radicazione media € stata prossin2d# sia
nelle talee trattate con ormone radicante che ellgunon trattate. Anche I'uso di differenti sulagtmon
sembra essere determinante ai fini del processadicazione, anche se con la riduzione della frezio
torbosa é stato ottenuto un incremento del tassadittazione pari al 15%.

Analisi Fitochimica

Lo studio della composizione quali-quantitatival'déb essenziale diArtemisia arborescens ha condotto
all'identificazione di 43 composti, nel complessarreispondenti al 92-99% dell'olio estratto. Tutti gl
ottenuti sono caratterizzati dalla predominanzéadehzione monoterpenica rispetto a quella sestpdhica.
Composti qualip-thujone (20.51 - 55.85 %), camazulene (15.23 44346), canfora (1.34 - 10.71 %) e
germacrene-D (2.28 - 3.43 %) sono stati individeame marker specifici if.arborescens in quanto
sempre presenti e prevalenti negli oli estratpprasentando adeguatamente I'olio analizzato.

La fase fenologica risulta influenzare in manieigniicativa la frazione monoterpenica, che inefa$
fioritura risulta quantitativamente piu elevata .%o contro il 61.80% rilevato in fase vegetativi).
risultato & ampiamente giustificato dalla notaofisgia della specie, poiché in questa fase la nuaguarte
delle sostanze attrattive emesse dalle piante &@paial gruppo dei monoterpeni volatili.

Il tempo di distillazione € una variabile tecnolayiche influenza in maniera radicale sia il renditoehe la
composizione dell’'olio stesso. Circa il 90% (77-948ell'olio complessivamente estratto si ottiere it60
ed i 120 minuti, con un leggero incremento (appieré@o) negli ultimi 60 minuti. Nei primi minuti del
processo I'olio € costituito quasi interamente aldélhzione piu volatile, cioé quella monoterpenitegntre
con l'avanzamento del processo I'olio si va arramtio della frazione sesquiterpenica (piu pesante) e
soprattutto di camazulene.

L'indagine effettuata sull'influenza della fraziorfgotanica non ha evidenziato significative differen
qualitative tra foglie e fiori, mentre il rendimentisulta molto piu alto in quest’ultima frazionethnica.

Attivita antimicrobica

L'attivita antibatterica dell’'olio essenziale i arborescens ha presentato uno spettro di inibizione molto
buono su Listeria (34 dei 44 ceppi in prova soradi $hibiti nella crescita), con un grado di seiig# al
trattamento variabile tra i diversi ceppi selezitona

La verifica condotta sulle piu diffuse specie battee Enterobacter, L. monocytogenes e Salmonella)
responsabili di intossicazioni alimentari ha canige comunque di ricavare informazioni interessalet
specie Gram-negativiSalmonella spp. eEnterobacter spp.) si sono mostrate insensibili al trattamesto
Artemisia arborescens, mentre un maggior grado di sensibilita & stagen&to sulle specie Gram-positive
(Listeria spp.).

Le sopra citate potenzialita dell'olio essenzial@darborescens permetterebbero di ipotizzarne un possibile
utilizzo industriale; in considerazione delle faréiratteristiche aromatiche del prodotto, tuttaréata ancora
da verificare la risposta del consumatore dal pdntgsta organolettico.
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Attivita fungicida

La specie maggiormente sensibile all'olio essepzi@l.arborescens risulta essere stataRlsarium con una
inibizione massima del 40 - 43%, anche séeitticillium ha presentato una inibizione del 63% ma solo con
una tipologia chimica di olio (camazulene-tipo)Fusarium & stato inibito sempre con valori superiori al 20
% quando é stata utilizzata la dose massima di olio

Particolarmente interessante e meritevole di appdifmento risulta la possibile relazione tra inibie
fungina e composizione chimica dell'olio: I'olio m@zulene-tipo sembra infatti presentare un grado di
inibizione sempre piu alto dgtthujone-tipo; quest'ultimo risulta, in alcuni cadbtato di un effetto inibente
pit basso perfino dell’'olio che presenta entrand@mposti.

Attivita erbicida

L’attivita erbicida & stata studiata Sortulaca oleracea, Conyza australis e Arauja sericifera ma solo su
queste ultime due I'olio essenzialeAdarborescens ha evidenziato effetti.

Tra le dosi in prova (0.125, 0.250, 0.5 e 1 ppmjp de piu elevate hanno mostrato efficacia sulVit
germinativa inibendo completamente la germinazicalts dose di 0.25 ppm si € invece ottenuta una
inibizione pari al 50%, ma I'azione di controllstata mantenuta solo fino al 3 giorno di prova.

Molto interessante appare il risultato ottenutoAsaujia sericifera, poiché questa rappresenta una reale
minaccia per le coltivazioni agrumicole in Spagna.

Attivita insetticida

Dopo 15 giorni dal’esecuzione dei trattamentit&asrilevata la mortalita di 50 individui di cooalia per
ogni frutto, considerando morti gli individui chemavevano portato a termine il passaggio dal pstadio

di sviluppo al secondo. In linea generale, I'agtpudi olio essenziale di. arborescens sembra potenziare
I'effetto del trattamento con oli minerali: I'analidei contrasti ortogonali mostra infatti un inoento
altamente significativo (R 0.001) del livello complessivo di mortalita passamlai trattamenti con solo olio
minerale (in media 75.8 %) ai trattamenti con agtiudi olio essenziale di artemisia (in media YR
L'esperimento ha consentito di attribuire un buorello di efficacia alla formulazione costituita Ida
minima dose di olio minerale, in cui I'olio essealei diA. arborescens sembra poter validamente sostituire i
prodotti fosforganici. Questa miscela ha infattivetato un’efficacia maggiore (+23.2%) della
somministrazione di solo olio minerale in dose miai(0,5%), mostrando un effetto non significativatee
differente dalla dose media (1%).

- CONCLUSIONI

Gli studi affettuati suA.arborescens nel corso di questa ricerca hanno permesso diigiggunuove
informazioni sulla composizione chimica dell'olissenziale e sull'influenza su questa di alcuni peta
quali la fase fenologica, la frazione botanica kdempo di distillazione, permettendo di giungeta a
conclusione che il miglior compromesso quali-quatitio si ottiene dalla raccolta dell'intera piamtalla
fase di piena fioritura e distillando la biomassa H20 minuti.

Lo studio ha permesso di fornire alcune importamiicazioni operative ai fini della propagaziondlae
specie, consentendo di circoscrivere ai 10-15 °Cafige di temperatura a cui i semi germinano piu
rapidamente e uniformemente, e accertando I'inimfaa dell’aggiunta di ormoni esogeni per la radasz
delle talee.

La specie ha confermato in larga parte le numeeosgeressanti potenzialita suggerite dalla letteea
rivelando un’ampia gamma di attivita biocide, esaié nei confronti di alcuni ceppi batterici Graosjivi
(Listeria monocytogenes), di alcune specie fungin@-usarium spp.), di una cocciniglia degli agrurf.
aurantii) in fase giovanile e di alcune erbe infestaftraujia sericifera) diffuse negli agroecosistemi
spagnoli. Studi di maggiore dettaglio condotti sgigoli ambiti specifici consentiranno di definidesi e
modalita di intervento con il livello di accuratezdchiesto dall'industria.

STUDI FITOCHIMICI E AGRONOMICI SU A.ARBORESCENS L. E ATTIVITA’ BIOCIDA DELL'OLIO ESSENZIALE.
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INTRODUZIONE

La crescente richiesta di nuovi prodotti di origimeturale, sia nel settore della salute umana malaiche
nell'industria alimentare e cosmetica, attribuiggande importanza allo studio delle essenze speetper
I'individuazione di nuovi principi attivi.

Se da un lato la maggior parte delle industriesdétore dei prodotti di derivazione naturale sirappigiona
dalla raccolta dello spontaneo, dall'altro vi € peenmaggiore evidenza che la crescente pressiggle su
ecosistemi porta ad un progressivo impoverimentta deodiversita, tanto che alcune specie sono oana
reale rischio di estinzione. Oggi, uno tra i maggloniti dell'industria dei prodotti naturali pu@ssere
identificato proprio nella ridotta disponibilita to@ale delle essenze utili; un ruolo basilare @&iastp punto
ricoperto dallo studio delle tecniche agronomicke lp produzione su scala medio-ampia delle pierdir
specie di interesse industriale. La valorizzazi@ggonomica di tali specie potrebbe giocare un ruolo
importante nella progettazione di linee strategialiernative per il potenziamento economico e pitbotu
delle aree interne e/o svantaggiate, nel quadra dedltifunzionalita che I'agricoltura oggi si prope di
esercitare.

Artemisia arboresceniks. € una Asteracea arbustiva largamente diffuggi aenbienti mediterranei, a cui una
copiosa attivita sperimentale svolta in diversetigdgl mondo attribuisce numerose proprieta chéaneo
una materia prima assai interessante per numatbsrisndustriali. Nel corso del triennio di databo € stato
pertanto svolto uno studio approfondito e multigiboare sulle potenzialita agronomiche e induitdella
specie, rivolgendo particolare attenzione alla teedione delle sue capacita biocide.

1 GLIOLI ESSENZIALI

Il tentativo piu antico di uniformare gli oli essgali sotto un’unica definizione ufficiale risalegiabilmente
alla meta del XIX secolo (Orosi, 1857) quando gjliessenziali vennero definiti coméda“parte lipofila del
fitocomplesso della pianta ... costituiti da miscetenplesse di sostanze organiche volatili di cozititue
chimica diversa ottenuti mediante distillazionecorrente di vapore e successive separazioni deevapecie
vegetali”. Le definizioni successive si sono in realta disa@stabbastanza poco da questa, e la moderna
Farmacopea Europea (EDQM, 2011) definisce gliesBenziali comeil“prodotto della distillazione in
corrente di vapore o dell'idrodistillazione, o deltlistillazione secca di una pianta o talune sudips nel
caso di prodotti agrumari, mediante opportuni presiemeccanici a freddoCome si vede, la definizione di
olio essenziale si basa piu sulla metodica adopepat I'estrazione che sulle caratteristiche fisiah
chimiche del prodotto. La metodologia piu anticaushmente e quella che vede I'utilizzo del grassmale
come vettore per I'estrazione; pur essendo unaggioa costosa e lunga, € ancora in uso per esswitte
delicate quali la rosa ed il gelsomino che si detano facilmente con il calore e/o con la presedia
solventi organici aggressivi (Odello, 1990).

Anche se, a fini non farmacologici, oggi grazieeafluove tecnologie € possibile estrarre dalla o®tri
vegetale una cospicua frazione di composti volagibsolubili con altri metodi molto piu performantella
distillazione in corrente di vapore, a tale fragonon puo, a rigore, venire attribuito il nome dii¢
essenziale” (Franz e Novak, 2010). Le estraziom solventi organici, fluidi supercritici, ultrasuor
microonde, quindi, consentono di ottenere perfiaaida stessa pianta miscele chimiche a volte amcitte
diverse, nessuna delle quali ne costituisce intadallio essenziale (Peng et al., 2004; Pimer286;
Sereshti e Samadi, 2007; Richter e Schellenbefly;;20seke e Kaufman, 2006).

Dal punto di vista chimico, gli oli essenziali sopevalentemente costituiti da prodotti terpenimbfio e
sesquiterpeni) e da una piccola frazione di derraz fenolica; in percentuale ancora inferiorergvano
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alcoli, aldeidi, chetoni, tannini ed alcaloidi; atie ultimi pur se presenti in quantita molto ridott
costituiscono la principale motivazione dell'intese commerciale verso molte specie vegetali (Cseke
Kaufman, 2006).

| terpeni conferiscono ad ogni olio essenziale ub gipico aroma, rappresentando frequentemente il
“principio attivo” dell’'olio stesso. Essi derivaraall’'unione di piu unita isopreniche, gruppi chimi 5
atomi di carbonio (C5) organizzati a formare fameiglhimiche quali i monoterpeni (a 10 atomi di cario:
C10 ) e i sesquiterpeni (a 15 atomi di carbonio5 1Al primo gruppo appartengono molecole a siratt
ciclica, come il thujone e la canfora, o strutture a-cicliche cdhmaircene ed il linalolo. | sesquiterpeni
possono invece essere alifatici, biciclici e tiici¢ tra i piu noti spiccano I'artemisina, che ajzre un ruolo
fondamentale nella lotta alla malaria, ed il callerfie, presente in moltissime specie, che vienssicerato
un ottimo anti-infiammatorio.

| fenoli sono invece composti aromatici derivatil deenzene, che conferiscono agli oli il loro colore
caratteristico e ne rappresentano molte volteiati tossici all'utilizzazione.

L’enorme complessita presente negli oli essenaabtituiti da circa 100.000 composti, rende quesidotti
interessantissimi dal punto di vista industrialecgca 3000 oli essenziali oggi conosciuti, cilcB0% sono
commercializzati come prodotti per aromaterapiadwmbristeria, mentre alcuni sono utilizzati comimgpi
attivi di prodotti farmaceutici e cosmetici o coffitefarmaci, ed altri come conservanti aliment&@akkali et
al., 2008).

La funzione svolta dall'olio essenziale nella paanbn & del tutto chiarita; nel corso del tempoosstate
formulate diverse ipotesi, secondo cui questo,itcitst in massima parte da metaboliti secondartreiibe
costituire uno strumento di difesa della piantatapre avversita esterne, svolgendo un’azione come
antibiotico, fungicida, insetticida o anche comeistento di difesa contro gli erbivori riducendopleopria
appetibilita. | metaboliti secondari presenti nagjliessenziali svolgono un ruolo anche per I'aitvae degli
insetti pronubi, ed infine in qualche caso sondestescontrate anche sostanze grasse con prolfabd@ne

di riserva (Bakkali et al., 2008; Cseke e Kaufnm2006).

1.1 MODALITA D’ ESTRAZIONE

Distillazione in corrente di vapore

La distillazione in corrente di vapore &
metodologia per [I'ottenimento degli ol
essenziali attualmente riconosciuta dalle nortf

Tabella 1.1.1 - caratteristiche chimico-fisiche
distintive di oli essenziali e acqua.

ISO (International Standard Organization) ed| -ARATTERISTICA | Olio essenziale Acqua
basata sulle diverse proprieta fisico-chimicl

degli oli essenziali e dell’acqua (tabella 1.1.1).| Densita 08-1.2 1

In questo procedimento, I'acqua sotto forma| punto di ebollizione 60 — 300 °C 100 °C
vapore costituisce |l vettgre in grado ( Solubilita in acqua 0.95-0.30% 100%
trasportare le sostanze piu o meno vola

costituenti I'olio essenziale che una volt

condensato permette la separazione tra olio edagogusedimentazione.

Le parti che costituiscono un distillatore (Fig.1)1 sia da laboratorio (tipo Clevenger) che peo us

industriale (alambicco) sono sempre le stesse,rov@dello, 1990):

Caldaia [1] : per la produzione di vapore acquegitére); pud essere indipendente e quindi sepaptare
trovarsi inclusa nella cucurbita.

Cucurbita [2] : all'interno di questa camera vigmesizionato il materiale vegetale. Se la caldaiacusa
allinterno della cucurbita la massa vegetale vidisposta su di una griglia sotto la quale vi
dell'acqua che riscaldandosi si trasforma in vat@versando la sovrastante massa.

STUDI FITOCHIMICI E AGRONOMICI SU A.ARBORESCENS L. E ATTIVITA’ BIOCIDA DELL'OLIO ESSENZIALE.
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Elmo o Cappello: € la parte superiore della cutarpeneralmente a forma di imbuto rovesciato o leupa
funzione dell’elmo & di chiudere la cucurbita remdi@la ermetica e raccordata al collettore.

Collettore o Collo di cigno [3]: ha la funzione donvogliare il vettore (vapore acqueo) saturo @ ol
essenziale nel refrigerante dove avviene la priepaiazione tra vettore ed olio. Abitualmente
in questa parte del distillatore trova posto ummtanetro per monitorare la temperatura di
distillazione, che rappresenta uno dei pit impditarametri del processo. Se questa dovesse
essere troppo alta si andrebbe incontro alla “caitta “bruciatura” dell'olio con conseguente
perdita di rendimento e qualita dello stesso.

Refrigerante [4]: in questa parte del distillatdrerettore saturo viene raffreddato passando atisos un
condotto mantenuto alla temperatura di circa 108Quda serpentina esterna attraversata da
acqua (nella maggior parte dei casi) o da liqujghasitamente studiati (glicole etilenico).
Sempre piu frequentemente il refrigerante vienegrato con il sedimentatore dell'olio.

Sedimentatore dell’'olio [5]: Una volta ricondensdltovettore allo stato liquido, la separazione ¢l e
acqua avviene per diversa densita.

Nel corso del processo, con 'aumento della tenipeaall’'interno della cucurbita la massa vegepeede di
consistenza meccanica e di turgore per effettéedalborazione dell’acqua di vegetazione. In quéssa le
membrane cellulari aumentano la loro permeabilita & rompersi, lasciando fuoriuscire gli oli esgah
che vengono quindi allontanati dal vapore sottangordi microgocce (vapori aromatici). Nella fase di
condensazione, parte di queste microgocce rimaorareil’acqua (soprattutto i composti piu pesanti)
caratterizzando quelle che sono le “acque arongti(@dello, 1990). Vista la grande quantita di castp
differenti presenti nella matrice vegetale, € faaledurre come il processo sia caratterizzato assifl
differenziati nel tempo delle diverse classi di parsti (Atkins, 1997; Masango, 2005).

Figura 1.1.1 Schema di funzionamento di un distitle in corrente di vapore; a sinistra un tipicanabicco da
distillazione hobbistica; a destra lo schema dilistillatore da laboratorio nelle sue parti fondatad.

I primi composti ad essere distillati sono ovviameem pitu volatili (basso bollenti) e piu faciimente
allontanabili dalla pianta come i mono-terpeni perproseguire con i composti sempre piu pesanti.
Questo processo viene influenzato in parte datlatata della pianta; & facile dedurre come nebaialla
foglia di alloro (aurus nobili il processo di rottura delle membrane cellusai piu lento che nelle foglie
di basilico Ocimum basiliculthcon conseguente prolungamento dei tempi di @igtdne.
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Il processo di distillazione inizia non appenaadlpere acqueo comincia a condensarsi nel sedimeatato
termina dopo circa 3 ore, tempo in genere ricombscottimale per I'estrazione delle essenze per uso
galenico ma che puo variare in funzione della speepetale utilizzata.

La durata del processo estrattivo rappresenta wenmro tecnologico non strettamente riconduciblla
pianta anche se questa puo influenzare, in al@sij anche consistentemente il processo.

Pud quindi capitare che una sua eccessiva durtgd & frazione volatile dell'olio essenziale, d@ec
viceversa processi troppo brevi comportino la gerdii parte dello spettro chimico della composigion
dell'olio per effetto della trattenuta meccanicapdate delle strutture vegetali (Spencer, 1992)uesti casi
vengono messi in atto alcuni accorgimenti tecrioiime ad esempio la rottura meccanica delle steuttur
vegetali (Smallfield et al., 2001; Marotti e Pictag1992).

1.2 ANALISI CHIMICA

Gascromatografia e spettrometria di massa

Una volta ottenuto I'olio essenziale si procede glrificazione dai residui acquosi con l'uso difeto
anidro, che ha la funzione di assorbire 'acquag@née nella soluzione e precipitare sotto formstaliina.
Dopo l'allontanamento dal precipitato, in attes#'aevio del processo analitico I'olio viene consato in
frigorifero alla temperatura di 4°C ed al buio palientare i normali processi di decadimento qatlio.

La Gascromatografia (GC) per la sua relativa ecacithne velocita rappresenta la tecnica universatme
riconosciuta per I'analisi chimica degli oli essiafizE una tecnica analitica che sfrutta la dieeripartizione
dei composti di una sostanza tra una fase mob#és (arrier) ed una fissa (gel a base silicea)ad g
attraversando il campione, vaporizzato da un imieftlo trasporta lungo la colonna capillare cogttda un
sottilissimo tubo di silice fusa (fused silica opgabular columns, FSOT) di diametro pari a 0,2dimétri e

di 30 metri di lunghezza avvolto a spirale su uppsuto metallico. La fase stazionaria € spalmataaniera
uniforme sulla superficie interna della colonnayeldorma un film di spessore costante che instaeia
legami di tipo secondario con i vari composti dainpione riducendone la velocita.

Alla fine della colonna € posto un rilevatore chieicetta tutti i composti trasportati dal gas ieariEsistono
diversi tipi di rilevatori; uno tra i piu utilizzaper I'analisi degli oli essenziali € il rileva®a ionizzazione di
fiamma (FID, Flame lonization Detector) nel qudlgas di trasporto in uscita dalla colonna vieneconéato

a idrogeno e ossigeno (aria), la cui miscela viemmbusta da una fiamma; i vapori che ne scaturgscon
vengono caricati elettricamente, per mezzo di witreldo posto all'uscita del gas, producendo idm@ ¢
vengono raccolti sulla superficie del detector @mello di metallo sensibile); viene cosi generata u
corrente elettrica che, amplificata, rappresentegnale del detector; la differenza tra il gasopaiquello
contenente la sostanza separata rappresenta an picc

Si ottiene cosi una rappresentazione grafica @ettaatogramma, individuata da un piano cartesidre ¢
riporta alle ordinate una scala quantitativa in (milli volts) e alle ascisse il tempo (minuti) (Fi§.2.1).

Il primo picco riportato sul cromatogramma € senmqpuello relativo al gas carrier, seguito dai contppisi
leggeri, generalmente i monoterpeni, e successintam@ai sesquiterpeni, vitamine e idrocarburi agéun
catena.

A causa della ridotta sensibilita del sistemaeihplice utilizzo della GC non puo ritenersi sodaltgnte per
l'individuazione qualitativa dei composti; pertartamecessario affiancare a questo strumento ladcmetria
di massa (MS) che fornisce un’ottima analisi gasif anche se non quantitativa.

Questo sistema analitico si basa sui diversi rapfrarmassa e carica delle molecole di compogta\arso
'impiego di campi magnetici. Una volta magnetizzdd miscela dei composti (campione), le molecole
ionizzate sono instabili e si frammentano in ioii feggeri secondo schemi tipici in funzione ddtao
struttura chimica. Si ottiene cosi un grafico daratzato da diversi picchi, ognuno dei quali idgca un
composto chimico (Fig. 1.2.2).
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Figura 1.2.1 Gascromatogramma esemplificativo; ggoco corrisponde al rilevamento di un composto
chimico. In funzione del tempo e del posizionamethb picco nel diagramma € possibile individuare il
composto chimico.
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1.3 FATTORI CHE INFLUENZANO LA COMPOSIZIONE CHIMICA

| fattori che possono influenzare la sintesi deitaheliti secondari, e quindi la composizione quali
quantitativa dell’'olio essenziale, sono fortemdatgti alle condizioni ambientali in cui la pianti@e, che si
ripercuotono sulle condizioni di crescita e svilapp quindi sul metabolismo secondario, della piatéssa
(Sangwan et al., 2001; Franz e Novak, 2010; Caaw@hBatalano, 2009a). Tra questi parametri troviparo
esempio I'umidita ambientale, la salinita dellauziobne circolante nel suolo (Malik et al., 2009)lee
temperature ambientale e del suolo. Livelli nommiti di questi fattori possono portare la piantivalli di
stress, in alcuni casi anche gravi, a volte talirdiurre la messa in atto di strategie adattatiwe chiare
ripercussioni su tutto lo stato biochimico dellamia stessa (Muller-Riebau et al., 19@8gke e Kaufman,
2006). Soprattutto in condizioni sub-ottimali, camue, I'ambiente di crescita gioca un ruolo poci@mh)
diversi autori hanno evidenziato la relazione t&di® fenologico e la resa o la composizione didi'o
(Akhila et al., 1984; Chalchat et al., 1994; Gup896; Mallavarapu et al., 1999; Masotti et al.020
Chericoni et al., 2004; Mirjalili et al., 2007; Bewic et al., 2003) senza evidenziare alcun effetto
dellambiente mentre altri confermano la relazian@ ambiente di crescita e composizione qualitativa
dell’'olio essenziale (Pala-Paul et al., 2001; Pédenso et al., 2003; Gourine et al., 2010), indivando a
volte un “polimorfismo chimico” (chemio-tipo) (Gauae et al., 2010, Salido et al., 2004).

Un altro fattore che influenza la composizione dhare costituito dal tipo di cellule che effettudacsintesi

e di tessuti nel quale I'olio viene immagazzinatari autori hanno evidenziato le differenze di casigione
nell’'olio essenziale delle diverse parti botani¢Reoter et al., 2006; Fiorini et al., 1997; Veligioet al.,
2002; Nath et al., 1996; Kuiate et al., 1999; @selaufman, 2006), e sembra ormai accertato caelelte
caratteristiche pit importanti nellaccumulo deliko essenziale nella pianta € costituita dall'etaladla
tipologia del tessuto di accumulo (Sangwan e2al00; Franz e Novak, 2010).

La moltitudine di fattori che influenzano la comjmene chimica dell’olio, in alcuni casi anche iranmera
sostanziale, ha portato la comunita scientificaapgrofondire gli studi sulle condizioni ottimali drescita
delle varie specie e sull’effetto delle variazionidotte dal chemiotipo, dal clima, dalle tecniche d
coltivazione (Giljj et al., 2008; Carrubba e Catela2009a), dall’eta della pianta, dal terreno,anehe dalla
metodologia di estrazione e di conservazione (Matial., 2006; Chiasson et al., 2001).

STUDI FITOCHIMICI E AGRONOMICI SU A.ARBORESCENS L. E ATTIVITA’ BIOCIDA DELL'OLIO ESSENZIALE.
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2 ATTIVITA BIOCIDA DELLE PIANTE

Le piante definite “biocide”, si caratterizzano garloro attivita nei confronti di insetti (repetitt e/o
attrattivi), di altre piante (allelochimici) o diavie altre avversita quali funghi (antimicotiche)batteri
(antibiotiche).

Questo tipo di piante viene generalmente utilizaatdue modi (Yang e Tang, 1988): attraverso I'iegui
dell’estratto vegetale tal quale, o isolando ldeuza attiva, per poi identificarla e sintetizzartémicamente
in modo da poterla commercializzare su vasta scame prodottqpronto allusa Nella fase di sintesi
chimica, la molecola attiva puo essere modificaarpigliorarne ulteriormente le performance; umegse &
offerto dal Piretro naturaleChrysanthemum cinerariaefoligni’estratto dei fiori del Piretro & stato uno dei
primi insetticidi naturali ad essere usato su vastda, ed oggi il Piretro € uno dei prodotti painasciuti ed
utilizzati per la sua azione insetticida (Dharmatgét al., 2005). La sua elevata fotolabilita,atvit, fa si
che la vita utile dell'estratto naturale non superipaio di ore (Chermenskaya et al., 2007). L'gmgia
chimica ha cosi permesso la sintesi di prodottilsi{ahetti Piretroidi) caratterizzati da un’elevatesistenza
alla fotoossidazione e quindi da una vita utileerotmente piu lunga.

Nel campo agronomico i fitofarmaci di origine natier sono conosciuti relativamente da poco tempo, ma
negli ultimi anni stanno vivendo un forte rilandovuto prevalentemente ai problemi di fitossicitzontrati

in numerose molecole di sintesi chimica, ai fenondinresistenza indotta nelle avversita e agli ogvi
conosciutissimi problemi di inquinamento ambient#lache in questo caso le famiglie botaniche espéor
sono poche, ed all'interno di esse solo poche spsano state approfonditamente studiate; tra qukste
famiglie botaniche delle Lamiaceae (ex LabiategkedAsteraceae (ex Composite).

3 LA FLORA SPONTANEA SICILIANA DINTERESSE BIOCIDA
(COMPOSI TAE)

La flora siciliana rappresenta un bacino di biodiitd di enorme interesse (Lentini e Venza, 200fa
verifica incrociata tra le specie ad attivita baeipiu studiate nel mondo e le specie della flpentanea
siciliana permette una prima individuazione delisemze ad attivita biocida presenti nel territgi@liano.
Le famiglie maggiormente rappresentate sono leesggu

 Apiaceae 5 generi (Foeniculum, Anethum, Apiuimgnella, Carum)
 Asteraceae 4 generi (Artemisia, Chrysanthemwme&um, Tanacetum)

« Cruciferae 3 generi (Brassica, Sisymbrium, Gatiam)

* Labiatae 6 generi (Lavandula, Thymus, Menthég&@wum, Salvia, Rosmarinus)
* Liliaceae 2 generi (Allium, Polygonatum)

» Fabaceae 1 genere (Trigonella)

» Solanaceae 2 generi (Solanum, Datura)

« Urticaceae 1 genere (Urtica)

« Verbenaceae 2 generi (Verbena, Lantana)

La famiglia piu interessante tra quelle evidenziatéhito dopo quella delle Labiatae, & sicuramenigla
delle Composite (ex Asteraceae) che racchiude ijgiom numero di specie con riconosciuta attivita
insetticida sia ad azione repellente che letalsd®al-Villalobos e Robledo, 1998 e 1999) e cheermdine a
clima temperato del pianeta rappresenta una dattegfie piu diffuse sia come piante coltivate cloene
essenze spontanee (Wang et al., 2006). All'intedetia flora spontanea mediterranea, le Composite
assumono un ruolo di primaria importanza rappresela circa il 19% del totale delle specie siciliane
spontanee d’interesse erboristico (Carrubba e2@09). Tra le specie biocide presenti nel teriotoquelle
appartenenti alla famiglia delle composite coproinca il 30% del totale.
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4 IL GENERE ARTEMISIA

4.1 BOTANICA, MORFOLOGIA E DISTRIBUZIONE

Tra le composite, il generertemisiaé rappresentato da piu di 300 specie, ancherseriero varia molto a
seconda degli autori (Torrel e Valles, 2001).

La maggior parte delle specie appartenenti al gefigemisiasono perenni, mentre solo una piccola parte
sono annuali e biennali (Valles e McArthur, 20018. foglie sono sia alterne che opposte, con unadgra
variabilita nelle dimensioni; i fiori possono ess@enduli o eretti, di forma emisferica o cilindricon colori
che vanno dal giallo cromo al bianco; I'impollinaaé & prevalentemente anemofila, anche se alcuwogesp
vengono visitate da molti insetti assicurando uedacpercentuale d’'impollinazione entomofila (Valle
McArthur, 2001).

La grande variabilita morfologica e chimica allento del genere e stata argomento di studio dinalcu
genetisti che ne hanno studiato la filogenesi cefeadi stabilire gli ancestrali del genere (ToreValles,
2001; Valles e McArthur, 2001). Questi studi hampesmesso di dividere il genere in 4 sezioni distiint
base a precise caratteristiche morfologiohiemisig Absinthium Dracunculuse Seriphidium.All'interno

di questa classificazione é stato operato un onaimio su base cromosomica (2n=18; 2n=34; 2n=382n=
2n=48; 2n=9) (Fig. 4.1.1).

L'areale di origine dell'artemisia si localizza ffRuropa centro-meridionale e le steppe cinesi,lendiverse
specie si sono diffuse abbondantemente su tuttoidfero continentale (Torrel e Valles, 2001; Valkes
McArthur, 2001);A. vulgaris,ad esempio, sembra essersi originata nell’esttd@l (Wang et al., 2006), ma
oggi e diffusa in tutta la fascia temperata dehepta.

Il genere spazia in ambienti di crescita assairdifieati, dalle sabbie retrodunali alle piu altemagne
iraniane (4000 m s.I.m.), dalle aree secche e desgrtiche della Giordania alle aree umide e pakidella
Francia (Valles e McArthur, 2001).

In ltalia il genere e presente in modo discontifRmnatti, 1982) e si comporta da ruderale, corfiepeaza
per le aree ghiaiose del greto dei fiumi.

4.2 |IL GENERE ARTEMISIA TRA MITO E FOLKLORE

Al genereArtemisiaé collegato un gran numero di tradizioni e credgoapolari; il nome stesso deriva dalla
dea Artemide, che secondo la mitologia dond qugsiata alle donne, per rendere il ciclo mestruegmlare
e per aiutarle nei parti difficili; una genesi c@sistocratica non pud quindi che rendere il mit@uesta
pianta ricco di aneddoti. E’ una pianta legataici tunari, e come la Luna induce I'abbassamerntaeglia,
cosi, I'absintina presente nei fiori di alcune dpeain principio amaro che in passato veniva usatoe
droga, provoca allucinazioni, delirio e a volte laed¢a morte. Gia nel mondo greco-romano I'Artemisia
nota per la sua efficacia contro le convulsione ectlisi epilettiche. Per comunicare con gli Dei, agitichi
Greci, mescolavano fiori di Artemisia con il grastegli animali sacrificati, e il fumo che salivacélo era
cosi profumato da essere gradito agli esseri soperi

Nelle medicina popolare di varie parti d'ltalia,@nta veniva vietata alle puerpere, poiché davaapore
sgradevole al latte materno.

Un vecchio detto dice:Chi portera I'artemisia nel suo cammino non si §@ninai stancd, infatti rametti di
artemisia venivano usati come talismano contraatecd e come amuleto dai viaggiatori. La piantéaiua

STUDI FITOCHIMICI E AGRONOMICI SU A.ARBORESCENS L. E ATTIVITA’ BIOCIDA DELL'OLIO ESSENZIALE.
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non protegge solo i viaggi fisici, ma offre la quatezione anche durante i viaggi spirituali, parsarebbe
opportuno bruciarne qualche rametto, durante leitagdni.
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Figura 4.1.1Schema filogenetico del genetetemisiasecondo Valles e McArthur (2001). Si nota la sirgarentela
genetica tra A.arborescens e A.absinthium.
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Alcune tradizioni prevedono che si intreccino caral Artemisia per ornare il capo dei giovani, atkmare
gli spiriti maligni e alleggerire il cuore con ibtte sentimento della contentezza.

Viene usata nei talismani di protezione controitgichzie e nei rituali per proteggere la fedelta éelicita
coniugale. In alcuni paesi, nel giorno di ferragogfli sposi si regalano corone di artemisia pepjaiare la
fertilita. In quasi tutto l'oriente, con I'artemaivengono confezionate figure magiche, che vengmpese
fuori dalla porta per allontanare il male dalleecas

L'inchiostro veniva temperato con succo di Artemjger rendere la carta inattaccabile dalle tarme.
L’artemisia e inoltre una delle erbe di San Giovg@d Giugno); in tempi antichi faceva parte delzzetto
degli odori e veniva solitamente raccolta allo gptendel giorno, camminando all'indietro.

L'artemisia si brucia insieme ad altre erbe peiiffpare ambienti e persone, e il fumo aspirato fasee le
visioni.

Fuori dal mito, invece durante la seconda guerradiade e nei periodi immediatamente successivignel
campagne siciliane, le foglie essiccate Alitemisia arborescens/enivano utilizzate come sostituto
economico ed artigianale del tabacco da fumo, agprelone anche le proprieta euforizzanti.

4.3 USI FARMACOLOGICI E INDUSTRIALI

Tutta la parte aerea delle piante appartenenteakigArtemisiaé ricca di oli essenziali che la rendono
piacevolmente aromatica. Alcune specie, cétrtemisia abrotanunt., A. absinthiumL., A. vulgarisL., A.
dracunculusL. e A. annuasono usate come piante medicinali ed hanno di guesea un rilevante valore
commerciale (Negahban et al., 2008®)annua,n particolare, &€ oggetto di grande interesseusntp dotata
di accertate e notevoli proprieta antimalaricherr@iea et al., 2006), tanto che in piu di 50 Passia viene
utilizzata come efficace rimedio di pronto soccocsmtro la malaria clorochino-resistente. L'artamiisa,
lattone sesquiterpenico responsabile di tale aziooe € stata finora ottenuta per via sinteticke, giante di
A. annua (allo stato spontaneo o0 coltivate) rappresentanondi I'unica fonte conosciuta per
I'approvvigionamento del principio attivo. Questonéto ai cinesi da piu di 2000 anni, tanto che se n
trovano notizie in una serie di rimedi medici rinué in una tomba Han del Ill secolo a.C. Veniviia#ato
pero genericamente per curare le febbri, senzarelaaione precisa con la malaria. La sua fortuname
risale al 1969, anno in cui l'esercito della Cinaaista riscontrd che gli estratti ottenuti dallama
possedevano un’eccellente efficacia contro la ri@glggochi anni dopo (1972) fu identificato il pripo
attivo, che venne denominato artemisinina. Il lerattuale & comunque rappresentato dalla bassaziood

di artemisinina nelle piante, che rende il costbfdenaci derivati un po’ piu elevato rispetto aetja degli
altri antimalarici.

Molte altre specie dArtemisiahanno mostrato attivita antimalariche, antibattegi antinfiammatorie ed
antitumorali, (Jacobson, 2008; Negahban et al.,6200ang et al., 2006). Alcuni studi sull'attivita
antimicotica hanno rivelato una buona efficaciaziiae ad esempio su funghi appartenenti ai generi
Candida, Botrytise Penicillium (Ameziane et al., 2007; Muyma et al., 20Q4jtemisia herba-alb@ stata
impiegata come inibitore della riproduzione asetswiei funghi Aspergillus nigerTiegh, Penicillium
italicum Wehmer &Zygorrhychussp (Negahban et al., 2006).

STUDI FITOCHIMICI E AGRONOMICI SU A.ARBORESCENS L. E ATTIVITA’ BIOCIDA DELL'OLIO ESSENZIALE.
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5 ARTEMISIA ARBORESCENSL.

5.1 BOTANICA, MORFOLOGIA E DISTRIBUZIONE

Artemisia arborescenk. € una pianta erbacea perenne, costituita deerasnfusti semilegnosi di colore
rosso scuro che possono raggiungere anche il metidtezza, ramificati leggermente nella parte sigpe e
quasi per nulla in quella inferiore. L’apparatoicade rizomatoso € in grado di creare una fitte redicale
che colonizza rapidamente ampi volumi di suolo.

Le foglie, pennate e di colore verde grigiastro gféetto della presenza di una peluria bianca ehdcbpre,
emanano un profumo piuttosto forte. Le infioreseespno caratterizzate da spighe composte di piccoli
capolini color oro, che producono frutti costitul minuscoli acheni.

Per completare il suo ciclo vegetativo fino allatfificazione, la pianta richiede un fotoperiodoldi-16 ore

di luce. Il ciclo stagionale dArtemisia arboresceng caratterizzato da due flussi vegetativi, il mrim
primaverile in corrispondenza della ripresa vegedated il secondo autunnale, molto breve, in
corrispondenza delle prime piogge prima del fredd@rnale. La pianta entra in stasi nel mese pldoca
(agosto) e nei mesi piu freddi (gennaio e febbrai@ntre |a fioritura avviene nella tarda estata giugno e
luglio). L'impollinazione & prettamente anemofila,allo stesso modo anche la disseminazione dei semi
avviene ad opera del vento.

Presente in Europa prevalentemente nelle areeepmstel bacino del Mediterraneo (Fig. 5.1) e ddfus
Italia dal Nord fino al Sud su gran parte dellatiswa Tirrenica, si trova spesso nelle zone in¢ditego i
muri, nei campi, nei prati, tra le rovine e vicileosiepi (Pignatti, 1982).
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Figura 5.1- Popolazioni naturali Biarborescenstudiate in Europa; Algeria (Abderrahim et al.1@p
Garcia et al., 2006); Calabria (Betto et al., 19&€)rsica (Garcia et al., 2006); Creta (Garcialgt a
2006); Francia (Garcia et al., 2006); Giordaniargdaet al., 1995); Marocco (Pappas e Sheppard-
Hanger, 2000); Sardegna (Lai et al., 2007, Maroegial., 2006, Sacco et al., 1983); Sicilia (Lodtre

et al., 2007, Militello et al., 2011); Spagna (Garet al., 2006); Tunisia (Glasl et al., 1999); dhia
(Garcia et al., 2006).
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6 SCOPO DELLA RICERCA E ARTICOLAZIONE DEL LAVORO

Scopo di questo lavoro é stato quello di approfenid conoscenze sul comportamento bio-agrononiiéo d
arborescensn coltivazione, sulla composizione chimica ddiboessenziale e sulle sue possibili applicazioni
in vari settori dell'industria agraria come piabiacida.

Lo studio della pianta & stato pertanto strutturattre ambiti distinti: uno agronomico, uno fitactico ed
uno relativo all'attivita biocida dell'olio essemie.

In una prima fase sono state studiate le tecnichreedsa in coltura della specie iniziando dalladstdi
protocolli di propagazione per I'ottenimento di qiae ed in seguito valutando le performance prtbgait
delle piante da seme o da talea. Lo studio delliitbiocida é stato invece realizzato tramiteetdse prove,
ognuna pertinente ad un diverso settore industriale

Il presente elaborato € stato diviso in due pkrfgrima con una introduzione sulla problematicaptdedotti
naturali di origine vegetale e sulla loro applicem® nel settore industriale delle piante biocideséconda
parte, di tipo sperimentale, riporta le prove éffate come paragrafi indipendenti presentati dahmeae
introduzione seguita dai materiali e metodi adbteatsi conclude con i risultati ottenuti brevemente
commentati.

La parte finale del lavoro riporta le conclusiorengrali con i possibili spunti di ricerca che nenso
conseguiti. Le prove che sono gia state pubbligateprso di pubblicazione o i cui dati sono pdmnte
pubblicati, sono indicate nella parte iniziale gatagrafo afferente.
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7 COMPOSIZIONE CHIMICA DELL'OLIO ESSENZIALE

M.Militello, M.A. Blazquez, A. Carrubba. 201Artemisia arborescens.leffects of plant growth stage and
distillation time on essential oil composition. Aqted byJEOR2011(in press)

7.1 INTRODUZIONE

La famiglia delle Asteraceae(ex Compositae),comprendente circa 23000 specie e 1300 generi,ré pe
consistenza e diffusione una delle famiglie botamipiu importanti al mondo. Al suo interno, il geme
Artemisiacomprende un non ben determinato numero di speai@00 e 400 a seconda dell'autore; (Depege
et al., 2006), generalmente accomunate dall'rilizone in ambito farmaceutico o comunque nelle
tradizioni popolari delle aree di diffusione naterae in maggioranza distribuite nella meta comtiake
dell'emisfero boreale (Salido et al., 2004), geheemte nelle aree secche (Kordali et al.,, 2005). La
classificazione botanica delle specie del genmemisia & in alcuni casi complicata dall'esistenza di
un’elevata somiglianza morfologica tra i divershggpi (Pignatti, 1982; Sinico et al., 2005; Abdsdim et

al., 2010); sull'esempio di altri casi in cui l&hamiotassonomia ha consentito di risolvere probldimi
posizionamento sistematico di alcune specie (Depégd., 2006; Hayat et al., 2009; Salido et 0048,
alcuni autori hanno suggerito I'adozione della ditonica come chiave di classificazione accessoria,
considerando la chemio-tassonomia come markeretedrg (Costa et al., 2009).

A. arborescen® la specie piu rappresentata sul territorio iaied ed € conosciuta per le sue proprieta
contraccettive, antipiretiche, antisettiche, dntistiche, toniche e diuretiche (Costa et al., 2008mharrar

et al., 2007; Hayat et al., 2009).

Nel caso specifico delk.arborescenguttavia, una forte variabilita chemiotipica € ataiscontrata anche a
livello intraspecifico, suggerendo la definizioneti diversi chemiotipi, denominati “tipo a carume”
(American oil), “tipo ap-thujone” (Morocco oil) e “tipo #3-thujone/camazulene” (Pappas e Sheppard-
Hanger, 2000; Marongiu et al., 2006; Lo Prestilet2zd07). Come evidenziato da diversi autori (Ghba e
Catalano, 2009; Franz e Novak, 2010; Sangwan e2@01; Angelopoulou et al., 2001), la composizione
chimica dell'olio essenziale pud essere influenzdta diversi parametri, quali lo stadio fenologico,
I'ambiente di crescita (Perez-Alonso et al., 2008}a della pianta , 'andamento stagionale (MulRéebau

et al., 1997; Gourine et al., 2010; Amin et al.020e non ultima la tecnica di estrazione dell'dtesso
(Smallfield et al., 2001; Marongiu et al. 2010; Best al., 2004; Richter e Schellenberg, 2007) ché& p
influire anche sull'attivita biocida specifica (Maa et al., 2009). Pochi, in questo senso, soravorl
presenti in bibliografia sul genefetemisig tra le specie studiateA. pallens(Mallavarapu et al., 1999)4
annuain India (Haider et al., 2004A. molinieri in Francia (Masotti et al., 2003) & scopariain Iran
(Mirjalili et al., 2007).Piu limitate le informazioni sWA. arborescensé stato pertanto ritenuto utile uno

studio orientato verso la delucidazione di alcspedti fitochimici della specie, indirizzato verso:
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. la caratterizzazione chimica di alcune popolaziaiurali;
. I'effetto dello stadio fenologico sulla composizéochimica dell'olio essenziale;
. I'effetto della durata del processo di estrazioee jlrodistillazione sulla composizione chimica

dell’'olio essenziale.

7.2 MATERIALI E METODI
Siti di prelevamento

L’area interessata dai campionamenti, estesa pea 00 kmq, ricade nella provincia di Palermosailta
limitata al Nord dal Mar Tirreno e sugli altri ttati da montagne con altitudine variabile dai 600260 m
s..m. In quest’area risulta evidente il contras® una flora tipica del paesaggio antropizzatquella
naturale delle aree soggette a vincolo ambientai@eda Riserva Naturale Pizzo Cane, Pizzo TrigGacdta
Mazzamuto. Come descritto da Pignatti (Pignatt@2)9A. arborescens si ritrova su tufi, rupi e nelle
prossimita di vecchi insediamenti urbani; pertalgoprime fasi della ricerca hanno interessato waar
caratterizzata da una fitta rete viaria di vecahidattiere, strade intercomunali ed interpodeiaiittofe ad
aree naturali. Lattivita di ricognizione ha contotall'individuazione di diverse popolazioni di
A.arborescensra le quali sono state selezionate solo queppnesentate da un numero di individui elevato
(almeno 10) e con piante molto grandi e lignificataratteristiche che permettevano di concludeeslah
popolazione fosse presente da diversi anni. S@ibsgtlezionati 6 siti di prelevamento, identificaediante

le loro coordinate geografiche.

Vent 1‘ig}'h’a 8

Felicef®ya’Diga

K
[N

Figura 7.2.1- Area di campionamento di A.arborescelarea € delimitata per tre lati da sistemi ragnbsi di altitudine
compresa tra i 600 ed i 1250 m.s.l.m.
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ARTESE (N 37°58'28", E 13°44'13", 10 m s.I.m.);
TORTO (N 37°57'53", E 13°46'30”, 55 m s.I.m.),
PETRU (N 37°59'46”, E 13°38’53", 69 m s.l.m.);
DIGA (N 37°57'23", E 13°39'05", 198 m s.I.m.),
VENTIMIGLIA (N 37°56'39", E 13°36’37”, 431 m sin.);
FELICE (N 37°56'44", E 13°36'38", 484 m s.I.m.);

In altri due siti inizialmente inclusi nello stud{granco, N 37°57'22"- E 13°38'20, 184 m s..m.@ava, N
37°59'04” - E 13°39'21", 134 m s.l.m.), la sperintenione € stata interrotta a causa di incendi,

presumibilmente di natura dolosa, che hanno disttatpopolazioni soggette a campionamento.

Modalita di campionamento

Nel periodo compreso tra il settembre 2009 edgli®u2010,allorché le piante si trovavano in fase di stasi
vegetativa, da ognuna delle stazioni individuat@osstati prelevati campioni di materiale vegetalec@é 1 kg

di materiale fresco) rappresentativi dei popolaindntpartenza. In tre siti selezionati (TORTO, DIGA
VENTIMIGLIA) il campionamento €& stato ripetuto imiacidenza della fase di piena fioritura (maggiglio
2010). | campioni prelevati nelle accessioni DIGEARTO e FELICE sono stati inoltre suddivisi nelte t

frazioni botaniche (steli, foglie e sommita fiojitavviando le ultime due alla distillazione sepangente.

Distillazione in corrente di vapore

Il processo di estrazione € stato condotto consiraiore per oli essenziali prodotto dalla dittarfyi Luigi

(Albrigi  Luigi, Stallavena - VE; _http://www.albriiiigi.com/prodotti/erboristeria/estrattore.hjmi

caratterizzato da un sistema di recupero dellee@agomatiche tale da massimizzare la resa in olio.

Allo scopo di verificare I'effetto della durata detocesso sulla composizione dell’'olio essenzisleuna
parte dei campioni dell'intera pianta la distillaae & stata frazionata nel tempo, prelevando l'efiratto
dopo rispettivamente 30, 60, 120 e 180 minuti oatiio del processo di distillazione. | 4 oli ottgnsono
stati purificati dalla presenza di acqua mediarggiunta di solfato anidro e conservati in frigoaall

temperatura di 4°C prima di essere avviati all'@i@himica.

Analisi chimica e riconoscimento dei composti

Allo scopo di evitare l'inconveniente della satucee della colonna, determinata dall’elevata deénsit
dell’'olio essenziale dA. arborescensil campione per I'analisi gascromatografica €csfareventivamente
diluito con di-cloro-metano in rapporto 1:10.

L'analisi &€ stata condotta presso i laboratori Bglartimento di Farmacologia della Facolta di Faciaa
dell'Universita di Valencia (Spagna), utilizzande dlispositivo Clarus 500GC Perkin—Elmer dotato di

rilevatore a ionizzatore di fiamma (FID), ed undooma capillare Hewlett—Packard HP-1 (cross-linked
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methyl silicone) lunga 30 m con un diametro intedno0.2 mm e spessore della fase stazionariagp@s25
mm. Il programma delle temperature previsto éostiatt0 °C per 5 min, con incrementi di 3 °C ahuto
fino a 180 °C, e successivamente un incremeng20®C al minuto fino a 280 °C, temperatura mangenut
costante per 10 minuti. Il gas vettore utilizzatst@to I'elio (He) con un flusso di 1 ml/min. Lantperatura
del FID e della porta dell'iniettore € stata mantana 250 °Ce a 220 °C, rispettivamente. L'analisi
spettrometrica € stata condotta con un Varian 8000 dotato di una colonna capillare Varian C& V
5MS lunga 30 m con un diametro interno di 0.25 imine spessore della fase stazionaria di 0.25 Wnm.
programma utilizzato & stato lo stesso del procgssaromatografico utilizzando lo “split mode irjen”
(rapporto di split sul flusso totale 1:25). Lo gpete stato mantenuto entro un range di 28—400cavizun
voltaggio di ionizzazione di 70 eV. | composti sastati individuati sulla base degli spettri di neassgtenuti
per comparazione degli stessi e degli indici denione con la bibliografia disponibile sia in fatm

software (NIST, 98) che cartaceo (Adams, 2007) .

7.3 RISULTATI E DISCUSSIONE

Caratterizzazione chimica

La composizione qualitativa e quantitativa delbokessenziale estratto da 5 popolazioni differentAd
arboresceng riportata nella tabella 7.3.1, in cui risultalativi ai diversi composti sono riuniti per grapp
fitochimici ed elencati in ordine crescente di elone in colonna cromatografica (RI: Retention k)d&ono
stati identificati 43 composti, nel complesso cpandenti al 92-99% dell'olio estratto. Tra le dae
popolazioni non si evidenziano differenze signifieariguardo alla composizione dell’'olio dal purtiovista
qualitativo, mentre é possibile individuare alcwtifferenze sotto il profilo quantitativo. Tutti glili ottenuti
sono caratterizzati dalla predominanza della fraziomonoterpenica rispetto a quella sesquiterpeihiaa.
prima risulta essere composta in prevalenza ddgicarburi monoterpenici (13) con una presenzeaabie

tra il 6.29 % ed il 15.74 %, mentre i monoterp@sisigenati, in totale 14, variano da un minimo3iel5%

al 65.04 %. Tra questi ultimi i maggioritari sofiehujone (20.51 - 55.85 %), canfora (1.34 - 10.71 %
terpinen-4-olo (1.02 - 3.87%M-terpineolo (0.46 - 2.47 %) e carvacrolo (0.14 601%), mentre tra gli
idrocarburi troviamo canfene, sabinerfepinene, mircene ey-terpinene con un percentuale superiore
all'1%. Come detto, la frazione sesquiterpenicaprapenta circa un terzo della composizione totale,
costituita da 13 composti dei quali il principalsuita essere il camazulene (15.23 - 49.41 %), isegia
germacrene-D (2.28 - 3.43 %Beariofillene (0.63 - 0.89 %).

Come gia riportato in bibliografia (Betto et al98B; Lo Presti et al., 2007; Lai et al., 2007; Rioet al.,
1993; Sacco et al., 1983; Pappas e Sheppard-Hexf#), i composti prevalenti e caratteristici ltianoo f3-
thujone e camazulene, la cui costante predominpamaette di confermarne il ruolo di markers deitol

essenziale dirtemisia arborescenis.

STUDI FITOCHIMICI E AGRONOMICI SU A.ARBORESCENS L. E ATTIVITA’ BIOCIDA DELL'OLIO ESSENZIALE.




PARTE SPERIMENTALE

Tabella 7.3.1- Composizione chimica dell'olio essenziale Arteeiarborescens L.; analisi di 5 accessioni natuliali

A.arborescens prelevate in un area della SiciliadNOccidentale di circa 100 kmq isolata da montagne
altitudine variabile dai 600 a 1200 m.s..m. Sonatisindividuati 43 composti, di cui 27 nella frane
monoterpenica e 13 in quella sesquiterpenica. Esipde notare come i composti principali sono senfp
thuione, chamazulene, canfora e germacrene D.

PETRU Err. DIGA Err. FELICE Err. ARTE Err. VENTI Err.

COLIHOS RI. Rle "o sd. [ sd. [  Std. [%] Std. [%] Std.
Monoterpene Hydrocarbons 7.6 6.3 11.2 12.2 15.7
1 cis-Salvene 856 856 0.1 0. 0.1 0lo 0.1 0 { t
2 a-Thujene 930 930 0.2 0.0 t t t t
3 a-Pinene 939 938 0.9 0.0 0.3 0.0 0.6 0.8 1.0 0.3 0.8 0.1
4 Camphene 954 954 0.6 02 0.2 15 10 0.3 g6 1 0.
5 Sabinene 975 977 1.3 0.b t 1.4 0.7 2|0 0.3 304 0
6 B-Pinene 979 979 t 14 0.2 0.2 0.1 t
7 Myrcene 990 992 1.6 0.7 2.5 05 5.1 2.7 54 D9 8 6 08
8 a-Phellandrene 1002 1009 t 0.2 0.0 0.1 0.2 0.0 0.2 0.0
9 a-Terpinene 1017 1020 0.4 0 0.4 0.1 0.5 0.3 0.5 0.2 1.2 0.3
10 p-Cymene 1024 1030 0.8 0.2 0.2 0.1 0.2 0.1 0.3 0.1 0.3 0.1
11 Limonene 1029 1034 t t 0.2 0.1 0.3 0.1 0.2 0.0
12 y-Terpinene 1054 1063 16 0.3 0.9 0.1 11 0.5 1.0 0.4 24 0.6
13 Terpinolene 1088 1089| 0.3 0.1 0.1 0.0 0.3 0.2 0.4 0.3 0.1
Oxygenated Monoterpenes 37.5 55.1 65.0 62.1 56.8
14 1,8-Cineole 1031 1039| 0.4 0.1 0.2 0.0 0.2 0.0 0.2 0.0 0.2 0.0
15 cis-Sabinene hydrate 10701077 13 0.9 0.2 12 0.5 2.3 0.3 2.6 0.3
16| trans Sabinene-hybrate 10981100 t t t t t
17 Linalol 1096 1106 1.5 t t t t
18 a-Thujone 1102 1111| 0.9 0.3 1.0 0.2 15 0.3 0.8 0.0 0.5 0.0
19 B-Thujone 1114 1121| 20.5 34 49.5 11 55.9 3.4 44.0 316 4117 6.8
20 cis-pMenth-2-en-1-ol 1121 1127 t t 0.1 0.0 0.1 0.2 0.0
21 Camphor 1146 1155 8.4 1.1 1.3 0.4 2.3 14 10.7 3.1 6.5 2.1
22 Borneol 1169 1179 t t 1.0 0.3 0.2 0.0
23 Terpinen-4-ol 1177 1186 10 0.3 12 0.1 18 0.2 1.5 0.6 3.9 0.8
24 a-Terpineol 1188 1192 2.5 0.1 0.5 0.0 0.7 0.2 0.5 0.1 0.7 0.0
25 Carvacrol 1299 1301 0.1 0.2 1.6 0.5 0.3
26 Neryl isovalerate 15831584 t t t t t
27 Geranyl isovalerate 16071609 0.8 0.2 0.3 0.1 0.2 0.2 0.1 0.2 0.0
Sesquiterpene Hydrocarbons 53.9 30.1 19.7 19.4 21.7
28 a- Copaene 1376 1378| 0.4
29 -Bourbonene 1388 1388 | 0.2 0.0 0.3 0.1 0.3 0.1 0.2 0.0 0.2 0.0
30 B-Caryophyllene 1419 1422 0.6 0.1 0.9 0.1 0.8 0.3 0.7 0.1 0.8 0.1
31 a-Humulene 1454 1454 t t t t t
32 Germacrene D 1484 1484 | 2.8 0.3 3.4 0.7 3.1 0.2 2.4 0.3 2.3 0.1
33 Bicyclogermacrene 15001500 t 0.1 0.0 0.1 0.1 t
34 a-Farnesene 1505 1507 | 0.5 0.1 0.4 0.1 0.1 0.0 0.2 t
35 Calacorene isomer 1516 t t t t t
36 8- Cadinene 1523 1526 t t t t t
37 Chamazulene 1731 1744 | 494 8.6 249 2.2 15.2 3. 15.7 25 18)5 1.6
Oxygenated Sesquiterpenes 0.2 0.4 0.4 0.4 0.3
38 Dehydro-Sesquicineole 14711471 t 0.1 0.0 0.2 0.1 0.1 0.2 0.0
39 Germacrene D-4-ol 15751580 t t t t t
40 Caryophyllene oxide 15831592 0.2 0.3 0.0 0.3 0.3 0.0 0.2
ALTRI t 0.3 0.9 0.6 0.8
41| 6-Methyl-5-hepten-2-one 985 986 t t t t t
4p| Methylbutyl-2-methyl 50 1964| ¢ 03| 01| 09 | 02 06/ 01 08 o1
butyrate
43 Methyl eugenol 1403 1404 t t t t t
99.1 92.1 97.3 94.7 95.4
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Effetto della fase fenologica

La composizione chimica dell'olio essenziale ottenda piante raccolte nelle due fasi fenologichstdsi
vegetativa e piena fioritura viene riportata inetiédo 7.3.2, in cui i 36 costituenti individuati cispondenti a
circa il 95% della composizione totale dell’'oliosesziale) vengono elencati in ordine crescenteldL&
due composizioni risultano molto simili, c@rthujone, camazulene, canfora e germacrene D com@asti
principali. Nel passaggio dallo stadio vegetativoqaeello di piena fioritura, tuttavia, la frazione
monoterpenica aumenta da 61.80% al 69.01%. | campidsimportanti appartenenti a questo gruppo sono

B-thujone (33.37% - 42.58%) e canfora (7.45% - 5.19%

Tabella 7.3.2- Composizione chimica dell'olio esg@ezdi Artemisia arborescens L.; effetto dellaefdsnologica sulla
composizione analitica. Si pud notare 'aumentacgetuale della frazione monoterpenica in occasigia
piena fioritura.

Stadio Err. - Err.
COMPOSTI Vegetativo  Std. Fioritura Std.
Monoterpene Hydrocarbons 9.6 % 11.8%
cis-Salvene 0.1 0.0
a-Thujene 0.1 0.0 0.2
o-Pinene 0.7 0.1 0.7 0.1
Camphene 0.7 0.1 0.8 0.2
Sabinene 2.3 0.4 2.0 0.3
B-Pinene 0.1 0.0 0.6 0.3
Myrcene 2.4 0.2 45 1.1
a-Phellandrene 0.2 0.1 0.2 0.0
a-Terpinene 0.6 0.0 0.7 0.1
p-Cymene 0.4 0.1 0.4 0.1
Limonene 0.2 0.1 0.2 0.0
y-Terpinene 1.4 0.1 14 0.3
Terpinolene 0.4 0.2 0.3 0.0
Oxygenated Monoterpenes 46.3 % 56.7 %
1,8-Cineole 0.2 0.0 0.3 0.1
cis-Sabinene hydrate 0.9 0.3 1.7 0.3
Linalool 0.3 0.0 15 0.1
a-Thujone 0.6 0.1 1.0 0.2
B-Thujone 334 4.6 42.6 6.1
cis-p-Menth-2-en-1-ol 0.1 0.0 0.1 0.0
Camphor 7.5 0.9 55 2.0
Borneol 0.3 0.1 0.4 0.1
Terpinen-4-ol 1.8 0.2 1.9 0.5
a-Terpineol 0.2 0.0 1.0 0.4
Carvacrol 0.7 0.3 0.4
Geranyl isovalerate 0.3 0.0 0.3 0.1
Sesquiterpene Hydrocarbons 33.7% 29.3 %
a—-Copaene 0.7 0.3 0.6 0.3
B-Bourbonene 0.2 0.0 0.4 0.1
B-Caryophyllene 1.2 0.2 0.2 0.0
o—Humulene 0.2 0.0 0.7 0.1
Germacrene D 3.6 0.5 2.8 0.2
Bicyclogermacrene 0.1 0.0 0.1 0.0
a-Farnesene 0.2 0.0 0.3 0.1
Chamazulene 28.1 3.6 24.4 6.6
Oxygenated Sesquiterpenes 0.4 % 0.4 %
Dehydro-Sesquicineole 0.2 0.4 0.2 0.0
Caryophyllene oxide 0.2 0.0 0.2 0.0
ALTRI 0.5 % 0.6 %
Methyl butyl-2-methyl butyrate 0.5 0.1 0.6 0.1
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La frazione sesquiterpenica, i cui costituenti gipali sono camazulene (28.11% - 24.35%) e germacie
(3.58% - 2.80%) parallelamente passa da 34.66% .44%29 (Grafico 7.3.1). La variazione della
composizione a favore della frazione monoterpeiricéase di fioritura € ampiamente giustificata dall
fisiologia vegetale, poiché la maggior parte dethstanze attrattive emesse dalle piante in quastadono
sostanze monoterpeniche volatili (Sangwan et 8012 Franz e Novak, 2010; Muller-Riebau et al., 7,99
Masotti et al., 2003; Mirjalili et al., 200Mallavarapu et al., 1999; Amin et al., 2008

Grafico 7.3.1- Composizione Chimica di Olio essemzidi Artemisia arborescens; variazione delle frazimono e
sesquiterpeniche in funzione delle diverse fasbliegiche; Vege = stadio vegetativo, Flor = Pienarikira. La
frazione monoterpenica risulta sempre superiora s#isquiterpenica, probabilmente perché nelladinazi
monoterpenica sono presenti tutti quei compostatilol che conferiscono I'odore alla pianta e clasgono
assumere la funzione di attrattivi/repellenti.
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Durata della distillazione

Circa il 90% (77-94%) dell'olio complessivamentdrato si ottiene tra i 60 ed i 120 minuti, conlaggero
incremento (appena il 6%) negli ultimi 60 minutiatella 7.3.3). Il rapporto tra frazione mono e
sesquiterpenica durante il processo di distillagioaria consistentemente. Nei primi minuti del pssD
I'olio e costituito quasi interamente dalla frazopiu volatile, cioé quella monoterpenica, mentom c
I'avanzamento del processo I'olio si va arricchedédia frazione sesquiterpenica (pit pesante) easito

di camazulene. Quest'ultimo, va ricordato esserartefatto della distillazione, in quanto non esistnatura
come tale ma si forma a partire da specifici preatirdurante il processo di estrazione grazie kmrezed al
pH acido. (D’Ischia, 2002).
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Tabella 7.3.3 — Composizione chimica di olio essaraili Artemisia arborescens L.; effetto del terdpdistillazione; A
sinistra: Il rendimento percentuale in olio essalezisubisce un incremento sostanziale fino a 128utini
dall'inizio del processo di distillazione (+93.8%)successivamente l'incremento percentuale risuitdto
ridotto (+ 6.2 %). A destra: la composizione chianéell’'olio essenziale risulta variare sostanzialteedurante
il processo di distillazione. Nei primi minuti 60imti del processo I'olio risulta essere carattatp da una
ricca frazione monoterpenica a scapito di quelk@siterpenica; il fenomeno si inverte negli ultgi.

%0 19381 9000

2 o Tempo Rendimento  Err. 030

70 [min] medio [ml/kg]  Std 000

60 Ts0s 60.00

% 30 1.84 0.13 5000 } g

0 60 251 0.14 €000 g — &£
W7 120 3.03 0.11 3000 g — g
0 180 3.23 0.08 2000 g §E — 0 —
10— 10.00 g — —
e 0.00 o] ’

La composizione complessiva e la sua variaziotiagléta € riportata in tabella 7.3.4. L’effettel dempo
di distillazione sulla resa in olio pud venire fagénte spiegato considerando la tecnica del procdss
estrazione; a dei consistenti livelli iniziali segu lievissimi incrementi dovuti alla maggiore difflta da
parte del sistema ad estrarre dalla matrice vegdealquantitd d'olio residue, fino all'esaurimerdel
processo (Smallfield et al.2001, Marotti e Picaagli992). Anche dal punto di vista qualitativo fiétfo dei
differenti tempi di distillazione trova spiegaziomel fatto che i composti pit volatili, piu facilmige
trasportabili dal vapore acqueo, sono i primi agkes allontanati dalla matrice vegetale.

In base ai risultati ottenuti, sia dal punto ditziguantitativo che qualitativo, si puo affermahe d tempo

ottimale di distillazione per Artemisia arborescens compreso tra 120 ed 180 minuti.

Frazione botanica

La composizione chimica delle due parti botanioblezmonate, foglie e sommita fiorite (tabella 7)31%on
ha evidenziato variazioni di tipo qualitativo; ardh questo caso i composti prevalenti sono Btétiujone,
camazulene, canfora e germacrene D. Camazulengf@adanno espresso valori uniformi nei fiori dlae
foglie, mentreB-thujone e germacrene D sono stati riscontratiuangta differenti nelle due frazioni: @-
thujone, presente nelle foglie per il 16.07 %, fi@ii passa al 28.21%, mentre il germacrene D @iarin
maggiore quantita (4.78 %) nelle foglie e in petaale piu ridotta (2.98 %) nei fiori.
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Tabella 7.3.4- Composizione chimica di olio essdazithArtemisia arborescenk.; effetto della durata del processo di
distillazione sulla composizione analitica dellliessenziale. E’ possibile notare come i composti
monoterpenici qualB-thuione e canfora si riducano a favore dei compsestquiterpenici come germacrene D
e chamazulene.

. | Err. , Err. , | Err. , | Err.
COMPOSTI 30 St 60 Std. 120 S, 180 S,
cis-Salvene 0,08 | 0,01
a-Thujene 0,40 | 0,04, 0,32 | 0,20 0,12 | 0,01
a-Pinene 2,75 | 0,17, 0,86 | 0,06/ 0,34 | 0,03 0,18 | 0,01
Camphene 1,97/ 0,17 1,02 | 0,10, 0,40 | 0,02 0,21 | 0,00
Sabinene 18,24 9,01 6,02 | 1,33 1,98 | 0,40 1,07 | 0,30
B-Pinene 0,23 | 0,03 0,10 | 0,00
Myrcene 9,28| 0,69 572 | 0,57| 2,34 | 0,34/ 1,08 | 0,15
o -Phellandrene 0,15 | 0,02 0,15 | 0,01 0,10 | 0,00
a-Terpinene 1,32 | 0,08 1,03 | 0,20, 0,58 | 0,07 0,29 | 0,06
p-Cymene 0,47, 0,06 0,89 | 0,06 0,28 | 0,05 0,18 | 0,01
Limonene 0,65| 0,0Y 0,30 | 0,03 0,11 | 0,01 0,06 | 0,00
y-Terpinene 365 | 0,18 3,45 | 0,20 1,80 | 0,17, 0,87 | 0,07
Terpinolene 0,50/ 0,08 0,31 | 0,07 0,29 | 0,08 0,22 | 0,02
1,8 Cineole 0,25/ 0,02 0,12 | 0,01
cis-Sabinene hydrate 2,21 0,390,84 | 0,02
Methyl butil 2 methil hydrate 1,31 0,011,449 | 0,23 0,73 | 0,04 0,40 | 0,06
o -Thujone 0,60 | 0,02 0,28 | 0,02 0,24 | 0,01
B-Thujone 43,23/ 0,81| 34,05 |1,15| 18,08 | 0,77| 8,32 | 0,62
Menth-2-en-1-ol 0,05 | 0,00
Camphor 10,30 | 3,67| 10,36 | 1,63| 6,38 |0,92| 4,47 | 2,36
Borneol 0,16 | 0,02
Terpinen-4-ol 2,88| 0,24 2,08 | 0,55 1,48 | 0,29 1,16 | 0,60
a-Terpineol 0,25 | 0,03 0,35 | 0,02 0,23 | 0,06/ 0,16 | 0,02
Carvacrol 2,63 | 0,17| 1,44 | 0,15 0,90 | 0,01
Geranyl isovalerate 0,34 | 0,02 0,60 | 0,03 0,62 | 0,05
a -Copaene 0,09 | 0,00/ 0,26 0,19 | 0,01
-Bourbonene 0,32 | 0,01 0,43 | 0,03 0,28 | 0,03 0,21 | 0,01
-Caryophyllene 1,21 | 0,03 2,42 | 0,37| 1,70 | 0,39 1,79 | 0,33
o -Humulene 0,21 | 0,00/ 0,30 | 0,05 0,17 | 0,01
Germacrene D 288|011, 3,92 |0,29| 3,49 |0,48| 3,07 | 0,50
Bicyclogermacrene 0,18 | 0,01 0,16 0,14 | 0,01
a-Farsene 0,19 | 0,01/ 0,20 0,15 | 0,00
Chamazulene 6,18|1,69| 21,09 | 5,03| 50,30 | 3,25| 65,30 | 1,16
Caryophyllene oxide 0,26 0,03045 | 0,02/ 0,52 | 0,03 0,58 | 0,02
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Tabella 7.3.5- Composizione chimica olio essenzéilértemisa arborescens L.; Nei fiori troviamo uraggior e
presenza di monoterpeni, mentre nelle foglie thmgaina composizione maggiormente ricca di sesqpeiter

COMPOSTI IK Foglie Fiori P.Intera
cis-Salvene 856 t 0.03 t
a-Thujene 930 t 0.10 t

a-Pinene 939 0.46 0.79 0.72
Camphene 954 0.64 0.94 0.78
Sabinene 975 1.45 2.20 261
-Pinene 979 t t t
Myrcene 990 2.18 2.56 t
a-Phellandrene 1002 0.45 0.13 t

a-Terpinene 1014 0.23 0.67 0.90
p-Cymene 1024 t 0.25 t
Limonene 1029 0.25 0.28 0.22
1,8 Cineole 1031 t t 0.13
y-Terpinene 1054 1.18 1.39 1.04

cis-Sabinene hydrate 1070 t 0.42 0.82
Linalol 1096 t t t
Terpinolene 1088 0.16 0.22 0.20
Methyl butil 2 methil 1100 0.64 133 240
hydrate
a-Thujone 1102 0.28 0.53 0.81
B-Thujone 1114 16.07 28.21 37.68
Camphor 1146 10.27 9.52 10.55
Borneol 1169 t 0.13 t

Terpinen-4-ol 1177 1.70 1.70 2.02
a-Terpineol 1188 t 0.14 0.24

Bornyl acetate 1288 t 0.20 t

... Carvacrol | 1299] 055 244 0.26
a-Copaene 1376 0.51 t t
B-Bourbonene 1388 0.35 0.22 t
B-Caryophyllene 1419 2.29 1.42 1.08
a-Humulene 1454 0.17 t t
Dehydro- Sesquicineole 1471 0.22 0.16 0.17
Germacrene D 1484 4.78 2.98 2.00
a-Farsene 1505 0.26 0.61 0.13
Caryophyllene oxide 1583 0.37 0.25 t
Geranyl isovalerate 1607 0.49 0.43 0.20
Chamazulene 1731 35.59 32.86 22.17
totale 84.19 91.96 92.13
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8. PROPAGAZIONE GAMICA — GERMINABILITA’ DEL SEME

8.1 INTRODUZIONE

Il processo d'impoverimento della flora spontangaiato gia da parecchi decenni sia per cause aotrep
che naturali ha portato alla ribalta, soprattutto guesti ultimi anni, il problema della salvaguardi
ambientale, in particolare per quanto riguard#pilistino delle aree percorse da incendi o soggetlessesto
idro-geologico. A tal fine, le moderne tecniche idgegneria ambientale si prefiggono l'obiettivol de
risanamento ambientale tramite [I'utilizzazione diece vegetali autoctone che possano insediarsi
rapidamente garantendo, in termini di uniformitacenpattezza della vegetazione, un risultato oténial
poco tempo (Bussotti et al., 2005, Cervelli et 2008). Gli ecotipi locali presentano infatti caesistiche di
adattabilitd a condizioni ambientali specifiche oo il risultato dell'azione di selezione nataraissuta
localmente, che individui selezionati in aree dbegrpur se appartenenti allo stesso areale, talvah
possiedono (Di Gregorio et al., 2010).

Gli ecotipi, pertanto, rivestono un ruolo imporiasimo (anche economico) perché possiedono le onigli
caratteristiche di vigore e di resistenza alle asit& presenti in una determinata area. Le forme di
adattamento allambiente messe in atto dalle piantperiori sono molte e diverse. Negli ambienti
mediterranei, caratterizzati da condizioni di aédpedologica e climatica di varia gravita, le t&ge
adattative messe in atto dalle piante sono fondtalreente due. La prima, detta strategia di ‘renisté
viene attivata dalla pianta per evitare I'insorgdrestress; la seconda, definita strategia diétalhza’, &
costituita invece da una serie di adattamenti obempttono alla pianta di svolgere normalmente le su
funzioni vitali anche in situazioni di carenza @hi Strategie di resistenza sono ad esempio laaakhlie
foglie, la riduzione dell'apparato vegetativo erlduzione della traspirazione per mezzo della almas
stomatica, mentre le strategie di tolleranza sappmresentate ad esempio dai vari meccanismi disigipae
alla disidratazione attraverso I'attivazione digessi biochimici che aumentano il potenziale oscootielle
cellule.

Una caratteristica adattativa comune alla maggistepdelle piante mediterranee € la presenza dpparato
radicale esteso e profondo, che, come nel cado aliborescensconsente di assorbire acqua dal suolo anche
in condizioni di forte aridita (Bussotti et al.,@). In questo modo le piante riescono a svolgefetbsintesi
anche in presenza di potenziali idrici nelle fodiietemente negativi, parametro questo verificgter, A.
arborescensin una prova effettuata ed ancora in corso (dati pubblicati).

Il seme costituisce lo strumento principale di @wazione della specie. Esso infatti, rappresemtanth
nuova combinazione genetica, € in grado di gaentiella variabilita all'interno della specie chelka base

di un adattamento graduale allambiente che cambia.

| semi possono essere definiti come organismi mdoni di stasi, capaci di rimanere in questdcsfano a

quando non si realizzino le condizioni favorevdlaagerminazione, che pud avvenire anche dopo molto
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tempo. Il processo di germinazione & controllatofat#ori sia esterni al seme (ambientali) che imter
(genetici).

Tra i fattori esterni, oltre all'acqua, uno dei pidportanti &€ la temperatura; questa regola logwaénto dei
processi biochimici, che difatti avvengono entrteixalli termici spesso ristretti; determinanterielee la
luce, cosi che alcuni semi germinano solo al buadtre germinano solo alla luce, mentre una ter@@goria
comprende semi detti ‘fotoindifferenti’ perché nofluenzati dalla luce. Di norma, semi molto pidcol
tendono ad emergere in presenza di luce, poichidddta quantita di endosperma presente € in genere
insufficiente a garantire un’adeguata crescitarergmergenza, e il seme esaurisce le sue riseive i
essere riuscito a guadagnare la superficie (BaldoBenvenuti, 2001; Benvenuti, 2010). Altro paramet
esterno molto importante € la presenza di ossigehe,risulta strettamente legata all’'umidita poicheé
terreno mediamente umido rappresenta la condizidegle per la germinazione, mentre se la quantita d
acqua presente € troppo elevata, si determina amegiagione della porosita del suolo, con conseguent
diminuzione dell’ossigeno (Baldoni e Benvenuti, 2D0

Fra i fattori interni, particolarmente importantdaedormienza. Viene cosi definito uno stato dosp del
seme, dovuto a cause fisiche e/o fisiologichersgche, che impedisce lo sviluppo di un nuovo iddiy
anche in condizioni ambientali favorevoli ad unescita attiva (Baldoni e Benvenuti, 2001a). Unipalare
tipo di dormienza é legato ad esempio alla presdnzma “barriera”, identificabile nei tequmenthec pud
determinare una resistenza meccanica variabilee s seme, oppure impedire I'assorbimento delliaacy

gli scambi gassosi con I'esterno; in altri casi barriere sono di tipo chimico, in quanto partalsostanze
(inibitori) impediscono I'attivazione del procesdbgerminazione. La presenza di una dormienza eleles
pill 0 meno marcata € molto frequente nelle spgmatanee, in cui rappresenta un importante meaoanis
di regolazione del’abbondanza e della dinamicdadgpecie, soprattutto in ambienti instabili (Balde
Benvenuti, 2001). Tecniche tendenti a facilitargéaminazione dei semi e la micropropagazione sbaie
studiate con un buon grado di dettaglio su diversecie diArtemisia,comeA. frigida Willd. (Bai et al.,
1995),A. tridentataNutt. (Alvarez-Cordero e McKell,, 1979; Young edhs, 1975)A. genipiWeber eA.
umbelliformisLam. (Anon., 2004)A. judaical. (Liu et al., 2004)A. vulgarisL. (Govindaraj e Bollipo,
2007; Govindaraj et al., 2008; Sujatha e Ranijithaniéri, 2008)A. annualL. (Liu et al., 1998; Fulzele et al.,
1995) eA. absinthiumL. (Zia et al., 2007). Non sono invece disponiliformazioni specifiche sulla
biologia dei semi dA. arborescensanche se alcuni autori (Piotto e Di Noi, 2001¢ledono a tutto il genere
Artemisiacondizioni ideali di germinazione rappresentateidalternanza termica giornaliera di +30/+20°C
(giorno/notte) A. arborescengiffusa in natura su litorali sassosi e pendiciciose, viene classificata tra le
specie a spiccato carattere xerofita, in cui ledenani generalmente limitanti delle aree di vegaiae
naturale inducono spesso la messa in atto di mietoadi adattamento tali da consentire il procedso
germinazione solamente nelle condizioni di tempeeat illuminazione e umidita piu favorevoli.
Sembrerebbe pertanto plausibile I'esistenza di em@semi di dormienza dei semi tali da aumentare le
possibilita di sopravvivenza della specie. In nurserspecie congened.(absinthiumA. dracunculusA.
maritima, A. vulgarig tali fenomeni non sono stati riscontrati (Pio&dDi Noi, 2001); in considerazione
dell’elevata variabilita morfologica e genetica’interno del genereArtemisia, tuttavia, I'ipotesi di un

comportamento diverso da parteAdiarborescenson puo venire esclusa.
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Obiettivo di questa linea di sperimentazione eostindi quello di studiare i principali parametti
germinazione e accrescimento della specie, cirb@stone l'interesse alla verifica della preseniza d

barriere fisiologiche in grado di ostacolare lamale germinazione dei semi.

8.2 MATERIALI E METODI

Materiale vegetale

La prova, effettuata nei mesi di ottobre e noven#y@9 presso i laboratori del Consiglio per la Riaee la
sperimentazione in Agricoltura (C.R.A.), sez. dgBaria, € stata condotta in via preliminare peividdare
alcune condizioni ambientali idonee per la germimae del seme dhrtemisia arborescens

| semi sono stati prelevati nel mese di settemeeti® dtesso anno da una pianta madre appartenénteaa
popolazione naturale nella costa nord-occidentelia &icilia (38°06'47.74” N, 13°31'16.38" E, 31 rhs.).

Una volta estratti dalle strutture fiorali (capd)jri semi sono stati raggruppati in base alle disieni ed al
colore, selezionando i semi piu grandi e con caloree uniforme e tendente al marrone scuro, e audot
invece i semi troppo piccoli e che presentavanmregione disomogenea dal verde al bianco. Dopo le
operazioni di cernita, i semi sono stati conserahbuio a temperatura ambiente all'interno di cégp®etri

sigillate.

Semina e germinazione

La prova € stata condotta con lo scopo di verificBeffetto sulla germinabilita del seme di diverse
temperature ambientali e di due condizioni di lupsita.

Sono state utilizzate delle capsule Petri monowsalidmetro di 10 cm, al cui interno é stato pastalisco

di carta assorbente imbibito con acqua distillatdla quale sono stati posizionati 20 semAdarborescens
selezionati in base ai criteri sopra detti.

Al di sopra dei semi € stato posto un secondo discarta assorbente imbibito con acqua distikatanfine

la piastra & stata sigillata con del Parafilfhleyer e Monsen, 1991).

Per valutare I'effetto della luce, accertando a@sla germinazione in natura viene favorita da owi di
scopertura o interramento del seme, sono stateenaessnfronto due tesi, la prima prevedente |'egpmse
dei semi ad un fotoperiodo 18/6 (luce/buio) e leosela sottoposta a totale oscurita.

Per valutare invece I'effetto della temperaturamssono stati esposti a temperature crescentP@dibo a
30°C, con incrementi successivi di 5 °C ciascundQ5t1; 10 °C £1; 15 °C #1; 20 °C #1; 25 °C +1; 30
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°C#1). Per ogni prova sono state previste 5 replidh conteggio del numero di semi germinati veniva
effettuato dopo 4, 7, 9, 11 e 14 giorni dall'inizlella prova, considerando germinati i semi chetrasano
una radichetta perfettamente conformata e privalt@irazioni, imbrunimenti e marciumi, tali quindad
produrre piante in grado, in idonee condizioni ditivcazione, di compiere l'intero ciclo vegetativ®
riproduttivo (Spreafico, 1978). Il tempo medio dérminazione (T.M.G) dei semi per ogni livello di

temperatura (Tab. 8.3.1) é stato inoltre valutgtpliaando la classica formula di Pieper (Spreafit®/8),

secondo cui:
T.M.G. =%(n x g)/N, dove: n = numero di semi germinati con germogli normaligiegoli
giorni;

g = numero di giorni intercorsi per ogni conteggidl’'ddzio
della prova;

N = numero totale di semi germinati con gertinogrmali.

8.3 RISULTATI E DISCUSSIONE

Rilievi ed analisi dei dati

Come evidenziato nelle figure 8.3.1 e 8.3.2 , iovati germinabilita rilevati nell’ultimo conteggi¢l4
giorni) oscillano tra il 4 e il 78.8%, con un tempedio di germinazione piuttosto variabile, entvaiori di
temperatura considerati, nei semi esposti alla (6c@ - 9.8 giorni) e fluttuazioni meno marcate7(# 9.5

giorni) in quelli esposti al buio.

Tabella 8.3.1 Germinazione di semi di Artemisiacaglscens L.; sono riportati i risultati delle proeffettuate con
diverse condizioni di temperature e luce.

+4 +7 +9 +11 +14 T.M.G.
+5°C=*1 00 + 00 |100+ 09| 520 =+ 116|520 + 43| 620 =+ 55 9.8
+10°C+1 10 + 0.0 | 390+ 92| 488 * 65 |66.0 + 7.7| 660 =+ 81 9.4
+15°C+1 00 + 6.2 |220+ 56| 390 + 29 |520 £+ 32| 520 =+ 41 9.5
+20°C+1 238+ 44 1325+ 05| 338 + 07 |[404 =+ 48| 448 + 52 7.1
+25°C+l1 275+ 8.8 463 + 88| 550 =+ 125| 58.8 + 125| 594 + 131 6.9
+30°C+l1 19 + 19|25 + 13| 31 + 19| 31 =+ 19 38 £ 25 7.3
+5°C+1BUIO | 275+ 125|600+ 50| 625 + 25 725 + 25| 775 =+ 25 7.8
+10°C+1BUIO| 00 + 00 | 218+ 55| 534 + 93 600 + 104| 63.8 =+ 123 9.5
+15°C+1BUIO | 225+ 25 (432 + 117/ 626 + 26 |701 + 20| 708 =+ 15 7.7
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N

La germinabilita massima e stata riscontrata iremss di luce ed alla temperatura minima (5 °C),
temperatura a cui, almeno in una prima fase, sagifestata la maggiore differenziazione tra le pEsite
alla luce (in cui la germinazione ¢ stata forteteaallentata) e quelle poste al buio, in cui irvéd@rocesso

si & manifestato con valori elevati fin dal primanteggio.

Figura 8.3.1 Germinazione di semi di Artemisia aelsoens L.; confronto tra diverse temperature dingezione in
condizioni di luce con fotoperiodo 18/6 di luce/bé possibile notare come alla temperatura di 305€ si €
avuta germinazione, mentre per intervalli di 5°+#afino a 25°C la germinazione & stata sempre sugesl
30% a partire dal 9° giorno.

% = +5°Ct1 =——+10°C+1 e+ 15°C 1
=—+20°C+*1l =——+25°C+1 ==+30°C *1
100.0
90.0
80.0
70.0
60.0

50.0
40.0 // I
30.0 >
20.0
10.0 Y4
0.0 T T T T )
+4 +7 +9 +11 +14 dd

Figura 8.3.2 Germinazione di semi di Artemisia aelsoens L.; sono state messe a confronto divenspetature di
germinazione in condizioni di assenza di luce. tee diverse temperature in prova non hanno presentat
significative differenze quando i semi sono posieaminare al buio.

% e +5°C + 1 BUIO e+ 10°C + 1 BUIO w4+ 15°C £ 1 BUIO
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Una certa differenziazione tra le due condiziorérspentali € visibile gia nel primo conteggio detimve
condotte a 5, 10 e 15 °C, dove la germinabilitasgeni posti al buio si € innalzata fino al 27.5%tekmine
della prova (14° giorno) la differenziazione tradsi € sembrata ridursi, sia pur lievemente, raosio valori
tra il 52 ed il 66% in condizioni di illuminazioretra il 64 ed il 77,5% in condizioni di buio. drhpo medio

di germinazione (T.M.G.), tuttavia, in quest'ultingpuppo di osservazioni risulta marcatamente pissba
(tra 7,7 e 9,5 giorni). A temperature piu elevatle 20 a 30°C), i flussi di germinazione variano
notevolmente, avvicinandosi a quelli rilevati alidwa temperature inferiori. Tra 20 2 25°C il proaes
avviene con grande rapidita, mostrando valori dingeabilita superiori al 20% fino al conteggio d&l
giorno ed evidenziando un T.M.G. intorno a 7 gglaAtmperatura massima (30°C) la germinazione &
risultata fortemente inibita, mantenendosi su vatwlto bassi (tra il 1.9 e il 3.8 %).

Ad eccezione della tesi a 20 °C, in tutte le terapge considerate la differenziazione tra tesmihate e tesi

al buio si e appiattita nel corso del tempo, e dddb giorni la germinabilita non €& sembrata
significativamente influenzata dalla presenza/asseli luce. In entrambe le prove, i valori di geragione

piu elevati si sono ottenuti nell'intervallo di tperature comprese trai 5 ed i 15 °C.

Dal punto di vista ecologico, sembra cosi trovara motivazione il fatto che in natura le giovararge diA.
arborescensi ritrovano in maggior numero in primavera e iusno, quando cioe le temperature superano i
10-15°C, mentre a temperature inferiori e superityiche delle stagioni invernale ed estiva, isfiudi
emergenza vengono parzialmente inibiti. In paréio®| in condizioni di illuminazione, la germinazéodei
semi avviene in maniera piu rapida quando le teaipsx sono piu elevate (20-25°C); al buio, limita¢ate
ai valori di temperatura saggiati, il proceso eeiw favorito dall’esposizione dei semi a tempesafuiti

basse.
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9. PROPAGAZIONE VEGETATIVA — RADICAZIONE TALEE

M. Militello, G. Fascella, A. Carrubba. Vegetatipeopagation ofArtemisia arborescenis. by stem-cutting.

Sottoposto aPropagation of Ornamental Plarits

9.1 INTRODUZIONE

La moltiplicazione su larga scala di specie vegetabustive pud seguire tre strade alternative: la
propagazione gamica di piantine ottenute da sememitropropagazionén vitro e la propagazione
vegetativan vivo. Tra queste, la tecnica di micropropagazione @ $émgamente utilizzata, ma risulta molto
costosa (Saranga e Cameron, 2006) e richiede nmtbpo prima di ottenere delle piantine pronte al
trapianto in pieno campo. La produzione di piantlaeseme, invece, pur essendo piu rapida ed ecoapmi
rappresenta un rischio per la disomogeneita gene&tie@ caratterizza le produzioni ottenute. Pertaato
propagazione vegetativa vivo risulta ancora l'alternativa piu rapida ed ecorzanper la propagazione a
basso costo, e per questo motivo la tecnica vegainente utilizzata nelle realta vivaistiche raglo

Rispetto alla moltiplicazione gamica, la propagaeiovegetativa presenta il vantaggio di poter pnadur
individui che ripropongono, anche se non illimitatnte, le caratteristiche morfologiche della piantdre,

e si presenta pertanto particolarmente adattanadifiplicazione di individui selezionati per deteémati
aspetti particolarmente pregevoli (Cervelli et 2008).

La capacita radicante delle talee ¢ influenzatéattari interni, come il genotipo, lo stato nutomale o lo
stadio fenologico, e fattori esterni come la terapga e l'intensita luminosa (Hartmann et al., 98Gbo e
Obi, 2008; Priadjati et al., 2010).

| fattori interni sono strettamente legati allagmeza di fitormoni necessari al processo di radicaz(Copes

e Mandel, 2000; Guo et al., 2009; Zobolo, 2010; Aatral., 2010; Ofori et al., 1996); le operaziahi
taleaggio si effettuano solitamente nei periodiumil potenziale rizogeno naturale della specieggetto &
massimo, che a loro volta variano secondo la spe@eparita di questa, con lo stadio fenologidtageanta
madre. Per ogni specie esiste, quindi, un pericelbadno piu favorevole degli altri alla radicazmne
l'individuazione di questo é di estrema importaazéini dell’'avvio del processo di radicazione (Masello,
2008). L'influenza del periodo di raccolta delléetasull’efficienza di radicazione € stata in dffealutata su
numerose specie (Hartmann et al., 1997; Sharmae 2989), e nella maggior parte dei casi questialt
viene attribuita alle caratteristiche fisiologicel materiale vegetale. In talee BFlaeoniaraccolte in tre
periodi differenti, ad esempio, né la percentualéatte morte né il numero di radici subivano vaoai,
mentre variavano il numero di talee radicate efeghezza delle radici (Guo et al., 2009). In adsperienze
sul nocciolo il periodo di raccolta del materialegetale influenzava significativamente la percdetuth
radicazione (Cristofori et al., 2010), cosi comePierocephalus perennigAkoumianaki-loannidou et al.,
2010).
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Allo stesso modo, essenziali per la buona riusdéta moltiplicazione per talea sono la conosceteia
fattori esterni ottimali e la selezione del miglgubstrato di radicamento (Cella e Collu, 2004;0letdjeu et
al., 2002; Mesh et al., 1997; Shiembo et al., 1@¥6yi et al., 1996).

La formazione di radici avventizie & mediata da lsementi metabolici dovuti alla presenza di auxiciee
stimolano l'inizio della fase di radicazione. L'are € stata dimostrata sia per I'IBA (acido indddtBirrico)
che per il NAA (acido naftalenacetico), che si sgivelati in grado di stimolare la formazione ddia
avventizie (Copes e Mandel, 2000; Guo et al., 200%yolo, 2010; Amri et al., 2010; Moura-Costa e
Lundoh, 1994; Mesh et al., 1997; Shiembo et aB6]&minah et al., 1995).

Solo pochi lavori sono disponibili sulla propagamovegetativan vivo del generéArtemisig tra questi &
possibile citare le prove condotte AuludovicianaNutt. (Bradley Rowe e Cregg, 2002petridentataNultt.
(Alvarez-Cordero e McKell, 1979; Bakker, 2010). Suarborescend.. alcune prove preliminari (Cella e
Collu, 2004) hanno gia indicato come questa spstcipresenti potenzialmente interessante nell'ambito
dell'ingegneria ambientale, grazie anche alle miecate caratteristiche di arido resistenza e filiao

Lo scopo di questo lavoro € stato quindi quelloaificare alcuni aspetti tecnici preliminari insta della
stesura di un protocollo di propagazione vegetaibassi costi pek. arborescendndividuando il substrato
ottimale di radicazione, il periodo ottimale di fgpamento del materiale vegetale di partenza edrasto

I'eventuale vantaggio legato all’uso di auxine e=ug

9.2 MATERIALI E METODI

Materiale vegetale

La prova e stata condotta nella stagione 2010/2@ilizzando talee semilegnose Alitemisia arborescens
L., prelevate da piante madri in buone condizidonistnitarie e di vegetazione all'interno di unggplazione
naturale omogenea e continua rilevata nelle viceadella zona costiera nord-occidentale della iSicil
(38°06'47.74” N, 13°31'16.38” E, 31 m s..m.).

Il materiale vegetale é stato prelevato in tre divperiodi dellanno (Febbraio, Aprile e Novemi#@10),
ricavando per ogni epoca di prelevamento un nuradeguato di talee della lunghezza di 25-30 cm arasc
immediatamente dopo il prelevamento, le talee siate trasferite presso le strutture del CRA - &Juit
Ricerca per il Recupero e la Valorizzazione defiecte Floricole Mediterranee (Bagheria, PA), dowros
state sottoposte ai trattamenti previsti dal proflocsperimentale. Le prove di radicazione sondesta
realizzate allinterno di serre di circa 200° mon orientamento E-W, costruite con struttura doiaio e
copertura in polimetacrilato di metile (38°05'25'2%, 13°31'18.15” E, 23 m s.l.m.).

Mezzo di coltura e ormone radicante.
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A seguito di ciascuna campagna di prelevamentop épmozione totale delle foglie, la porzione dlasdel
50% delle talee € stata immersa in una formulazpmheerulenta di acido naftalenacetico (NAA) allzsd di
4000 ppm (Germon, Gerlach Gmbh, Lubbecke, Germanghtre le rimanenti talee non trattate sono state
utilizzate come controllo. Le talee sono state ziosate in contenitori alveolari di polistirolo ngiti con tre
differenti miscele (2:1; 1:1, 1:2 v/v — rispettivame denominate substrato 1, 2 e 3,) di torba 43HENIC

- Free Peat B.V., Sluiskade, Vriezenveen, Nethddpe perlite @ 2-5 mm (AGRIPAN 100, Perlite Itaba
s.r.l.,, Corsico (MI), Italia); il contenuto di sesiza organica e azoto organico della torba er&%i é 0.5%
rispettivamente.

| contenitori alveolari sono stati riposti all'imted di bancali (6 m x 1.2 m) coperti con una pelkcdi
polietilene e dotati di sistema di nebulizzaziomgo tMIST (umidita relativa 75%), in condizioni di

fotoperiodo naturale.

Rilievi e analisi statistica

Dopo 40 giorni dall'inizio della prova, per ogniattamento sono stati rilevati il tasso di sopraswmiza
(survival rate %), la percentuale di radicaziongt{sgs rooting rate %), il numero e la lunghezededradici
per talea.

Sui dati ottenuti, allo scopo di verificare I'effetdei diversi trattamenti (Gomez e Gomez, 1984)ata
effettuata I'analisi della varianza (procedura AN®MWItilizzando il software statistico “StatisticdV. 6.0
for Windows, Statsoft Inc., Tulsa, OK).

9.3 RISULTATI E DISCUSSIONE

| risultati ottenuti dal confronto tra le diversgoehe di prelevamento vengono riportati in figurd ®, in cui
le talee vengono ripartite tra morte (D), vive nta madicate (NR) e radicate (R). Come evidenziatm &
emersa alcuna differenza sostanziale tra la peratntli talee radicate e non radicate nel primdegmio,
guando tutti e tre i gruppi (talee morte, radicatdve non radicate) hanno mostrato valori osdilaa 20 e
circa 40 %. Questi risultati sembrano in accordo goanto riportato da altri autori gutridentata,in cui la
radicazione invernale risulta essere la migliorbvéfez-Cordero e McKell, 1979). Una differenziazopit
marcata € emersa nelle osservazioni successivadqulaasso di mortalita delle talee & diminuitrandosi

al 26% e al 5%, rispettivamente in aprile e novembr
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Figura 9.3.1 Radicazione di talee di Artemisia agboes L.; tasso di radicazione in funzione di iivenomenti di
raccolta (valori medi di diversi substrati e pres@assenza di auxine). Le barre verticali rapptesenl’errore
standard; morte: talee morte; v.n.r.: vive noncat#; rad.: radicate.

100

m % morte

W% vnr

M % rad

Feb Apr Nov

A questa diminuzione non fa tuttavia riscontro amgielo aumento del numero di talee radicate, reun
evidente incremento tra i momenti di rilevamenta 8% a 82 %) si osserva a carico del numero éétal
che, sebbene vitali, non hanno prodotto radici (NR)

Il grafico in fig. 9.3.2 mostra invece come, a fanli momento di prelevamento, I'aggiunta di auxine
esogene (NAA) non aiuta a superare i problemi diminza, con una media di radicazione prossim®% 2
sia nelle talee trattate con auxina che in quedle trattate; allo stesso modo la percentuale éietalon

radicate, sempre superiore al 50%, € rimasto iat@in entrambi i casi.

Figura 9.3.2 Radicazione di talee di Artemisia agsoes L.; tasso di radicazione in presenza/assiraine esogene;
(valori medi dei differenti substrati e delle dalieraccolta). Le barre verticali rappresentanortiez standard;
morte: talee morte; v.n.r.: vive non radicate; radticate.
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Questi risultati concordano con quanto riportaté®gemisia abrotanunh. (Schroeder e Le Duc, 1996) e su
altre specie (Myers e Still, 1979; Dirr e Heus&81; Panetsos et al., 1994). in cui la radicazibelte talee
non ha mostrato differenze significative tra teattate e non trattate con ormone radicante. Atradio altri
autori (Alvarez-Cordero e McKell, 1979), hanno otito risultati incoraggianti sé. tridentata,riscontrando
un significativo incremento della percentuale didicazione in conseguenza dellaumento della
concentrazione di acido indolbutirrico (IBA). Leffdrenze nella risposta di queste specie, comunque
appartenenti allo stesso genere botanico, posssaveericonducibili ad una diversa attitudine pgaiza di
origine genetica, come gia osservato nel ge@awvillea (Krisantini et al., 2006) e iMagnolia (Sharma et
al.,, 2006), ma non & da escludere I'esistenza i nisposta diversa tra le due specie legata alrstive
meccanismo di azione dei due ormoni (Ibafiez-To2@84; Németh, 1986).

L'adozione di diversi substrati (Fig. 9.3.3) nonihHluenzato il tasso di radicazione delle tald®es a parita

di momento di prelevamento e di presenza/assenaaraine radicante, ha presentato valori medi prussi
20%. Solo una riduzione della quantita di torbadbgerminato un incremento del 15% del numero dital
vitali ma non radicate (NR) rispetto alla tesi eonquantitativo di torba piu elevato (substratoAliyi autori
avevano gia evidenziato come la riduzione dellxg®uale di torba influenzava la radicazione iretse
specie (Fascella et al., 2008; Lym, 1992).

Figura 9.3.3. Radicazione di talee di Artemisia agboes L.; tasso di radicazione in funzione di iiveubstrati;
(valori medi delle date di raccolta e della preséagsenza di auxine esogene). Le barre vertiqggiresentano
I'errore standard; morte: talee morte; v.n.r.: vian radicate; rad: radicate.

100
W % morte
90
W% v.n.r.
80
% rad.

L’'aggiunta di auxine esogene non ha influenzatwiinero di radici per talea, che sono risultate edia 3
per talea (Fig. 9.3.4), né la loro lunghezza (médé cm; Fig. 9.3.5), in accordo con quanto riporta
bibliografia suEuphorbia lagasca&preng. (Ibafiez-Torres, 2004) eEBuphorbia x lomiRauh. (Fascella e
Zizzo, 2009).




M.Militello

Il numero di radici sembra risentire in qualche matel periodo di prelevamento delle talee (Fig.4,3

anche se le differenze riscontrate non sono statiaente significative; allo stesso modo,la lunghemedia

delle radici sembra manifestare differenze asshitté in relazione sia al periodo di prelevamertte al

substrato utilizzato (Fig. 9.3.5).

Figura 9.3.4 Radicazione di talee di Artemisia agBoes L.; numero medio di radici in taleeAdi arborescensn
funzione della data di raccolta, tipo di substratqresenza/assenza di auxine esogene. Le bariealert

rappresentano I'errore standard.
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Figura 9.3.5 Radicazione di talee di Artemisia aglsoes L.; lunghezza media delle radici in tale@.dirborescenin
funzione della data di raccolta, tipo di substrat@resenza/assenza di ormone radicante. Le bartiealie

rappresentano I'errore standard.
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10. PROVA DI COLTIVAZIONE

10.1 INTRODUZIONE

Le colture destinate all'estrazione di oli esselnpiassono costituire una risorsa strategica panerosi
ambienti, soprattutto quando la coltivazione deidture “da reddito” piu note e diffuse incontraniii
ambientali ed economici pill 0 meno severi (Carrubl@Zatalano, 2009). Di fatto, I'utilizzazione di fteotra
gueste specie & probabilmente antica quanto 'uemmn esiste cultura nel mondo che non ne annaveri
numero pitl 0 meno grande tra le sue risorse pravgeT la pratica fitoterapeutica e/o per l'alimeidgae. La
raccolta dallo spontaneo €& sicuramente il metodo gritico per I'approvvigionamento da parte delle
comunita umane; largamente adoperato nel passatena fin quando i fabbisogni si mantenevano selliiv
limitati, oggi questo metodo & caduto in disusda @roduzione di piante da olio essenziale & \igtasi
esclusivamente come una coltivazione altamente idzata. Alla base di cid stanno tre ragioni

fondamentali:

1. La raccolta dallo spontaneo non garantisce i régquis uniformita quantitativa e qualitativa che
0ggi vengono fortemente richiesti dai compratdene essi semplici consumatori che strutture
industriali pit 0 meno grandi (Ruta et al., 2006e8y et al., 1996). Solo in coltivazione, infatti,
€ possibile modulare le produzioni seguendo leiggte del mercato e soddisfacendone le
esigenze. La produzione spontanea € in effetticdiffente quantificabile ed in qualche caso
pud venire drammaticamente sovrastimata, sopmattgttando si considera la possibilita,
sempre presente, dellinsorgenza di fenomeni cagahlimprevedibili che portano ad una
diminuzione improvvisa delle disponibilita naturadjenerando il fenomeno che gli autori di
lingua inglese definiscono di “boom and bust” (espine e fallimento): da principio si origina

un flusso di reddito cospicuo, seguito da un impigwy e drammatico crollo economico

2. La produzione specializzata permette di limitareischio di depauperamento dei popolamenti
naturali, soprattutto quando l'aumento della riskde di una specie viene soddisfatto
incrementandone la raccolta dai luoghi di vegetazimaturale (Schippmann et al., 2002;
Skoula, 2006; WHO, 2003). La letteratura sul’argmto abbonda di casi in cui estesi
popolamenti naturali sono stati drasticamente tidspesso oltre la loro possibilita naturale di
ricostituzione) per effetto di un’eccessiva pressialel carico di prelevamento: il Ginseng
americano ma anche quello giapponese e coreanmeagpecie di arnica e genziana in Spagna
e Croazia (Schneider, 2004; Satov2004) e addirittura interi popolamenti di rosmariin
Sardegna (Mulas e Mulas, 2005).
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3. La coltivazione offre la possibilita di valorizzaspecie poco diffuse, se non addirittura rare, che
hanno manifestato potenzialita tali da suggeritagol da parte di alcuni settori produttivi, ma
che non possiedono una fitomassa sufficiente dafréarte a tale uso, e in qualche caso

nemmeno sufficiente a svolgere su di esse un’ade@ttivita sperimentale.

Il problema, a questo punto, diventa quello di #&ece se, e in che misura, la pratica della catiivae
influenza la risposta qualitativa di tali pianteteisa come contenuto e caratteristiche dell'olgeesiale. E’
vero infatti che la tecnica agronomica, modificafidnbiente di crescita delle piante, determinaazoni
delle condizioni nutrizionali e abitative del sudhttraverso le fertilizzazioni, le lavorazioni’arigazione),
delle condizioni di temperatura e fotoperiodo dteaho sviluppo (mediante I'epoca di semina, la
pacciamatura, la coltivazione in ambiente protetttglle condizioni di competizione (la competizione
interspecifica perde d’'importanza, mentre acquiségior peso la componente intraspecifica) (Camubb
Catalano, 2009; Catizone et al., 1986). Una soglportuna delle pratiche colturali puo dunque seh#zbio
influenzare le caratteristiche quantitative e gatlie delle produzioni.

Un secondo aspetto da sottolineare € che numepesgesdiffuse allo stato spontaneo ed apprezzate pe
alcune particolarita dei loro oli essenziali preéaen spesso tratti morfofisiologici che le rendg@ozo adatte
alla coltivazione, in massima parte legati propaioloro adattamento a vivere in condizioni “natiiral
Numerose specie in cui il prodotto utile & costituilal seme (finocchio, coriandolo, anice), ad gsem
possiedono un habitus di fioritura indeterminatmsiderato un importante adattamento strategicosatbpo

di allungare il periodo di disseminazione e quiasicurare il successo riproduttivo anche in antbiercui

la disponibilita idrica & aleatoria (Arnon, 199Questo carattere, derivante da millenni di selezioaturale,
costituisce tuttavia un serio problema ai fini detheccanizzazione della raccolta. Allo stesso mautte
piante da seme presentano in condizioni di colitva la marcata tendenza a produrre massa vercBpacs
della produzione commerciale, caratteristica tadvepiacevolmente accentuata da alcuni input tecoioe

la concimazione azotata o l'irrigazione.

Tra le pratiche agronomiche da sottoporre a vexifia tecnica di propagazione assume un ruolo non
secondario, poiché anche ad essa viene attritalitolta un effetto significativo sulle carattergste degli oli
essenziali. Molte specie da olio essenziale (cothesempio la menta) sono sterili, e richiedono djuia
propagazione per via vegetativa, tramite stoloiziomi o parti di pianta (Dellacecca, 1996). Quardo
moltiplicazione per seme € possibile essa pud emgptare un’interessante opportunita, ma in specie
eterogame i semi forniscono spesso piante disoneegsia per crescita che per caratteristiche qtiadita
Bruneton (1995) riporta, ad esempio, variazionngigative nella composizione chimica dell'olio esziale

di lavanda in piante ottenute da seme o per tgleagendo alla conclusione che il secondo metodseate

di ottenere piante con caratteristiche morfologidhielogiche e qualitative costanti. Nelle specergnni,
'uso della semina diretta costituisce una prapa#tosto complessa, poiché, come verificato adnpse
nella salvia (Caligani e Adamo, 1987), I'affrancanite piuttosto lento delle piantine pud causare una
maggiore competizione con le infestanti. D’altratpai costi associati al trapianto possono talvassere
tanto alti da rendere antieconomica lintera calfuper cui la scelta tra i due metodi dipendera

prioritariamente dalle rese attese e dai prezaieaticato della coltura (Falk et al., 2000).
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Da queste considerazioni € nata I'esigenza diicaré I'adattabilita diA. arborescenslle condizioni di
coltivazione, verificando in primo luogo la rispastegetativa e produttiva di piante ottenute per vi
vegetativa 0 da seme, e successivamente valutaridoomportamento in seguito a due diverse altedize

taglio.

10.2 MATERIALI E METODI

La prova € stata condotta presso I'azienda spetatetSparacia” (Cammarata — AG; (37° 38' N - 18° 4
E; 415 m s.I.m.), con l'obiettivo di valutare I'atkbilita alla coltivazione e la risposta bio-agoarmica e
produttiva diA. arborescend.. || materiale vegetale utilizzato per la provaoyeniva da piante madri in
buone condizioni fitosanitarie e di vegetazion&raéirno di un popolamento naturale omogeneo eicoat
individuato nelle vicinanze della zona costieradroccidentale della Sicilia (38°06'47.74” N, 13°36.38”

E, 31 ms.l.m.).

Il seme adoperato € stato prelevato nel settenfi®8 2 posto a germinare in vassoi alveolari (6 xBb6
alveoli) in polistirene (PS) delle dimensioni di 528 cm, riempiti di una miscela di torba e periit parti
uguali (v/v). Il seme é stato deposto sulla superfidegli alveoli in data 23/11/2009 e la germinagi &
avvenuta con regolarita a partire dal settimo giqi32% di plantule emerse), giungendo al valoréndafo
(germinazione massima 71%) in corrispondenza delleesimo giorno. Dopo 14 giorni le piantine sono
state trasferite in vasetti di materiali plasticalel dimensioni di 7 x 7 cm, riempiti con una misc2:1 di
torba e perlite (v/v).

A 40 giorni dal trapianto le piantine sono statet@ie all’esterno per favorire la lignificazionelldezona del
colletto.

Le talee sono state invece prelevate il 05.02.2810oste a radicare in contenitori di plastica della
dimensione di 7 x 7 cm riempiti con una miscelaodba e perlite in rapporto 1:1 (v/v). Dopo 80 giodal
trapianto le piantine perfettamente formate e ¢tameente lignificate sono state trapiantate in pieampo.
L'impianto del campo €& stato effettuato il 29.04.@0 quando indipendentemente dalla modalita di
propagazione, le piantine avevano raggiunto urfattanedia di circa 15 cm, disponendole su file heng4

m a distanze di 100 cm (sulla fila) x 120 cm (&dile).

Il terreno utilizzato per il trapianto, precedengte impegnato a trifoglio alessandrino, € statparato
mediante un’erpicatura a due passaggi incrociatidotta ad una profondita di lavorazione di ciréactn,
che ha permesso di interrare i residui della calprecedente. In seguito, il campo € stato sottoposisite
periodiche per valutarne le condizioni fitosandaé di sviluppo, misurando l'altezza ed il diametdle
piante.

La coltura é stata condotta in asciutto, limitagtianterventi irrigui ad un’unica distribuzione elomento
dell'impianto.

Durante il secondo anno di sperimentazione sorte sffettuate le operazioni di raccolta della pareea

delle piante da avviare al processo di distillagioRer verificare la risposta delle piante allaiamone
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dell'altezza di taglio, in ciascuna delle due @$ginarie (piante da seme e piante da talea) statomessi a
confronto un taglio basso (TB) effettuato a cir&acth dal suolo, ed un taglio alto (TA) con aspadae di
tutta la vegetazione al di sopra dei 40 cm. La lissa raccolta per ogni tesi € stata pesata, e giaainali
100 g ciascuno sono stati essiccati in stufa a°@per 24 ore fino a raggiungimento del peso costgrer
determinarne I'umidita. Il valore ottenuto é statdizzato per trasformare il valore misurato dddiamassa

fresca in sostanza secca.

10.3 RISULTATI E DISCUSSIONE

L'andamento delle altezze e dei diametri nel calsbperiodo di osservazione delle piante apparteada

due tesi in prova € riportato nel grafico in fi@.3.1.

Figura 10.3.1 Sparacia (Cammarata — AG) 2010 e.2®&damento delle altezze medie e del diametro onddi cespi
in piante diA. arborescengrovenienti da talea radicata (in verde) e da sémeosso). Le barre verticali
indicano gli errori standard delle medie per oglevamento. Le frecce indicano le date di fioritaielle piante
provenienti da talea radicata (in verde) e da dgm®sso).
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Malgrado le piante provenienti da talea presentmgtantemente un’altezza superiore, lo sviluppaltezza
segue nelle due tesi un’evoluzione molto similenifestando un accrescimento lento e costante fino a
momento della fioritura, fase in cui in ambeduddsi si registrano i valori piu elevati. L'espanmstodel
diametro continua invece anche oltre il momentéad@ritura, ed al contrario del parametro precede=sso
conserva sempre valori piu elevati nelle piantes@nienti da seme.

La produzione di biomassa ricavata dal taglio {flg3.2) e stata, come era da attendersi, superaie tesi
sottoposte a un taglio piu drastico (496,6 vs. Ak®, ha'); la presenza di una certa differenziazione tra le

diverse tesi, tuttavia, si evidenzia nettamentecoafronto tra i valori della produzione di biomas#geriti al
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complesso delle piante ottenute da seme (536, 5Kgehda talee radicate (380,2 kg'ha

| risultati sin qui ottenuti sembrano quindi testiniare una maggiore adattabilita alle condizioni d
coltivazione delle piante ottenute da seme, caiatige da una maggiore espansione in larghezaagyedo

di fornire, al secondo anno dell'impianto, produdidi biomassa complessivamente superiori con aoded

le modalita di taglio.

Figura 10.3.2 Sparacia (Cammarata — AG) - Produzitridomassa (kg hadi SS) inA. arborescensproveniente da
talee radicate (T) o da semi (S) e sottopostaersivintensita di taglio (B= taglio a 25 cm dal sydi= taglio a 40
cm dal suolo). Per ogni colonna, le barre verticalicano I'errore standard della media.
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Tuttavia, i rilievi effettuati dopo la ripresa veggva (fig. 10.3.3) mostrano come la severita tdglio di
raccolta possa in qualche misura influenzare Iposta produttiva delle piante. Malgrado l'altezza
complessivamente raggiunta dalle tesi sottopostgléo alto (40 cm dal suolo) sia infatti piu elésvasolo
una ridotta frazione (14-16%) del valore misuragrivh da biomassa di nuova formazione, mentre la
produzione di nuova vegetazione € piu elevata riee sottoposte a taglio basso, il cui accrescimén
altezza é significativamente superiore e, in unodie trattamenti (BT), quasi raddoppiato (+ 91 %b).
fenomeno & probabilmente da porre in relazionelaaimozione nelle tesi del gruppo B di un numeio d
gemme piuttosto consistente, che permette allamtstin livello inferiore di competizione per lesorse
disponibili nella pianta.

La possibilita di disporre, per la raccolta, di unaggior quota di biomassa di neoformazione notitazce

un dato di importanza secondaria: oltre al gia neffetto esercitato sugli aspetti qualitativi delio
essenziale dal momento fenologico della pianta, emase ricerche (Sangwan et al.,, 2001; Carrubba e
Catalano, 2009) riportano per diverse specie kesim di modificazioni a volte significative della

composizione dell'olio essenziale al variare dél'delle foglie.
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Figura 10.3.3 Sparacia (Cammarata — AG). Ripartizibeikaltezza delle piante di. arborescenfra biomassa di nuova
formazione (N, aree colorate) e biomassa preesés(®h aree in bianco) in piante provenienti da¢atadicate
(T) o da semi (S) e sottoposte a diverse intemsitaglio (B= taglio a 25 cm dal suolo; A= taglio4a cm dal
suolo). Le barre verticali indicano I'errore stardidi ogni media.
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Non & da escludere, inoltre, che la maggiore ligazione caratteristica della biomassa piu vecploissa,
come gia verificato in alcune altre specie peretirame ad es. l'origano (Leto et al., 1994), candwad
un’alterazione delle caratteristiche qualitativé peodotto, determinando una riduzione della resalio.
Data la poliennalita della specie, tuttavia, undutazione piu completa dell’attitudine al ricacaid A.
arborescenspotra comunque derivare dalla prosecuzione ddilmi® per piu anni, valutandone la
ripartizione della biomassa prodotta in foglie rifie frazione legnosa degli steli, e le eventualiiazioni

nella resa e nella composizione dell'olio esserzial
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11. ATTIVITA’ ANTIMICROBICA

M. Militello; L. Settanni; A. Aleo; C. Mammina; GVioschetti; G. M. Giammanco; M. Amparo Blazquez; A.
Carrubba. 2011. Chemical Composition and Antibaatd?otential ofArtemisia arborescenk. Essential
Oil. “Current microbiolog™y, 62 (4): 1274-1281.

11.1 INTRODUZIONE

Negli ultimi anni, nei consumatori si & sviluppait@a particolare sensibilita in merito agli addigimentari,
sempre piu interessati ai cibi di tipo tradizionalenaturale, e comunque prodotti senza l'uso ditaild
chimici (Settanni e Corsetti, 2008). Quando i cowaeti chimici vengono utilizzati in dosi molto otte, si
possono avere dei fenomeni di sopravvivenza dinalcappi batterici con il rischio di selezionareppe
resistenti (Xu e Lee, 2001). In particolare la cans@a di alcuni patogeni resistenti ai tradiziogaliservanti
chimici ha generato la necessita di individuarenigantibiotici alternativi.

Diversi composti presenti nelle piante, con unayfutradizione come conservanti alimentari (Nychaal.e
2003), sono generalmente ben accettati dai consuinatalcuni prodotti naturali, come gli oli eszeti
estratti da diverse specie vegetali, sono oggi pmeseria considerazione dalle industrie alimergaazie alle
loro accertate proprieta antibiotiche. La capadcitaalcuni oli essenziali di inibire la crescita derti
microorganismi risulta interessante soprattuttongoaquesti sono patogeni degli alimenti. Tra gquesti
particolarmente pericolosi sono i batteri; uno wheiggiori rischi legati alla salute degli alimenéllfultimo
ventennio é rappresentato dai Gram-positivi, questieria monocytogene@-arber, 2000). Pur avendo una
bassa incidenza sulla popolazione, la listeriose$ii molte volte fatali, con una mortalita supeei al 30%
(Drevets e Bronze, 2008) soprattutto in Europa (&oet al., 2008). Oggi, molte spezie vengono
normalmente aggiunte agli alimenti per aumentaragpktibilita, e per questo motivo I'utilizzo degii
essenziali come conservanti costituisce una risoasarale di additivi conservanti. (Carrubba e Gedae,
1998; Haraguchi, 2001; Burt, 2004; Khan et al.,900

L'obiettivo di questa prova € stato quello di viedfe le proprieta antibiotiche dell'olio essengiai A.

arborescensu alcuni ceppi batterici responsabili di altevatia carico del cibo.

11.2 MATERIALI E METODI

Materiale Vegetale ed Olio Essenziale

La prova é stata effettuata utilizzando le partieaedi alcune piante d\. arborescend.., prelevate nel
gennaio 2010 da una popolazione naturale in fastéadi vegetativa (N 37°", E 13°44’13"). Subito dola
raccolta, il materiale vegetale € stato distillm@orrente di vapore (Estrattore Albrigi Luigi-\tera, Italia)

per 3 ore. L'olio essenziale ottenuto € stato deoudei residui acquosi utilizzando del solfatodamidi
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sodio (NaSQ,) e successivamente conservato a 4°C in bocceatin@ ml di vetro scuro con chiusura
ermetica. L'olio essenziale € stato analizzato arvgdi gascromatografia e spettrometria di massagseg

le procedure gia esposte nel paragrafo 2.0.
Ceppi Batterici in prova

| ceppi batterici utilizzati per la prova provenivada apposite colture disponibili presso il Dipaento “G.
D’Alessandro” di Scienze per la Promozione delldue dell'Universita degli Studi di Palermo. Leesfe
selezionatel(isteria monocytogenes, Enterobactgp. eSalmonella enterigasono generalmente associate

alle alterazioni degli alimenti determinate da lora cattiva conservazione.
Attivitd Antibatterica

L'olio essenziale & stato applicato su di un didcearta filtro sterile adattando la metodica ripta in
bibliografia (Kelmanson et al., 2000). Nel mezzaditura adottato, a base di agar, € stato insdelitagar
liquido (0.7% wi/v), precedentemente inoculato conac107 CFU mt o 106 CFU mt di uno dei ceppi
batterici in prova. In seqguito, sulla superficid debstrato sono stati posizionati quattro diséhgadta filtro
sterile (Whatman No. 1) di 6 mm di diametro, pastiuna distanza di circa 5 cm l'uno dall'altro.

Due dischi sono stati utilizzati come controllo aggendo 10 ml di acqua sterile e acetone (cowtroll
negativo) o streptomicina (10% w/v, controllo psi} mentre i due dischi restanti sono stati ttattan 10

ml di olio essenziale preventivamente diluito ire@ne. Le piastre sono state poste a 37°C per 24 h
I'attivita inibitoria & stata valutata positiva qudo attorno al disco di carta si presentava unkntel area di
inibizione.

Determinazione della minima concentrazione inibgMIC)

L'attivita antibatterica dell’'olio essenziale é tstavalutata come Concentrazione Minima Inibente GMI
minimum inhibitory concentration), che rappreseritaparametro piu comune di valutazione della
performance antibatterica di un olio essenzialer{BA004). La MIC e definita come la piu bassa

concentrazione di un composto attivo che inibisddemtemente la crescita dell’organismo utilizzpty la

prova (Karapinar e Aktug, 1987).

11.3 RISULTATI E DISCUSSIONE

Caratterizzazione chimica dell'olio essenziale

La distillazione in corrente di vapore ha prodattoolio essenziale di colore blu scuro con un isteodore

balsamico e con un rendimento dello 0.33 % (v/iwanhlisi effettuata mediante GC e GC-MS (tabella
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11.3.1) ha consentito di individuare 43 compostiyetotale del 93% dell’olio totale, che sono istdncati
per gruppi fitochimici in ordine di tempo di eluirie nella colonna capillare. La composizione quali-

quantitativa riscontrata risulta in accordo conrgaasservato nelle attivita sperimentali preceident

Tabella 11.3.1. Olio Essenziale di A.arborensces)mosizione chimica dell'olio in prova attivita iamitrobica

RT a b
COMPOSTI [min] Kl %
a-Pinene 7,874 939 0,70
Camphene 8,532 954 0,61
Sabinene 9,470 975 2,33
Myrcene 10,164 990 2,03
a-Phellandrene 10,905 1002 0,34
a-Terpinene 11,377 1014 0,69
p-Cymene 11,776 1024 0,33
y-Terpinene 13,301 1054 1,29
Monoterpene hydrocarbons 8,32
cis-Sabinene hydrate 13,968 1070 1,65
Linalool 15,432 1096 0,22
Methyl butyl 2 methyl hydrate 1100 0,96
a-Thujone 15,652 1102 0,75
B-Thujone 16,338 1114 45,04
Camphor 17,590 1146 6,78
Borneol 18,795 1169
Terpinen-4-ol 19,136 1177 2,16
Carvacrol 23,804 1299
Oxygenated monoterpenes 57,56
a-Copaene 27,600 1376 0,19
-Caryophyllene 29,442 1419 0,89
Germacrene D 31,979 1484 3,34
Chamazulene 41,577 1731 22,71
Sesquiterpene hydrocarbons 27,13
Sesquicineole - dehydro 31,114 1471 0,72
Geranyl isovalerate 36,766 1607
Oxygenated sesquiterpenes 0.72
Total 93.73
¢ Kl, Indice di ritenzione di Kovats relativo ag&s, n-

alcani.
®Percentuale di ogni compost sull'olio totale.

Inibizione della crescita dei ceppi batterici

L’'attivita antibatterica dell'olio essenziale 4i. arborescen® riportata nella tabella 11.3.2. Lo spettro di
inibizione ha evidenziato una buona inibizione sstdria (34 dei 44 ceppi sono stati inibiti nellescita),
con un grado di sensibilita al trattamento varglhia i diversi ceppi selezionati in prova.

Il ceppoL. monocytogeneBTCC 19114T pur evidenziando un risultato posithaomostrato una inibizione
molto bassa (8 mm, di cui 6 mm sono dati dalle disieni del disco di carta). | ceppi che hanno nadstr
risultati piU interessanti sono stati monocytogene$86 e 7BO, con una zona di inibizione di 12 nim.
monocytogenegBO e stato il meno sensibile in entrambe le coimagioni provate; su questo ceppo l'olio
essenziale ha mostrato una MIC di 2.5 ed Ju2&I™ rispettivamente a 107 e 106 CFU mla MIC per il
ceppolL. monocytogenes86 a 107 e 106 CFU te invece stata di 1.25 e 0.6@5mlI™ rispettivamente.

In accordo con quanto ottenuto nelle prove predgdianalisi chimica dell'olio essenziale ottenula

evidenziato un olio particolarmente ricca@tthujone (45.04%) e camazulene (22.71%),
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Tabella 11.3.2- Attivita inibitoria di Olio esseaig di A. arborescens

Specie Batteriche

Inibizione

Fonte d'isolamento

Enterobacter amnigenusg

DHPS70B3(-)

Pollo congelato

E. amnigenus DHPS60A2(-) Agnello congelato
E. cloacae DHPS24(-),DHPS25(-) Latte in polvere

E. cloacae DHPS13A(-) Crema di cereali

E. cloacae DHPS62A(-) Pollo congelato

E. cloacae DHPS 32A(-) Farina di latte

E. cloacae DHPS43B1(-) Semolino

E. hormaechei subsp. DHPS1(-), DHPS2(-), DHPS6(-), DHPS7(-), DHPS8(-HES11(-), Latte in polvere
steigerwaltii DHPS13 (-), DHPS15(-), DHPS19(-), DHPS31(-)

E. sakazaki DHPS2B(-) Crema di riso

E. sakazaki DHPS23A(-) Crema di riso verde

Listeria monocytogenes

ATCC 19114T(?)

Tessuti animali

L. monocytogenes DHPS129(?), DHPS130(?), DHPS131(?), DHPS132(-), B183(-), umano
DHPS134(-), DHPS135 (?), DHPS136(?), DHPS137(?)P5138(?),
DHPS139(?), DHPS140(?)
L. monocytogenes DHPS179(?) Salmone
L. monocytogenes DHPS180(?),DHPS182(?) Ricotta
L. monocytogenes DHPS184(-) Insalata di riso
L. monocytogenes DHPS185(-) Carne di manzo
L. monocytogenes DHPS186(??) Mozzarella
L. monocytogenes DHPS187(?) Pollo arrosto
L. monocytogenes DHPS188(?) Insalata verde
L. monocytogenes DHPS1BO (?),DHPS10BO(?) Carne tritata
L. monocytogenes DHPS2BO(?), DHPS 3BO(?) salame
L. monocytogenes DHPS4BO(?), DHPS5BO (?) Salame stagionato 3 settimane
L. monocytogenes DHPS6BO(?), DHPS7BO(?7?), DHPS8BO Salame stagionato 4 settimane
L. monocytogenes DHPS11BO(?) Macello
L. monocytogenes DHPS12BO(?) Salame stagionato 1 settimana
L. monocytogenes DHPS13BO(?), DHPS14BO(-), DHPS15BO(-), DHPS16BO(-), Gorgonzola

DHPS7BO(?), DHPS18BO(?), DHPS19BO(?), DHPS20BO(?),
DHPS21BO(-)

L. monocytogenes DHPS22B0O(?), DHPS23BO(?), DHIBEH2) Taleggio
Salmonella Abony DHPS50398(-) Umano
S. Agona DHPS50361(-) Umano
S. Blockley DHPS50314(-) Umano
S. Bredeney DHPS50374(-) Umano
S. Derby DHPS50399(-) Umano
S. Enteritidis DHPS50339(-),DHPS50430(-), DHPS5@371 Umano
S. Hadar DHPS50272(-) Umano
S. Infantis DHPS50356(-) Umano
S. Muenchen DHPS50393(-) Umano
S. Napoli DHPS50376(-) Umano
S. Newport DHPS50404(-) Umano
S. Panama DHPS50347(-) Umano
S. Saintpaul DHPS50415(-) Umano
S. Thompson DHPS50280(-) Umano
S. Typhimurium DHPS50414(-), DHPS 50384(-) Umano
S. Typhimurium DHPS50432(-) Pesce fresco
S. Veneziana DHPS50391(-) Umano

—, hessuna inibizione; ?, chiara inibizione (8—1@ diametro); ??, bassa inibizione ([10 mm diametrogppi in coltura
provengono da: DHPS Department of Health Promdgiciences “G. D’Alessandro” (Palermo, Italy); ATCAmerican

Type Culture Collection (Manassa, VA, USA).

| thujoni sono dei monoterpeni ossigenati comundenepresenti in numerose piante medicinali ed
aromatiche quali Salvia officinal&alvia officinalisL.), Salvia sclaregSalvia sclared..), Assenzio gentile
(Artemisia absinthiunk..) e Tanaceto comur{@anacetum vulgarit.); questi composti sono presenti anche

in alcuni bevande alcoliche, ma il loro isomeroabétritenuto tossico per il consumo umano (European
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Commission 2003, National Toxicology Program 2010uso del thujone e soggetto pertanto a molte
restrizioni, anche se la quantita generalmenteeptesnelle bevande e negli alimenti risulta es&éfevolte
inferiore alla dose a cui si presentano i primiim da intossicazione (NOEL: no observed effegtle
European Commission 2003; Pé&kta e Plucar, 2003). Il secondo composto maggiaitail camazulene, un
idrocarburo sesquiterpenico caratteristico delnf@ della famiglia delldsteraceaecome la camomilla e
I'achillea (Franz e Novak, 2010; Wagner et al., 200Questo & conosciuto per le sue proprieta anti-
infammatorie (Salamon, 2009), che ne fanno un @itodnolto interessante dal punto di vista indastri

Da quanto sopra detto si pud comprendere l'interges I'olio essenziale di Artemisia come altenati
naturale agli additivi chimici con attivita antitica. Lo spettro di inibizione che si e tentataefitare sulle
piu diffuse specie batterich&riterobacterial. monocytogenes Salmonella responsabili di intossicazioni
alimentari (Crum-Cianflone, 2008, Healy et al., @0Bwaminathan e Gerner-Smidt, 2007) ha consentito
comunque di ricavare informazioni interessanti.dpecie Gram-negativeséalmonellaspp. eEnterobacter
spp.) si sono mostrate insensibili al trattamemto Artemisia arborescensnentre le specie Gram-positive
(Listeria spp.) si sono mostrate piu sensibili. In effettijdtteratura disponibile sul’argomento (Di Pasqua
al., 2005) riporta come la suscettibilita ai tratenti con oli essenziali sia superiore nelle spé&iam-
positive rispetto alle Gram-negative (Al-Reza et2010; Calsamiglia et al., 2007, Davidson e Nak0i00),
probabilmente a causa della presenza in questeeutti una barriera impermeabile (Nikaido, 1994).

Anche altri componenti dell’'olio essenziale Ali arborescensquali cariofillene, cariofillene ossiday-
humulene e germacrene-D, sono noti per le lororzddéta inibitorie della crescita di molti battgratogeni
(El-Sakhawy et al., 1998; Tewtrakul et al., 2005eYlyongsawad e Tewtrakul, 2005).

Le sopra citate potenzialita dell'olio essenzialéddarborescenpermetterebbero di ipotizzarne un possibile
utilizzo industriale; in considerazione delle faréiratteristiche aromatiche di questo prodottdaraacora da

verificare, tuttavia, la risposta del consumatakminto di vista organolettico.
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12 ATTIVITA’ FUNGICIDA

12.1 INTRODUZIONE

Fino al secolo scorso la lotta in campo fitopat@ogera totalmente affidata ai prodotti di sintekimica,
quasi sempre ad azione non selettiva. Senza véflemtre in dettaglio tutti i problemi che l'utizo
sconsiderato di questi prodotti provoca negli aggosistemi e nell’ecosistema naturale, gia a [gartir
dall'ultimo decennio del XX secolo il settore deldta a basso impatto ambientale ha cominciatuavere

i primi passi in direzione della ricerca di nuowstanze di origine naturale.

Attualmente la razionalizzazione delle strategielatia, dalla lotta biologica a quella integrata,basa
sull’utilizzo di prodotti chimici ad elevata spdcifa e, in alcuni casi, anche di origine veget&layan et al.,
2009). Se in campo entomologico troviamo gia daedecl’impiego di derivati vegetali (Isman, 2000)adj
Piretro, Rotenone, Quassia e Azadiractina, in caiffitppatologico I'applicazione di prodotti di origg
vegetale risulta ancora molto marginale, ancheismgha precisare che la ricerca di principi attiegetali
con attivita fungitossica negli ultimi decenni, Wiato un evidente incremento di risorse investiteso di
prodotti naturali nella lotta fitopatologica si laasullo studio degli aspetti tossicologici e suhteaimento di
un basso impatto ambientale (per esempio: selétierso i vertebrati, selettivita verso i nemiaturali e gl
impollinatori, rapida degradazione ambientale) eolthe sulla determinazione dell'efficacia, dellaselo
minima efficace e dello spettro d’azione dei pnmattivi. Gli effetti di questi ultimi sono dovutjuasi
sempre ad una miscela complessa di componentogiatiche un singolo principio attivo, con un’azione
sinergica di efficacia superiore a quella che siglibe ottenere, con la stessa quantita, conadl gmdtituente
piu attivo isolato in purezza o sintetizzato (Ism2000).

Lo studio degli oli essenziali costituisce, quindina via di considerevole interesse per l'individioae di
sostanze con proprieta fungicide o fungistaticloee gia accertato per gli estratti ottenuti da T{floymus
spp.), Origano @Qriganum spp.), Salvia $alvia officinalisL.) , Rosmarino Rosmarinum officinalid..),
Geranio odorosoRelargonium odoratissimurb. L'Hér) (Isman, 2000; Salamone et al., 2009;a8#@ne et
al., 2011).

Tra le specie vegetali i cui estratti sono dotapmbprieta inibenti , quelle appartenenti al genArtemisia
mostrano un’attivita ad ampio spettro d’azione garigti patogeni com€olletrotichumsp. (Meepagala et
al., 2002 e 2003)}-usariumsp, Rhizoctoniasp., Phytophthoraspp, Alternariasp., Verticilliumsp, Pythium
spp, Botrytissp.e Pennicillumsp. (Farzaneh et al., 2006; Liu et al., 2001; latirelt al., 2005; Abdelgaleil et
al., 2008).

12.2 MATERIALI E METODI

Materiale vegetale ed olio essenziale
L'olio essenziale € stato ottenuto mediante lesstgsrocedure gia presentate nei precedenti paragraf

prelevando il materiale vegetale da popolazionursdit presenti nella zona costiera nord della BigiN
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37°58'28", E 13°44'13", 10 m s.l.m e 38°06'47.74’, ¥3°31'16.38" E, 31 m s.I.m.).
La strumentazione e le procedure utilizzate pamiaisi e le metodiche di riconoscimento dei cortiptie
caratterizzano l'olio essenziale di Artemisia, sostate le stesse applicate nelle prove presentate

precedentemente.
Inibizione della crescita miceliale

La capacita inibente dell'olio essenzialeAdiarborescen® stata valutata in vitro nei confronti di colonie
fungine di Fusarium oxysporuntf.sp. dianthi (isolato da garofano)Verticilium dahliae (isolato da
pomodoro), Phythophtora citrophtora (isolato da agrumi) eBotritys cinerea patogeni fungini
particolarmente diffusi sia in pieno campo chedrra. Il lavoro € stato svolto presso i laboratili C.R.A.-
S.F.M. (Unita di Ricerca per il recupero e la valpazione delle Specie Floricole Mediterranee, Eaigh
(PA), Italia).

L’efficacia dell'olio essenziale nei confronti deeppi fungini € stata saggiata alle seguenti canazoni:
1x10; 1x 16, 5x1F e 1x16 pg- mr™.

| saggi in vitro sono stati condotti adottando iétodo messo a punto da Grover e Moore (1961) per la
preparazione di substrati contenenti sostanzectussk'olio essenziale € stato diluito in etandlgHsOH) e
distribuito, in ragione di 10@l, al centro di capsule Petri (3 90 cm) con l'aiesdi una pipetta a pistone
(Pipettman, Gilson). Per ciascuna ripetizione sstati utilizzati 20 ml di substrato (~ 50°C) a bads®otato-
Dextrose-Agar (PDA) sterilizzato in autoclave (1220 min ad 1 atm). Per distribuire uniformemerate |
sostanza da saggiare le piastre sono state pasteagitatore orizzontale per 30 sec.

Per ogni tesi sono state effettuate 4 ripetiziotiascun saggio € stato ripetuto due volte. Letygasgilizzate
come controllo sono state preparate allo stessoconaggiungendo al substrato etanolo o acqua dtstilla
sterile.

Dopo 24 h, da colture di 6-7 gg di eta allevatPDW, e stato prelevato un frammento di micelio an@ di
diametro che & stato posto al centro di ogni madte piastre, infine, sono state sigillate conaRian® e
incubate al buio alla temperatura di 22+1°C.

L’effetto inibente dell'olio essenziale di Artemasé stato valutato misurando la crescita radidle delonie
(media di due diametri ortogonali) dopo 3, 6 e &g La percentuale di inibizione rispetto al goiib &
stata calcolata applicando la formula di Zygadlalef19943.

| dati relativi all'accrescimento sono stati sottep ad analisi statistica utilizzando il programB8RSS 9.0
(SPSS Inc., Chicago, IL, USA) e le differenze &arledie sono state confrontate utilizzando ildeg§iuncan
(Gomez e Gomez, 1984).

11 =100(C-T)C" I = inibizione; C = controllo; T = diametro delrfgo allevato nella sostanza tossica.




W Mmilitello

12.3 RISULTATI E DISCUSSIONE

In tabella 12.3.1 vengono riportati i risultati ldednalisi chimiche effettuate sull’'olio essenzipteveniente

da piante di Artemisia raccolte in siti diversinglicati come tipo BC, B e C a seconda del conteduf

tujone e/o camazulene. Dalla tabella si evinceictigi BC1 e BC2 contenevano sfatujone (31.09% e

35.80% rispettivamente) che camazulene (38,94%, 2130 rispettivamente) in percentuali molto simili;

tipo B era caratterizzato dalla maggiore presenzatdjone (36.13%) rispetto al camazulene (14.67%) e,

infine, il tipo C era costituito prevalentementeadanazulene (35.59%) con solo il 16.07%-dujone.

Tabella 12.3.1- Attivita fungicida di olio essereiali A.arborescens L.; composizione chimica diél'@ssenziale
utilizzato nella prova di inibizione funghicida; BBeta thuione e chamazulene tipo; B = beta thuiqte t=

chamazulene tipo.

BC1 BC2 B C
COMPOSTI IK % % % %
cis-salvene 856 t t 0.06 t
a-thujene 930 t t 0.09 t
a-pinene 939 0.53 0.14 0.92 0.46
camphene 954 0.51 t 1.05 0.64
sabinene 975 2.56 1.84 4.63 145
B-pinene 979 t t 0.10 t
myrcene 990 1.34 1.73 6.79 2.18
a-phellandrene 1002 0.13 0.12 0.17 0.45
a-terpinene 1014 0.64 0.53 0.94 0.23
p-cymene 1024 0.27 0.44 0.80 t
limonene 1029 0.13 t 0.36 0.25
1,8Cineole 1031 t 0.14 0.13 t
y-terpinene 1054 143 1.26 3.24 1.18
cis-sabinene hydrate 1070 0.38 t 0.84 t
terpinolene 1088 0.19 0.21 0.20 0.16
a-thujone 1102 0.5 0.91 0.57 0.28
B-thujone 1114 31.09 3580 36.13 16.07
camphor 1146 5.57 3.73 8.43 10.27
terpinen-4-ol 1177 1.58 2.68 1.37 1.70
terpineol-a 1188 0.06 0.18 0.35 t
carvacrol 1299 t 0.10 2.30 0.55
a-copaene 1376 t 0.20 0.09 0.51
B-bourbonene 1388 t 0.21 0.38 0.35
-caryophyllene 1419 1.15 0.74 3.11 2.29
germacrene D 1484 3.44 2.62 4.47 4.78
caryophyllene oxide 1583 0.22 0.22 0.39 0.37
geranyl isovalerate 1607 0.49 t 0.31 0.49
chamazulene 1731 38.94 39.21 1467 3559

La tabella 12.3.2 mostra l'effetto inibente sultaescimento miceliare dei funghi saggiati da pde#olio

essenziale di Artemisia.

| dati mostrano che i migliori risultati sono $tattenuti alla concentrazione piu alta (1%3@-ml*) e con

I'olio essenziale camazulene-tipo che ha inibism¢rescimento di colonie di. dahliaedel 65.2%, quelle di

F. oxysporundel 40.35% e quelle d. citrophthoradel 34.51%, mentre alla concentrazione di Fxid) mf

! solo nel caso dell®. citrophthoraé stata evidenziata una inibizione pari al 30.99%iche nel saggio

realizzato con I'olio denominato BC1 si sono avdiscrete percentuali di inibizione su tutte le cido
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fungine rispetto a quello denominato BC2 che hto fiegistrare percentuali di inibizione sempre riiafié al
30% su tutti i patogeni e a tutte le concentrazioni

maggiore si &€ avuta nei confronti delle colonié/ddahliae(35%) seguite d&. citrophthora(24.58%) &-.
oxysporum(22.32%) e sempre alla concentrazione piu alta.

Le percentuali piu alte di inibizione si sono avatenungue con gli oli essenziali caratterizzatladataggior
presenza di camazulene. In bibliografia é riportatme il3-thujone pur essendo un composto molto tossico
non sempre presenta attivita fungicida, o se ptesgunesta risulta comunque molto specifica (Kordghl.,
2005; Giordani et al., 2008), mentre la canforaltéasavere un piu ampio spettro di azione come pLr8
cineolo (Kordali et al., 2005; Farzaneh et al., &0Giordani et al., 2008; Zuzarte et al., 2011)cle lo
stess@3-cariofillene presenta una discreta attivita furdag soprattutto nei confronti &usariumsp.(Kordali

et al., 2005; Zuzarte et al., 2011). Questo poeefiegare la migliore attivita degli oli ad alntazulene,
con un piu alto titolo in canfora (10.2%), e debtBC1 rispetto al BC2 (5.5 % di canfora contrd.%)

Va comunque precisato che l'attivita inibente nonicdnducibile alla sola azione di un composto bens

all'azione sinergica di piu composti (FarzanehlgtZz®06; Giordani et al., 2008).

Tabella 12.3.2 - Attivita fungicida di olio essesigi di A.arborescens L.; effetto inibitorio sullalappo del micelio di
alcuni patogeni d’interesse agrario. Sono statvgtiooli con differente composizione chimica peesgnza di
B-thuione e chamazulene.

Funghi 10 w/ml-1 100pl/ml-1 500 ul/ml-1 1000ul/ml-1
Inibizione (%) Inibizione (%) Inibizione (%) Inibizione (%)
BC1

Fusarium oxysporurisp.

dianthii 5.56 17.91 27.72 40.43
Verticillium dahliae 15.84 22.97 6.25 28.4
Phytophthora citrophthora 17.75 29.53 17.52 35.53
Botrytis cinerea 8.56 18.36 0 37.16

BC2

Fusarium oxysporurisp.

dianthii 0.0 7.59 4.43 8.23
Verticillium dahliae 0.0 2.9 2.94 11.8
Phytophthora citrophthora 0.0 29.57 1.34 0.0

B-tujone

Fusarium oxysporursp.

dianthii 0.0 3.57 15.18 22.32
Verticillium dahliae 0.0 5.0 0 35.0
Phytophthora citrophthora 0.0 1.69 11.86 24.58

Chamazulene

Fusarium oxysporurfisp.

dianthii 0.0 3.57 19.3 40.35
Verticillium dahliae 0.0 174 14.13 65.2

Phytophthora citrophthora 0.0 30.99 16.9 34.51
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13 ATTIVITA’ ERBICIDA

13.1 INTRODUZIONE

Con il termine allelopatia si intende tutto I'insie di fenomeni di interferenza tra specie vegekadjati ai
meccanismi chimici del metabolismo secondario, cdigsano una variazione nella vitalita della piagita
nella germinazione dei semi (Dudai et al., 199%rimine deriva dal grecallelo (uno verso l'altro) @athos
(sofferenza); pud riguardare relazioni seme-serantg-seme oppure pianta-pianta e pud essere raediat
dalle radici, dalle foglie oppure da sostanze Vioknesse da organi epigei o ipogei (Vicidomird0Z).

Lo sfruttamento di questo fenomeno naturale ragmtasun bacino molto interessante di informaziamilp
studio della gestione delle infestanti, poiché natiimi anni le strategie basate soltanto sullimzio degli
erbicidi di sintesi con molecole sintetiche sempreé complesse hanno portato all'insorgenza di diffu
fenomeni di selezione di specie infestanti rests@ire ad incrementare i rischi ambientali legata salute
dell'ecosistema e dell’'uomo (Verdeguer et al., 200&II'ultimo ventennio, gli studi sull'allelopatisi sono
intensificati, consentendo di individuare in madtratti naturali, tra cui gli oli essenziali, dedtenziali
strumenti di controllo della flora infestante (Duggeal., 2002).

Nella frazione terpenica degli oli essenziali satati scoperti diversi composti con attivita fitesica in
grado di inibire la germinazione dei semi o la citasdi alcune specie di piante (Angelini et a003; Dudai

et al., 1999; Tworkoski, 2002). Tra i monoterpemil comuni composti ad attivita erbicida samoand3-
pinene, camphene, limonereephellandrenep-cymene, borneolo e canfora (Angelini et al., 20033ntre i

piu attivi appartengono al gruppo dei cineoli (Dueal., 2002). In piante qudliaurus nobilisL., Salvia
spp.,Eucalyptusspp. eArtemisiaspp., I'1,8-cineolo € stato segnalato come ungiepotenti allelochimici
mentre I'1,4-cineolo presente in varie speciéAtemisia, pur essendo molto potente non € stato trovato in
concentrazioni sufficienti (Duke et al., 2002). Beemente & stato dimostrato come la strutturaichim
dell'l,4-cineolo sia analoga a quella dell’erbicmamethylin un potente inibitore della asparagina-sintetasi
(Romagni et al., 2000). | sesquiterpeni invece soostituiti da molecole pit grandi dei monoterpeni
presentano diverse attivita biologiche, tra le gaathe quelle erbicide; prove effettuate incorpdanel
terreno foglie secche dA. annuahanno dimostrato come, a prescindere dal quamttati artemisina
presente nella massa vegetale, si otteneva undardrollo delle specie infestanti (Duke et al., @00
All'interno del genereArtemisiasono state individuate ben 15 spg@eabsinthium, A. afra, A. annua, A.
californica, A. campestris, A. cana, A. capillark, filifolia, A. herba-alba, A. nova, A. princeps, taurica,

A. tridentata, A. tripartitee A. vulgaris)con effetti allelopatici su numerose specie botami@lcune anche di
grande importanza agronomica. Le specie maggioeriadigate da questo punto di vista che subisdaano (
campo o in laboratorio) gli effetti allelopatici ditemisig sono appartenenti alle famiglie botaniche delle
Amaranthaceae, Asteraceae, Brassicaeceae, Granara&apilionaceae e Solanaceae, Araceae, Cistaceae,
Cucurbitaceae, Linaceae, Onagraceae, Pinaceae,tBtamaceae, PortulacaceaeViolaceae(Vicidomini,
2007).
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13.2 MATERIALI E METODI

Germinazione dei semi

La prova é stata svolta presso i laboratori di hietadell'lstituto Agroforestal Mediterraneo delbiyersita
Politecnica di Valencia nel periodo compreso tnadrzo ed il settembre 2010. La procedura adoptatda
prova € stata quella suggerita dalla bibliograbadai et al., 1999; Angelini et al., 2003; Escudetaal.,
2000). Le specie target sono state selezionatmtaliho di una lista costituita dalle specie ind@si di
interesse agrario comuni agli ambienti Spagnoli€¥eia) e Italiani (Sicilia), individuando tra quesjuelle
che permettevano una maggior disponibilita di speele prove. | semi delle specie infestanti scettro
stati raccolti da piante spontanee in fase di digsagzione. Una volta selezionati sono stati poggeaninare
in capsule Petri del diametro di 10 cm, tra duatistli carta da filtro (Whatman No. 3) imbibiti cénml di
acqua distillata. In ogni piastra sono stati p@étisemi nel caso diortulacae Conyzae 10 semi nel caso di
Araujia. Le piastre sono state poste in incubazione aQ@l*buio o a 25°C con un fotoperiodo (rapporto
luce/buio) di 18/6 ore. La prova di inibizione @ettapacita germinativa & stata effettuata distridaecon
I'ausilio di micro-pipette calibrate, micro quaatiprefissate di olio essenziale sul disco di dantzevuto che
copriva i semi; ogni tesi € stata replicata 5 vpkePortulacae Conyzae 10 volte peAraujia.

Dopo 3, 6 e 10 giorni sono stati contati i semingeati € misurati, ove presenti, gli accrescimelntiadici e

germogli.

13.3 RISULTATI E DISCUSSIONE

| dati sulla germinazione delle specie infestantistrati nella Tabella 13.3.1 mostrano come la mrase
dell'olio essenziale di\.arborescengnibisca la germinazione solo alle dosi piu elevatsolo su due specie
su tre.

E’ evidente come l|&ortulaca oleraceanon venga significativamente influenzata dallaspreza dell'olio
essenziale; gia altri autori hanno riportato unvate tolleranza dell@ortulaca ai trattamenti con oli
essenziali (Verdeguer et al., 2009). | dati pitonaggianti sono quelli riferiti allAraujia sericiferadove alla
dose di 0.5 e 1 ppm l'effetto antigerminativo riautssere totale. Anche 8onyza australisalle stesse dosi,
I'olio mostra un buon effetto con una riduzionel@ejerminazione dell’81% e 98% rispettivamente Iper
dosi 0.5 e 1 ppm. (Fig 13.3.1)
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Tabella 13.3.1 Attivita antigerminativa di olio esgiale di A.arborescens L.; germinazione e actresto di semi di
essenze infestanti trattate con olio essenzialB.drborescens. E’ evidente I'efficacia del tratéanto nelle due
dosi piu elevate; dati percentuali da medie di 46i.

Artamisin rboreqoos Araulia  Portulaca  Conyza
L sericifera oleracea australis
0 91 + 3.14 93+ 200 76+ 1.87
0.125 39+ 11.20 84 + 3.32 78+ 561
0.25 58 + 6.11 84+ 430 51+ 8.86
0.5 1+ 000 86+ 1.87 19+ 4.30
1 0O + 000 88+ 1.22 2+ 1.2

Figura 13.3.1- Attivita antigerminativa di olio esziale di A.arborescens L.; effetto dell'olio es=ale sulla
germinazione di semi di alcune specie infestantip&ssibile notare la marcata resistenza dellaubara al
trattamento.
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== Portulacaoleracea Conyza australis Araujiasericifera

Informazioni ancora piu interessanti sono ricawkta prova di accrescimento.

I semi diAraujia sericiferaposti a germinare in presenza di dosi di olio edsés anche minime (0.125
ppm), pur riuscendo talvolta a produrre la radizhebn sono in grado di formare una plantula auteno
(tabella 13.3.2)

Su Conyza australid’effetto dell’'olio essenziale sull'accrescimensd manifesta solo nelle ultime due
concentrazioni, e le plantule mostrano uno svilupgerso e inadeguato.

Come evidenziato da altri autori, per controllaseskiluppo delle infestanti & sufficiente che lamlle

vengano sottoposte a un forte stress (Angelini.e2@03; Dudai et al., 1999).
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Tabella 13.3.2- Attivita antigerminativa di olio semziale di A.arborescens L.; accrescimento espriesem delle
plantule dei infestanti sottoposte al trattamendo olio essenziale. E' possibile notare come le specie
evidenzino una forte sensibilita al trattamentoadia dose di 0,25 ppm.

CONYZA AUSTRALIS ARAUJA SERICIFERA

+3 +5 +7 +3 +5 +7
Media E.S. | Media E.S. | Media E.S.| Media E.S.| Media E.S.| Media E.S.
Control| 0.25 + 0.11 331 + 136 366 +1.62| 050 +0.32| 1.60 + 0.79| 538 + 1.38
0.125| 0.73 + 0.22 | 280 *1.14| 365 +154| 0.04 + 0.04| 0.04 +0.04| 0.06 * 0.06
0.25| 0.16 + 0.16 | 2.18 + 1.33| 246 +1.20| 0.01 +0.01| 011 +0.11| 0.28 + 0.23
05| 0.00 + 000 | 0.79 + 0.79| 090 + 0.90| 0.04 + 0.03| 0.09 + 0.06| 0.12 =+ 0.09
1| 0.00 + 0.00 | 0.00 + 0.00| 0.00 + 0.00| 0.05 # 0.05| 0.06 + 0.06| 0.06 =+ 0.06

In conclusione si puo affermare che I'olio essepzih A.arborescensisulta molto efficace per il controllo
in vitro della germinazione e dello sviluppo Mraujia sericifera, mentre suConyzail controllo sembra

essere inadeguato ai fini di una sua applicazioatca.
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14 ATTIVITA’ INSETTICIDA

14.1 INTRODUZIONE

La gestione fitosanitaria delle avversita biotiatietipo entomologico & stata largamente dominatiada
presenza di fitofarmaci di sintesi chimica a partitagli anni ‘50 fino all'inizio del secolo correntl’uso
indiscriminato di questi prodotti, tuttavia, ha bemesto causato l'insorgenza di gravi fenomeniedistenza
ed di inquinamento ambientale (Jeppson et al., 1958

In questi ultimi anni 'aumento della sensibilitinbientale collettiva ha generato la richiesta dinanhti
provenienti da itinerari tecnico-agronomici a basswatto ambientale, basati sul rispetto dei nditura
equilibri presenti all'intero dell'ecosistema adeae sull’'utilizzo di fitofarmaci di origine natule (Dayan et
al., 2009; Rongai et al., 2008). La ricerca di gouéipo di prodotti inizia gia a partire dalla fidella seconda
guerra mondiale (Carl e Deyton., 2001), anche $® gmwchissimi i prodotti ad entrare realmente negli
itinerari tecnici come nel caso della nicotina (decotiana tabacunl.), del piretro (daChrisanthemum
cinerariifolium L.), del rotenone (d®erris spp. and_onchocarpusspp.) e dell’azadiractina (dall'albero di
Neem,Azadirachta indica (Pascual-Villalobos e Robledo,1998; Macedo etl&97; Isman, 2000).

Lo studio delle potenzialita degli oli essenziglazia dall’attivita antimicrobica utilizzata nefisomedicina
all'attivita antimicotica ed insetticida per gli @sistemi agrari (Isman, 2006; Machial et al., 201@)
quest'ultimo settore le famiglie botaniche piu satel sono senz’altro leamiaceaee leAsteraceadSingh et
al., 2009). Il generértemisiaricopre un ruolo molto importante grazie agli steflettuati da diversi autori
su numerosi target qualiribolium castaneumnCallosobruchus maculatesitophilus oryzaee Bruchus
rugimanus con applicazioni sia di tipo topico che come fgamte (Wang et al., 2006; Tripathi et al., 2000;
Negahban et al., 2006 a,b; Liu et al., 2006).

La cocciniglia rossa forte degli agrumi (Califormed scale Aonidiella aurantij Hemiptera — Coccoidea), &
una cocciniglia molto diffusa negli ambienti agreoli mondiali che, in caso di abbondante infestagjo
arreca ingenti danni alle piante ed alle produzientonseguentemente economici (Yarom et al., 19B8)
controllo chimico di questa avversita biotica éorégficile dallo scudo impermeabile che proteglesktto
ostacolando I'azione di molte molecole chimicheg aih mancanza di una selettivita specifica, esaroitun
effetto molto limitato sull'insetto mentre hanno famte effetto abbattente sulla entomofauna utiteenendo
in alcuni casi un incremento della popolazione aticiniglia (Forster et al., 1995; Bedford, 1996yitia e
Cohen, 1998; Collins et al., 2007; Grafton-Cardveglhl., 2001; Vehrs et al., 1994; Martinez et 2005).
Studi specifici hanno stabilito che il miglior pmttb per il controllo di questa avversita risulssere I'olio
minerale applicato nei primi stadi di infestazianeando la cocciniglia non ha ancora sviluppatoclatedlo
protettivo impermeabile; tuttavia, se in un primomento I'olio minerale sembrava aver risolto i gesbi di
contenimento di questo insetto, successivamergensitato come con I'uso ripetuto e a dosi elevaito
minerale crei problemi di fitotossicita sulle piant

La miscela di olio minerale con insetticidi fosfardgci, applicata nel corretto periodo di sviluppal'thsetto,
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ha fornito risultati molto incoraggianti (Beatty at, 2002; Chen et al., 2009; Mennone, 2006; M&et
Garcia-Mari, 2001; Rhiel et al., 1959). Emerge cbssigenza di trovare dei prodotti sostitutivi dei
fosforganici, che ne possano permettere I'elimioiagidalle formulazioni insetticide riducendo al teonpo

il pit possibile la dose di olio minerale, allo poadi scongiurare i fenomeni di fitotossicita.

L'olio essenziale dA. arboresceng caratterizzato dalla presenzg3ethujone, canfora e germacrene D, gia
noti per la loro attivita insetticida (Noge e Baeer2009); si € quindi pensato di verificare I'efitia di
questo prodotto in miscela con olio minerale nettaalo dell’Aoenidiella con l'obiettivo di sostituire i
fosforganici e ridurre la dose di olio minerale @ggaria ad ottenere un buon controllo dell'insettita fase

in cui l'insetto & maggiormente suscettibile attamenti, corrispondente al momento del primo stddil)

in cui I'insetto passa dallo stato\dihite cupalla fase di prima mutaziorférst molt) (Fig 14.1.1).

2nd instar  2nd molt 3rd instar gravid
1stinstar female female female female

reproducing
female @ =)

white cap ;\ _j

2ndinstar  prepupal  pupa
male male male

Figura 14.1.1 - Ciclo vitale di Aoenidiella aurantBulla sinistra viene schematizzato il ciclo diavia partire
dall'individuo femmina in fase di deposizione defiva. Il primo stadi di sviluppo, detto mobile,rténa non appena
lindividuo si fissa sulla buccia del frutto. Da €umomento si avvia la seconda fase di sviluppo cbée la
differenziazione degli individui in base al sessba fase di maggior vulnerabilita dellinsetto aattamenti si trova
all'interno del primo stadio di sviluppo prima gessaggio (molt) al secondo stadio di sviluppo.

14.2 MATERIALI E METODI

Predisposizione del dispositivo di infestaziondfiaiale (DIAR).

La prova € stata svolta presso i laboratori di mwatogia delllstituto Agroforestal del Mediterraneo
dell’'Universita Politecnica di Valencia, nel permd¢ompreso tra il maggio ed il settembre 2010.dsef
preliminare, con l'obiettivo di disporre di un'u@iggenerazione sincronizzata Albnidiella aurantiisu cui
effettuare i successivi trattamenti, nel compreiasdr Valencia alcuni frutti di arancia che presam@no una
consistente infestazione di femmine adulte fecandano stati prelevati da un aranceto non sottopadt

alcun trattamento. Il dispositivo di infestazionéfeiale (DIAR) utilizzato per la prova € compostia una
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cassa in materiale plastico coperta da uno striatanth d’alluminio con la funzione di rifrangera luce
all'interno creando un effetto di luce diffusa. $ohdo della cassa sono stati poste le aranceiceéde per
fungere da fonte di infestazione, poste sopra ghidai carta per evitare che sul fondo della cassaotesse
condensare I'umidita. Al di sopra di questo prini@t® di frutti sono stati disposti i frutti pulitia destinare
all'infestazione controllata. A quest’ultimo scogono stati utilizzati frutti di limone ancora imroat di
colorazione verde uniforme ma con diametro longital superiore a 10 cm, che precedentemente erano
stati lavati con sapone e poi asciugati all’aria.

Il dispositivo e stato infine chiuso utilizzandolldecarta bianca opaca, su cui sono stati pratagitifori di
circa 5 cm di diametro.

Al termine di queste operazioni preliminari, il CRAveniva posto in camera termostata a 28 °C corluRa
del 70% ed un fotoperiodo di 18/6 ore (luce/buddpo 10 giorni, allo scopo di favorire un’infestaze
omogenea sull'intera superficie dei frutti, quegénivano ruotati di 180°, permettendo agli inselii
colonizzarne anche la parte superiore. In questoma soli 20 giorni € con un limitato impiegorisorse,
sono stati ottenuti dei frutti omogeneamente irfiéstia in termine di superficie colonizzata cheetdi degli

individui, su cui sono stati effettuati i successigttamenti con le miscele insetticide.

Preparazione delle miscele

L'olio essenziale dArtemisia arborescenstilizzato per la prova € stato ottenuto per igstione in corrente

di vapore di materiale vegetale proveniente datpigmesenti allo stato spontaneo nel territoridldibia
(PA), che al momento della raccolta (primavera 20diGtrovavano allo stadio vegetativo. Il processo
distillazione, condotto per 3 ore, ha consentitottenere una resa di 0.32 (% v/w) di un olio dooe blu
intenso e dal tipico odore balsamico. L'olio otttnie stato sottoposto ad analisi GC-MS, risultando
caratterizzato dalla presenza di camazulene (328@-thujone (28.21 %), canfora (9.52 %) e germacrene
D (2.98 %), (Tab 14.2.1).

L’individuazione della corretta metodologia di esiohe per 'ottenimento di una formulazione omogeae
stabile nel tempo ha richiesto diversi tentativel&hdo escludere da subito saponi da laboratoiadi fween

20 e Tween 80e solventi organici quali acetone ed etanolo,rtav@ di emulsione sono state effettuate con
sapone di Marsiglia (prodotto di origine vegetategon lecitina di soia, provando I'emulsione siaaédo
(40°C) che a freddo. I risultati migliori sono stattenuti a freddo con la lecitina di soia. Perpi®ve
successive, pertanto, € stata utilizzata un’emnésili olio essenziale di. arborescensttenuta ponendo in
100 ml di acqua distillata una dose ridotta (0.1%)vdi lecitina di soia in polvere (“Vigor”, Santwi,
Madrid, Spagna), agitando energicamente I'emulsioele 60-100 secondi (fino al completo scioglimento
della polvere), aggiungendo in seguito I'olio egsale nelle dosi previste dal protocollo speriméntad
agitando energicamente per 3 minuti. La miscela otienuta veniva addizionata a comune olio mireral
(Laincoil-Lainco, Barcelona, Spagna), ottenendoi ¢osattamenti che sono stati sottoposti alla fieai

sperimentale.
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Tabella 14.2.1 Attivita insetticida dell’'olio essgale di A. arborescens L.; composizione chimic'a® utilizzato

nelle prove su Aoenidiella aurantii.

Composti IK t
cis-salvene 856 t
a-thujene 930 024 0.02
a-pinene 939 092 0.1
camphene 954 0.83 0.37
sabinene 975 325 ¢ 0.41
B-pinene 979 t
myrcene 990 2.05 0.71
a-phellandrene 1002  0.17 # 0.12
a-terpinene 1014 086 = 0.17
p-cymene 1024 030 0.02
limonene 1029 020 + 0.11
1,8cineole 1031 017 + 0.01
y- terpinene 1054 220 = 0.06
cis-sabinene hydrate 1070 1.22 0.02
linalol 1096 t
terpinolene 1088 0.22 0.04
methyl butil 2 methil hydrate 1100 0.53 + 0.22
a-thujone 1102 0.58 0.44
B-thujone 1114 3223 1.21
menth-2-en-1-ol 1121 t +
camphor 1146 8.46 t 1.88
borneol 1169 0.19 0.02
terpinen-4-ol 1177 137 + 0.07
a-terpineol 1188 0.22 0.1
bornyl acetate 1288 t
carvacrol 1299 174 + 1.01
a-Copaene 1376 t
B-Bourbonene 1388 0.25 0.01
B-caryophyllene 1419 0.82 = 0.5
a-humulene 1454 t
dehydro-sesquicineole 1471 0.20 ¢ 0.01
germacrene D 1484 3.15 + 1.21
bicyclogermacrene 1500 t
a-farsene 1505 t
caryophyllene oxide 1583 t
geranyl isovalerate 1607 0.24 = 0.05
chamazulene 1731 3430 = 3.41
96.90

Esecuzione dei trattamenti

| trattamenti posti a confronto, costituiti da oliwnerale, olio minerale addizionato di olio essalezdi A.
arborescense un controllo con acqua, sono riportati in tadb@H.2.2. In ogni miscela sono stati immersi 10
frutti di limone per 3 secondi, successivamenteagall’aria. Dopo il trattamento i frutti soncasit posti in
camera termostatata (T 28 °C, U.R. 70%, fotoperit16 ore).
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Tabella 14.2.2- Attivita insetticida dell'olio esssale di A. arborescens L.; sono state messe &carda diverse
formulazioni binarie di olio essenziale ed olio eale.

Olio Olio essenziale di
Codice Minerale A. arborescens
(%) (%)
MO05 0,5 acqua
M1 1 acqua
M2 2 acqua
M2A2 2 2
M1A1l 1 1
MO0,5A1 0,5 1

Esecuzione dei rilievi e trattamento statistico daii

Dopo 15 giorni dall’esecuzione dei trattamentitatarilevata la mortalita di 50 individui di coogjlia per
ogni frutto, considerando morti gli individui chemavevano portato a termine il passaggio dal pstadio

di sviluppo al secondo.

Tutti i dati ottenuti sono stati trasformati in @l angolari e quindi sottoposti ad un’ANOVA prelimare,
adoperando la procedura GLM messa a disposiziohpagtahetto statistico SAS per Windows v. 2.1 (SAS
Institute Inc. Cary, NC, USA). Allo scopo di valwaleffetto esercitato sulla mortalita degli inset
dall'aggiunta di olio essenziale @&. arborescenslla miscela insetticida, la differenza tra le ieedei
trattamenti & stata apprezzata applicando il t& idi Tukey per K 0.05; per effettuare una comparazione
tra i principali gruppi sperimentali & stata inveadoperata la tecnica dell’analisi dei contrastogonali,

raggruppando tutti i dati negli insiemi piu sigodtivi (Gomez e Gomez, 1984).

14.3 RISULTATI E DISCUSSIONE

Effetto dell’'olio minerale sulla mortalita

L'applicazione di olio minerale &€ ancora oggi utrategia ampiamente diffusa per il controlloAdiaurantii
sugli agrumi. Dal grafico 14.3.1 che mostra i vafmrcentuali della mortalita iA. aurantiirilevata in tutti i
trattamenti, & possibile in primo luogo notare cdharica tesi statisticamente non differente dahtcollo
non trattato (C) risulti la M0,5 (olio minerale @ltlose dello 0,5 %), in cui la mortalita degli itisé solo
lievemente superiore (+3.6%) alla mortalita natuwraUn effetto abbastanza marcato si nota invece
raddoppiando la dose (M1, olio minerale all'1%gttamento in cui si ottiene una differenza sigatfica
rispetto al controllo (+35.6%). | risultati piu gkt sono stati ottenuti con la dose massima anililisgi

prodotto (M2, olio minerale al 2%), in cui & staggistrata una mortalita molto elevata (+43.2%ghanse a
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guesta dose € molto probabile la comparsa di sintlanfitotossicita soprattutto su frutti di aranciel
periodo estivo (Riehl et al., 1959; Rongai et 2008). E’ stato comunque possibile confermareitaffia

dei trattamenti a base di olio minerale alla dosessima e media, nonché I'opportunita di effettuaglia

fase corretta di sviluppo dell'insetto.

Tabella 14.3.1- Attivita insetticida dell’olio esssale di A. arborescens L.; attivita insetticidaAoenidiella aurantii;
mortalita espressa in percentuale su 500 individui.

PARTE SPERIMENTALE

Olio . R
Olio  Mortalita Err. .
Tests Esg/oenz. Min. % % Std. Sign.
Controllo - - 449 + 1.718
M2 - 2 88.1 + 3.138  ***
M1 - 1 80.5 + 3.668  ***
MO0,5 - 0.5 48.5 + 2919 n.s.
M2 A2 2 2 97.8 + 1,931
M1 Al 1 1 97.4 + 1570  **
MO0,5 Al 1 0.5 78.1 + 1.020  ***
Mvs C el
AvsC el
Avs M el
MO5A1 vs C Fokk
MO5A1 vs
M05 *kk

Effetto della miscela con olio essenziale di Argasulla mortalita

La formulazione a base di olio minerale miscelata olio essenziale d\.arborescenslla dose massima

(M2A2, 2% di olio minerale + 2 % di olio essenzialeArtemisia) evidenzia una mortalita molto elevata

(97,8%) e comunque superiore a quanto ottenutcsaal trattamento con olio minerale (88.1%). Con il

dimezzamento delle dosi sia di olio minerale cheolitb essenziale sono stati ottenuti risultati molt
interessanti; rispetto al trattamento con solo atiaerale (80.5%), infatti, I'aggiunta dell’olio &mnziale in
formulazione ha causato una mortalita quasi tatelginsetto (97,4 %). In linea generale, I'aggiarti olio
essenziale di artemisia sembra potenziare I'effd@btrattamento con oli minerali: I'analisi deintoasti
ortogonali mostra infatti un incremento altamenignigicativo (P < 0.001) del livello complessivo di

mortalita passando dai trattamenti con solo olioerale (in media 75.8 %) ai trattamenti con aggiulit

olio essenziale di artemisia (in media 93.2 %).

L'esperimento si & concluso con I'applicazione dauormulazione costituita dalla minima dose dooli
minerale, come da obiettivo prefissato, al finendividuare I'efficacia della formulazione.

| risultati ottenuti sono stati molto incoraggia(ti23.2%) evidenziando come il controllo risultse® piu

efficace della sola somministrazione di olio minerin dose minima (0,5%) e non significativamente

differente dalla dose media (1%) (fig. 14.3.2)
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Figura 14.3.2- Attivita insetticida dell'olio esseale di A. arborescens L.; mortalita di Aoenidietlurantii trattata con
una miscela binaria di olio minerale ed olio essdazdi A.arborescens L.; le barre verticali ragergano
I'errore standard di ogni media; gli asterischipagsentano la significativita della differenza etip al controllo
(*** = differenza significativa per R 0.001; n.s. = differenza non significativa)”.
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CONCLUSIONI E PROSPETTIVE DI RICERCA

Il lavoro sin qui svolto costituisce un’analisi pneinare delle potenzialita biocide értemisia arborescens

L., una Asteracea arbustiva diffusamente preseefgi rambienti Mediterranei, la cui valorizzazione,
indirizzata verso una possibile introduzione dejteecie nellambito delle colture di interesse indake,
potrebbe costituire una risorsa economica non fedifte per numerose aree marginali o a rischio di
marginalizzazione. A questo scopo, & stata in priocago esaminata la composizione chimica dell'olio
essenziale della specie e sono stati sottopostludazione quei fattori che possono determinarm@ziani

pill 0 meno ampie.

Fitochimica

Gli studi condotti sull'olio essenziale ottenutor gistillazione in corrente di vapore hanno perroeds

chiarire alcuni aspetti:

« sulla base dei dati riportati in bibliografia eqtielli ottenuti da questo studio € possibile aff@menche i
marker specifici dell'olio essenziale Artemisia arborescens L. sono il camazulene ed §l thujone,
sempre presenti nell’'olio come composti maggiorif@uesti possono essere presenti in diversi rdppor
reciproci, originando quelli che attualmente squatizzati come chemiotipi.

. Il confronto tra differenti ambienti di crescitamba fatto emergere differenze significative treii)
evidenziando una buona “stabilita” della specidp $n un caso la composizione chimica € risultata
differente sia relativamente ai composti principdie riguardo a quelli secondari. In quest’ultinasa
€ possibile ipotizzare la presenza di un chemiotiffferente, ma la validazione dell'ipotesi richéed
ulteriori approfondimenti di tipo sia chimico chisiblogico e soprattutto genetico.

. La fase fenologica della pianta risulta influenzaremaniera significativa la frazione monoterpenica
dell’'olio, che in fase di fioritura risulta quaratitvamente piu elevata (69.01% contro il 61.80%vako
in fase vegetativa).

. Il tempo di distillazione influenza in modo sostmte la composizione chimica e la resa, in
considerazione del fatto che i primi 60 minuti gedcesso forniscono una resa gia superiore al 7% d
totale, con produzione di un olio essenziale ridcanonoterpeni ma scarsamente dotato della frazione
sesquiterpenica, che essendo piu pesante richiedempo di estrazione piu lungo. Per ottenere una
buona composizione qualitativa dell’'olio essenzedeun buon rendimento complessivo, il processo di
distillazione puo interessare I'intera pianta ealpreferibilmente completarsi in 120 minuti.

Germinabilita del Seme

La prova effettuata per studiare le condizioninodtii di temperatura ed illuminazione per la gerrmioae

della specie ha consentito di concludere che:

. il processo di germinazione risulta essere abbagtamogeneo sia in condizioni di luce che di buio,
mostrando un T.M.G (Tempo Medio di Germinazion& hlce di 8.3 giorni (6.9-9.8 giorni), e nel caso
della germinazione al buio oscillante tra 7.7 eddsni.

* |l range ottimale di temperatura é risultato ma@tapio e compreso tra i 5 ed i 10°C in condizioni di
luce, e di 5 e 10°C in condizione di oscurita; menal di sopra dei 20 °C la percentuale di
germinazione sembra ridursi significativamente.

. Dal punto di vista ecologico, sembra cosi trovara motivazione il fatto che in natura le giovararie
di A. arborescens si ritrovano in maggior numero in primavera e utuano, quando cioé le temperature
si aggirano intorno ai 10 °C, mentre a temperasugeriori, tipiche della stagione estiva, i fludsi
emergenza vengono parzialmente inibiti.
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Radicazione delle talee

La prova, mirata ad individuare un protocollo digzione per piantine ad uso vivaistico, ha praso i

considerazione diversi periodi di raccolta del mate propagativo, diversi substrati di radicazi@néuso di

un ormone radicante (NAA) sulla percentuale dicattémento; fornendo importanti informazioni:

. Il periodo di prelevamento del materiale di propagae con la piu elevata percentuale di attecchimen
e stato quello invernale con una radicazione pa%o.

. L'uso di substrati diversi e la somministrazionedinone radicante non influenzano significativareent
il processo di radicazione.

Prova di coltivazione

Il trasferimento in pieno campo di piantine ottensia da seme che da talea ha permesso di stislfas di
adattamento della pianta alle condizioni di coltieae; inoltre & stata effettuata una prova stwdzta di
taglio per la raccolta del materiale vegetale daazae al processo di estrazione dell’olio essepzial

. La specie sembra adattarsi piuttosto bene allavagibne in pieno campo, anche in condizioni diunp
tecnici limitati. L’attecchimento delle piantine rapido ed omogeneo, e al momento non sembrano
sussistere problemi di ordine fitosanitario degnilabvo.

. Le piante ottenute da seme risultano, rispettoedl@ottenute per talea, caratterizzate da una megg
espansione in larghezza e in grado di fornire,eabsdo anno dell'impianto, produzioni di biomassa
complessivamente superiori.

. La produzione di biomassa € proporzionale allari@vdel taglio, ma le piante sottoposte a un tagli
piu drastico consentono una produzione di nuovanbgsa complessivamente superiore rispetto alle
altre, Il fenomeno & probabilmente da porre inzielae con la rimozione nelle tesi sottoposte aidag|
pit basso di un numero di gemme piuttosto condisteme permette alle restanti un livello inferidie
competizione per le risorse disponibili nella pant

. Data la maggiore presenza di biomassa di neo foomez e da verificare l'ipotesi che fra le due
modalita di taglio possano manifestarsi variazibglle caratteristiche qualitative dell’'olio esseeai

Attivita Antimicrobica

La verifica condotta sull'attivita diA. arborescens nei confronti delle piu diffuse specie batteriche
(Enterobacter, L. monocytogenes e Salmonella) responsabili di intossicazioni alimentari, ha aartgo
di ricavare alcune interessanti informazioni:

. le specie Gram-negativéSalmonella spp. eEnterobacter spp.) si sono mostrate insensibili al
trattamento con I'olio essenziale, mentre un maggiado di sensibilita & stato osservato sulle ispec
Gram-positive(Listeria spp.).

. Le sopra citate potenzialita dell'olio essenzialédarborescens permetterebbero di ipotizzarne un
possibile utilizzo industriale come conservanteurae nel settore alimentare; in considerazionéedel
forti caratteristiche aromatiche del prodotto, auid, resta ancora da verificare la risposta del
consumatore dal punto di vista organolettico.

Attivita fungicida

Uno screening iniziale sull'attivita inibente delio essenziale sullo sviluppo miceliare di varndi
d’interesse agrarigPhytoptora, Verticillum, Botrytis, Pennicillum, Rizoctonia, Fusarium e Pythium), ha
portato alla riduzione del campo d’indagine alléeesgpecie che si sono mostrate in qualche modabsiens
all'attivita dell'olio (Fusarium oxysporum f.sp. dianthii; Verticillium dahliae, Phythophtora citrophtora e
Botritys cinerea). Con l'obiettivo di circoscrivere il range di congibchimici a cui ricondurre l'attivita
inibitoria, sono stati messi a confronto 3 oli exsali a composizione differente.

. Dei tre oli provati, quello con maggior presenzacdmazulene ha provocato il maggior livello di
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inibizione suVerticillium.

L attivita d'inibizione sembra essere legata alitae sinergica di piu composti chimici quali carsf@
[B-cariofillene, mentre iB—-tujone non ha prodotto effetto inibente su nessiali@ specie fungine
provate.

Attivita Erbicida

Lattivita dell’'olio essenziale di.arborescens € stata provata su alcune specie infestanti tpithyli
agrumeti mediterrandéConyza, Araujia e Portulaca) valutandone la capacita di inibizione sulla
germinazione dei semi.

Delle tre specie infestanti in prova solo d@enyza e Arauja) hanno mostrato una certa sensibilita al
trattamento mentre Rortulaca é risultata del tutto indifferente.

Tra le dosi in prova (0.125, 0.250, 0.5 e 1 ppmlp f& piu elevate hanno mostrato efficacia sulVit
germinativa inibendo completamente la germinaziaiie;dose di 0.25 ppm si € invece ottenuta una
inibizione pari al 50%, ma I'azione di controllGtata mantenuta solo fino al terzo giorno di prova.
SuAraujia sericifera I'olio essenziale ha portato ad una mancata gexzione dei semi nelle dosi piu
elevate mentre un evidente effetto sull'accrescimeella plantula € stato evidenziato gia alle i
basse.

Attivita Insetticida

L'aggiunta di olio essenziale éi arborescens sembra potenziare I'effetto del trattamento con ol
minerali: e la specie sembra pertanto idonea dw@iosti prodotti fosforganici anche quando I'olio
essenziale viene inserito nella formulazione a dusime.

PROSPETTIVE DI RICERCA

L'ampio spettro d'indagine affrontato nel corsogdiesto studio ha sicuramente permesso di ottetareea
importanti indicazioni operative ai fini della ptagazione della specie e della valorizzazione dalie
potenzialitd agronomiche, nonché di ,ampliare ihgrama conoscitivo sulla specie riguardo all'atéivi
biocida del suo olio essenziale.

La specie ha infatti confermato in larga parte lemerose e interessanti potenzialita suggerite dalla
letteratura; alla luce dei risultati ottenuti, sautto nel settore microbiologico ed entomologicauspicabile
I'approfondimento delle linee di ricerca tracciaten I'obiettivo di definire dosi e modalita di @artvento con

il livello di accuratezza richiesto dall'industri@da non trascurare anche I'ampliamento dello séngen
dell'attivita fungicida, che ha fornito risultatsgemamente interessanti.
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CONCLUSIONSAND FUTURE PROSPECTS

This work is a preliminary analysis of the biocidadtential of Artemisia arborescens L., a shrubmfro
Asteraceae that is widely spread throughout theifdeenean environments. The cultivation of sucécggs
with industrial purposes could be a considerabEnemic resource for many areas that are claimdaeto
“marginal” or “at risk of marginalization”. With th purpose, many aspects have been taken into
consideration, firstly including the chemical comjtion of plant’s essential oil.

Phytochemistry

The studies about the essential oilfofarborescens, obtained by steam distillation, allowed to elutéa
few points:

. Based on both literature data and data obtain@uh fhe present study, it was possible to state that
specific chemical markers of the essential oilAofemisia arborescens L. are chamazulene arfdt
thujone, always found in the oil as majority compds. These compounds can be retrieved at various
reciprocal ratios, suggesting the hypothesis thatich species diverse chemotypes may be found.

«  The comparison between essential oils obtained fptamts grown in different areas did not show
significant differences, showing a good "stabilitgf the species; in one case only, the chemical
composition was rather different with respect toodther oils, with differences concerning both main
and secondary compounds. This allowed to hypotbes$ie occurrence of a different chemotype, but
the validation of such hypothesis requires furtttemical, physiological and genetic studies.

- the phenological stage of the plant significantfluenced the monoterpene fraction of the oil, diat
flowering time was represented in a higher quar€i®.01% vs. 61.80% obtained at vegetative stage)

e The distillation time significantly influenced bothil yield and chemical composition. In the fir€d 6
minutes, the process was able to provide more 70&h of total yield. The oil obtained so far washric
in monoterpenes and poor as for the sesquiterpeation, which is heavier and requires a longer
extraction time. In order to obtain a good qualtaicomposition of the essential oil and to gebad
overall performance, the distillation process muse the entire plant and should preferably be
completed in 120 minutes.

Seed germination:

The test was carried out to study the optimal teatpee and light conditions foA. arborescens seed

germination. It was possible to come to the follogvconclusions:

e The germination process is fairly homogeneous imdi&mns of both light and dark, showing a TMG
(Mean Germination Time) of 8.3 days (6.9-9.8 dawgsthe light and between 7.7 and 9.5 days in the
dark.

e The highest germination level of seeds was foundcitur in the dark and at the lowest temperature
level (5 °C), whereas if seeds are exposed to i, Ithe germination process is faster when the
temperatures are ranging between 20 and 25 °C.axmigation occurs when mean temperatures are
enhanced to 30 °C.

. From the ecological point of view, it seems to fandeason the higher occurrence of young plangs of
arborescens in the wild in spring and autumn, while with hightemperatures the emergency flows are
partially inhibited.
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Rooting of cuttings:

The trial was aimed to point out a protocol for sary plants production, and took into consideration

different periods of collection of the plant ma&tifior propagation, different rooting substrated #re use of

a rooting hormone (NAA) on rooting percentage, mfivihe following information:

e The best period for picking up the propagation mialtei.e. the period when rooting percentage was
higher, was winter time, with a rooting rate of 40%

e The use of different substrates and the treatméhtawrooting hormone did not significantly affebe
rooting process.

Field trial:

The transplanting in open field of young plantstaified from rooted cuttings or from seed, has albws to
study the adaptability of the plant to such growaumnditions. The effect of cutting harvest height tbe
overall plant performance was also studied, andal@wing conclusions could be driven:

e The species seems to fit rather well to the cuitivain open field, even under conditions of liedt
technical inputs.

* The plants obtained from rooted cuttings, with eztpto those obtained from seeds, were generally
characterized by a stronger enlargement in widtth @apable to provide, in their second life year, a
higher total biomass production.

. Biomass production is somehow proportional to #hweesty of the cut, but the plants subjected toemor
drastic cuts allow in the following year a highetal production of new biomass. This phenomenon
should probably be analyzed in conjunction with temoval in the lower part of the plant of a fairly
larger number of buds, that allows a lower leveheplant competition for the available resources.

Antimicrobial activity

The trial conducted on the activity ok arborescens against the most common bacterial species
(Enterobacter, Salmonella and L. monocytogenes) responsible for food alteration, has allowed some
interesting considerations:

. Gram-negative speciegSalmonella spp. andEnterobacter spp.) were found to be insensitive to
treatment with the essential oil, while a greategrée of sensitivity was observed on Gram-positive
speciegListeria spp.).

e This activity of the essential oil &. arborescens allows to hypothesize a possible industrial use as
natural preservative in the food sector; in viewtlod strong aromatic characteristics of the prgoduct
however, the response from consumers remains &sdertained.

Fungicidal activity

An initial screening on the inhibitory activity dfie essential oil on mycelial growth of various dumof
agricultural interes(Phytoptora, Verticillum, Botrytis, Pennicillum, Rizoctonia, Fusarium and Pythium), has

led to a reduction of the scope of the survey tws¢hspecies that had shown somewhat sensitiveeto th
activity of the oil (Fusarium oxysporum f.sp. Diantha, Verticillium dahliae and Phythophtora citrophtora).
With the aim to narrow the range of chemical compusuwhich bring the inhibitory activity, 3 differen
essential oils composition were compared.
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«  Among the three tested oils, the highest levehbfhition of Verticillium was caused by the one with
the largest presence of chamazulene.

e The inhibition activity appears to be related te fynergistic action of a few chemical compoundshs
as camphor anfd — caryophyllene, whil — thujone produced no inhibitory effect on any of fangal
species tested.

Herbicide activity

The activity of the essential oil & arborescens was tested on some weed species typical of Meditean
citrus orchard¢Conyza, Araujia andPortulaca) assessing their ability in inhibiting the germioatof seeds.

«  Among the three tested weed species, only (@anyza and Arauja) showed some sensitivity to the
treatment, whiléPortulaca was completely indifferent.

< Among the tested doses (0.125, 0.250, 0.5 and 1),ppmy the highest showed an activity, giving a
complete inhibition of weeds seed germination; diose of 0.25 ppm gave instead a 50% inhibition
rate, but the control action was maintained onliyl time third day of trial.

« OnAraujia sericifera, the use of thé. arborescens essential oil led to a lack of seed germinatiothat
higher doses, whereas an evident effect on sesdiirayvth was already shown at the lower doses.

Insecticide activity

e The addition of essential oil &£ arborescens showed to potentiate the effect of treatment witheral
oils: it seems therefore appropriate to replaceotigjanophosphate products, even when the esseiftial
is included in the formulation at low doses.

FUTURE PROSPECTS

The broad spectrum of investigation followed irstbiudy has certainly allowed us to obtain someoiamt
operational guidelines for the propagation Af arborescens and the enhancement of its agricultural
potentialities, and to broaden the knowledge abimibiocidal activity of its essential oil. As a ttea of fact,
he species has confirmed many of the interestirggipiities suggested by the literature; especiallyhe
field of microbiology and entomology, however, litosild be desirable to go further with the advana#é
such research lines, with the aim to define dosesnaode of intervention, at the accuracy level ireguby
industry. It is not to ignore the deepening of sadabout fungicidal activity, which provided irgsting
results.
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Artemisa Artese

Artemisia Torto
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Artemisa arborescens L. — Artese

Localita : Termini Imerese GPS : (N 37°58'28”, E°48'13”, 10 m s.I.m.);

Descrizione del luogo: L'area e caratterizzata da imtensa presenza antropica; le piante
crescono su di una scarpata esposta a Nord nella mtrostante i frangiflutti posti a
protezioni dell'area portuale.

Il substrato e caratterizzato dal terreno di ripatel vicino cantiere stradale della strada

che unisce la zona industriale al centro abitadth@ea portuale di Termini Imerese.

Artemisia arborescens L. — Torto

Localita : Fiume Torto GPS : (N 37°57'53", E 13°86”, 55 m s.l.m.),

Descrizione del luogo: L'area € caratterizzata da tidotta presenza antropica legata
prevalentemente alle opere realizzate per la pmtezdell’alveo del fiume. Le piante
crescono su delle scarpate realizzate con gablpietia tufacea esposta a Nord —Est.

Il substrato e caratterizzato da un ridottissitmate di suolo che solo in pochi casi supera
i 20 cm mentre le zone di contatto tra le gabbisuiblo accumulato perfette una buona
espansione degli apparati radicali.




- M.MILITELLO

Ziey 1.:"1-_;' &

|
|
:

Artemisia Felice
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Artemisia arborescens L. — Diga

Localita : Diga Rosamarina GPS : (N 37°57'23", E3®805”, 198 m s.I.m.),

Descrizione del luogo: L'area é caratterizzata da evidente presenza antropica che ha
generato un ambiente del tutto artificiale. Le peacrescono su di un percorso non
accessibile al transito di veicoli che probabilneesegue il percorso di un antica regia
trazzera risalente al periodo precedente allazzsione della diga.

Il substrato € caratterizzato da un suolo conenta matrice argillosa ed evidentemente
indisturbato.

Artemisia arborescens L. — Felice

Localita : Ventimiglia di Sicilia- GPS : (N 37°%8\", E 13°36’38”, 484 m s.l.m.);

Descrizione del luogo: L’area e caratterizzata da lieve presenza antropica legata
prevalentemente alla presenza di una strada dafahlia collega i centri abitati di Trabia e
Ventimiglia di Sicilia.

Le piante crescono in una ristretta area costitd@adinpluvio di un corso d’acqua a
carattere torrentizio.

Il substrato é caratterizzato da un suolo di mataigillosa ed evidentemente indisturbato.
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Artemisia Petru
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Artemisia arborescens L. — 725

Localita : Ventimiglia di Sicilia- GPS : (N 37°5®”, E 13°36’377, 431 m s.l.m.);

Descrizione del luogo: L'area € caratterizzata ia idotta presenza antropica legata alla
presenza di una coltivazione limitrofa di tipo esi®o. Le piante crescono in un’ampia

area costituita da una piccola vallata esposta@onest.

Il substrato & caratterizzato da un suolo di matagillosa caratterizzato da un evidente

presenza di scheletro ed uno strato piuttostotadbtsuolo.

Artemisia arborescens L. — Petru

Localita : Trabia - GPS : (N 37°59'46", E 13°38"589 m s.I.m.);

Descrizione del luogo: L'area € caratterizzata e wonsistente presenza antropica legata
all’espansione del centro abitato di Trabia ndifnb ventennio; precedentemente I'area risultava
disabitata ed utilizzata quasi esclusivamente qoaseolo.

Le piante crescono nelle prossimita dell’unicadsrdi accesso alla zona, pertanto molto trafficata.
Il substrato e caratterizzato da un suolo di mataigillosa caratterizzato da un evidente presenza

di scheletro e roccia affiorante, lo strato di susilpresenta piuttosto ridotto ed esposto a Nord.
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Artemisia monte cane

Artemisia Agrigento
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Artemisia arborescens L. — Monte Cane

Localita : Santa Flavia - GPS : (38°06'47.74" 18731'16.38” E, 31 m s.I.m.).

Descrizione del luogo: L'area e caratterizzata da evidente presenza antropica legata alla
realizzazione di un terrazzamento per la fruziamebfica di un area di ricreazione estiva.

Le piante crescono nel terrazzamento che risuls@resabbandonato da un ventennio nelle
prossimita dell’area costiera della frazione Mohgeo.

Il substrato e caratterizzato da un suolo di ripgstoveniente dal rimescolamento del suolo
originario manipolato durante la realizzazione 'dplra; lo strato di suolo disponibile risulta

piuttosto variabile ma con un evidente presenziieghaggio ed esposizione a Nord.

Artemisia arborescens L. — Agrigento

Localita : Valle dei Templi

Descrizione del luogo: L'area e caratterizzata da evidente presenza antropica legata alla
realizzazione di area di pubblica fruizione. Le npéga crescono in gruppi sparsi costituiti

mediamente da 3 o 4 piante.

Il substrato & caratterizzato da un suolo di ripgstoveniente dal rimescolamento del suolo
originario manipolato durante la realizzazione ’'dpkra; lo strato di suolo disponibile,

verosimilmente molto ridott, presenta un evidestieeletro ed esposizione a Est.




_ M.MILITELLO

Artemisia arborescens L. — Sparacia (AG)
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Artemisia arborescens L. — Eremo

Localita: Ventimiglia di Sicilia - eremo di Sanlkee

Descrizione del luogo: L'area e caratterizzata da tdottissima presenza antropica dovuta al
recente recupero di un eremo medioevale utilizzaltuariamente come campo base scout.
Le piante crescono lungo un “costene” rocciosoregiccoli gruppo costituiti mediamente da 3

piante.

Il substrato e caratterizzato da suolo argillosadtittissimo spessore e con un evidente presdnza d
scheletro.

Artemisia arborescens L. — Sparacia

Localita: Sparacia — Cammarata — Agrigento.

Descrizione del luogo: L'area € caratterizzata da wliscreta attivitd antropica dovuta alla
realizzazione e manutenzione delle sponde di uimbadrico artificiale ad uso irriguo.

Le piante si ritrovano lungo tutto I'argine espoathord-ovest con una elevata uniformita spaziale.
Il substrato evidenzia un elevata presenza dilargillimo con frequente formazione di crosta

superficiale; apparentemente il sito presenta tnadosdi suolo piuttosto elevato.
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Germinazione artemisia

Germinazione Artemisia — radichetta allo stereoopst
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Artemisia arborescens L. - Germinazione

Attivita germinativa in piastra Petri:

La prova di germinazione e stata condotta, pres€oR.A. — SFM di Bagheria (PA), in piastra
Petri ponendo i semi a germinare su della cartdesienbibita di acqua e poste a germinare in
camera termostata a diverse temperature e conddiibuce.

Nella foto e possibile vedere i semi al momentdedieloriuscita della radichetta.

Artemisia arborescens L. - Germinazione

La foto, effettuata allo stereo microscopio ottinmstra la fuoriuscita della radichetta dal seme in
fase di germinazione.

L’apice radicale, in alto a destra, € identificabiler il colore bianco; subito a sinistra, di celor
verde scuro, e distinguibile il seme. A seguiren am colore grigio chiaro, la struttura del

peduncolo che molto spesso rimane attacaiateme.
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Germinazione Artemisia — Plantula allo stereomiipi®

Germinazione Artemisia — Plantula germinata inq#at
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Artemisia arborescens L. — Germinazione

La foto, effettuata allo stereo microscopio elatico mostra la plantula in fase di distensione dei
cotiledoni.

E’ possibile distinguere facilmente la porzioneicate dal colletto e la plantula.

Artemisia arborescens L. — Germinazione

In foto € riportata la germinazione in vivo dei selinArtemisia arborescens.
Ee possibile vedere come si presenta la plantdla fase di emissione della “prima foglia vera”;

in questa fase le plantule presentano un appaadicate gia molto piu sviluppato di quello aereo.
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Germinazione Artemisia — Pianta al momento deliaratp

Talea radicata al momento del trapianto
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Artemisia arborescens L. - Germinazione

La foto mostra la piantina al momento del primgiaato dopo 50 giorni dalla semina in vivo.
E’ possibile notare come I'apparato radicale algiacolonizzato il substrato; e evidente come

nelle piantine provenienti da seme I'apparato r@disia piu sviluppato di quello aereo.

Artemisia arborescens L. — Radicazione talee

Laprova di radicazione e stata condotta pressouéiste del C.R.A. SFM di Bagheria.

Nella foto, alcune talee radicate al momento dgdiemto dal substrato di radicazione al vasetto di
accrescimento.

Gli apparati radicali sono evidentemente meno ppidti rispetto a quelli presenti nelle piantine
provenienti da seme; mentre la parte aerea e rpuitsviluppata nelle talee.

Le radici, seppur piu corte ed in numero ridottesentano una consistenza superiore alle radici
delle piantine provenienti da seme.
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Sparacia (AG) — Prova di taglio

Sparacia (AG)- Prova di taglio- piante tagliate
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Artemisia arborescens L. — Sparacia (AQ)

Foto del campo sperimentale realizzato presscelald sperimentale universitaria “Sparacia”.
Il campo é stato realizzato per studiare le fasiadirescimento delle piante, provenienti da diverse
tecniche di propagazione, poste pieno campo. Hb gpassibile inoltre avviare una prova di

confronto tra altezza di taglio differenti per ccolta del materiale da avviare alla distillazione

Artemisia arborescens L. — Prova di taglio

In foto & possibile notare le differenti altezzetaljlio in prova; in primo pianto le piante vengono
tagliate a 40 cm di altezza (TA) mentre in fondoossibile vedere una pianta tagliata a 25 cm dal
suolo (TB)
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Estrattore per Oli essenziali — Albrigi Luigi

|

Olio Essenziale di Artemisia arborescens L.
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Estrattore per oli essenziali Albrigi Luigi

Il dispositivo utilizzato per I'estrazione dell'oliessenziale e costituito da un distillatore inreote
di vapore, della capacita nominale di 20 litri,tato di ricircolo delle acque di vegetazione.

Per il riscaldamento del distillatore & stato mtiito un bruciatore a gas butano.

Artemisia arborescens L. — Olio essenziale

In foto e possibile notare il colore azzurro inerthe caratterizza I'olio essenziale di Artemisia
arborescens dovuto all’alto cotenuto di Chamazulene

L'olio si caratterizza, oltre che per il colore,rpe intenso odore balsamico dovuto al contenuto
canfora.

Inoltre e possibile notare come I'elevata densifi'alio permette I'adesione dell’olio lungo le

pareti della colonna.
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Dispositivo infestazione artificiale — DIAR

Attivita insetticida di olio essenziale di Artenasarborescens

STUDI FITOCHIMICI E AGRONOMICI SU A.ARBORESCENS L. E ATTIVITA’ BIOCIDA DELL’OLIO ESSENZIALE.




Attivita Insetticida dell’olio essenziale di Artemisia arborescens

Il dispositivo per l'infestazione artificiale € spasviluppato, grazie alla collaborazione con 1AM
dell'universita Politecnica di Valencia,.per gaismt’'approvvigionamento di frutti infestati in tet

le fasi della prova

Il dispositivo e stato sviluppando partendo daHlisi della bibliografia presente sulle fasi di
infestazione di Aoenidiella aurantii e cercandaigiodurre le medesime condizioni di umidita e
luminosita presenti in campo nei periodi di massinfiestazione.

Il dispositivo ha permesso di ottenere, per unqgaieridi circa 5 mesi, frutti infestati con un numero

di individui compatibile con le esigenze della prov

Attivita insetticida dell'olio essenziale di Artemisia arborescens.

La foto mostra I'emulsione utilizzata per i tratieamti ed il frutto dopo il trattamento.
Sul frutto sono stati marcati gli individui (50 pfeutto) in modo da facilitarne il conteggio nelle
fasi successive della prova.

La formulazione é stata ottenuta emulsionandod’efisenziale, lecitina di soia e acqua.
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Attivita fughicida dell’'oloio essenziale — Phytopccitrophtora

Attivita erbicida dell’'olio essenziale — Portulasigracea
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Attivita fungicida dell’olio essenziale di Artemisia arborescens.

Le prove sono state condotte presso i laboratdla dezione di Patologia del C.R.A. SFM di
Bagheria.

L’inoculo del micelio fungino é stato posto al dipsa di un disco di substrato recante una dose
nota di olio essenziale.

L’effetto dell'olio essenziale & stato valutato fumzione dell'inibizione dell'accrescimento del
micelio fungino posto in condizioni ottimali di swppo.

La foto mostra I'effetto dell’'olio essenziale suyRphtora citrophtora alle dosi di 1000, 500 e 100
ppm (da sinistra a destra in alto, sotto il cofbrobn acqua).

Attivita erbicida dell'olio essenziale di Artemisiaarborescens.

Le prove sono state condotte presso i laboratomRidorse Naturali dell’ Istituto Agroforestal
Mediterraneo dell’ Universita Politecnica di Valénc

| semi delle essenza infestanti sono stati postlisun disco di carta sterile imbibita con acqua ed
un doe conosciuta di olio essenziale.

Le piastre una volta sigillate sono state posteamera termostata per gatantire le condizioni
ottimali di germinabilita.

Da conteggi successivi e stato possibile valutatgvita inibente dell’olio essenziale.

Nella foto & possibile notare come la Portulacaagiea non ha mostrato alcuna sensibilita al

trattamento effettuato con la dose massima diedgenziale.
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Attivita erbicida dell'olio essenziale — Arauja gifera

Attivita erbicida dell’'olio essenziale di Artemisiaarborescens.

Le prove sono state condotte presso i laboratoiRidorse Naturali dell’ Istituto Agroforestal
Mediterraneo dell’ Universita Politecnica di Valénc

| semi delle essenza infestanti sono stati postlisin disco di carta sterile imbibita con acqua ed
un doe conosciuta di olio essenziale.

Le piastre una volta sigillate sono state posteamera termostata per gatantire le condizioni
ottimali di germinabilita.

Da conteggi successivi e stato possibile valutativita inibente dell’'olio essenziale.

Nella foto € possibile notare come la Araujia sStaiea ha mostrato una certa sensibilita al
trattamento effettuato con la dose massima di efisenziale; le plantule, seppur presenti, non
hanno mostrato una buona vitalita.

STUDI FITOCHIMICI E AGRONOMICI SU A.ARBORESCENS L. E ATTIVITA’ BIOCIDA DELL’OLIO ESSENZIALE.
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Abstract

Essential oils from aerial parts of sevefatemisia arborescenk. populations, collected in five different lodéds of
Sicily were analyzed by GC-FID and GC-MS in ordestudy the chemical composition and its variaptlitie to phenological

stage.

Forty-three compounds, accounting for more than ®2%e oil, were identified. Monoterpene fractiaith the exception
of Petru population was higher than the sesquitergeaction 3-thujone (20.5-55.8 %), chamazulene (15.2-49.4%yhor
(1.3-10.7%) and germacrene D (2.3-3.4%) were thie s@npounds.

Chemical composition was influenced by phenologatabe, with an increase in the monoterpene fraaioflowering
stage; in both stages, the main compounds wereyshilze oxygenated monoterpefiehujone and the sesquiterpene

hydrocarbon chamazulene.

Key Word Index
Artemisia arborescernis.; essential oil; distillation time; phenologicsthge; chamazulen@;thujone; camphor; germacrene D.

Introduction

Artemisiais a genus belonging tAsteraceaefamily,
widely distributed throughout the temperate regjons
including many species largely employed as ornaahen
plants. Although some of them are known as toxie tiu
their high content in thujone, mainly-thujone isomer,
someArtemisiaspecies are also popular in folk medicine
as digestive, stimulants or as anti-inflammatorgrag, and
their aromatic leaves are used as culinary herbsnor
flavouring beverages (1, 2, 3). In Italy, about Siecies
belonging to theArtemisiagenus are reported and only 5
species are described in Sicilian flora (A).arborescens
L., the most represented inside the region, is a
morphologically highly variable species; it is argmnial
woody shrub, about 1 m in height, erect, many-tnad¢
more or less tomentose, whitish and silvery inythengest
parts and bearing many yellow flowers (1, 2, 4).

Some difficulty arises in botanical classificatiohsome
Artemisia species due to their high morphological
similarity, and some Authors (4, 6, 7) suggest thathigh
variability in chemical composition d&rtemisiaessential
oils could be considered as a chemiotaxonomic mavke
the genus. As a matter of fact, the composition of
Artemisia essential oils was found to vary greatly
according to the species and the growing site (809,
and inside each species some studies have recdghiee

occurrence of different chemotypes (11, 12, 13)ndde
the investigations aboufrtemisia essential oils could
allow a chemotaxonomical clarification of the systtic
position of such species on the basis of their ¢bam
composition (3, 5). The major compounds reported.in
annual. (10, 14) were artemisia ketorf&caryophyllene
and 1,8-cineole respectively; . campestrid.. (15) a-
pinene, p-cymene and camphor; An herba-albaAsso.
(16) a andp-thujone, camphor and borneol. An vulgaris
essential oil the main compound was found to be
caryophyllene oxide when plants were growing in &ub
whereas in cultivated plants from Croatia and Feathey
were 1,8-cineole oo-phellandrene (17). In the essential
oil of A. afraJacqg. ex Willd. from South Africa-thujone,
B-thujone, 1,8-cinecle and camphor have been desteab
the main compounds, whereas artemisyl acetate and
yomogi alcohol were found in majority when the ptan
were harvested in Ethiopia, and artemisia keton8; 1
cineole and a-copaene/camphor in plants grown in
Zimbabwe (18).

In A. arborescensL. three chemiotypes have been
identified, namely a chamazulene type (Americaj) aiB-
thujone type (Morocco oil) and Rthujone/chamazulene
type (19, 20). Steam-distillated plant samplesnfriwo
Italian locations showed sabinene, thujone, terp®l
and chamazulene as major compounds, expressihgias



main difference the amount of camphor, detecteda as
“principal component” in the accession from Sarajrand
almost absent from the sample collected in Lig(). A
trial carried out aboutA. arborescensgrown in three
localities of Southern Italy showed a very simi@emical
profile of the obtained essential oils, in all threases
characterized by a high content in camphor and
chamazulene, whereas a few differences showed lyp on
concerning the less represented compounds (22).

The relationship between the composition of esakati
and the development stage of plants has been degpen
a few botanical families different fronAsteraceae.In
Turkey, an important correspondence was found batwe
plant growing stage and chemical composition in som
wild species fronLabiatae (23). In Algery, the essential
oil of Pistacia atlantica Desf. showed a significant
relationship between seasonal variation and ardaonti
activity (24). The modifications of essential dirbughout
plant development phases was also studied in baly
Salvia sclarealL. (25) andCoriandrum sativuni. (26).
Similar works were carried out on some species from
genus Artemisia as A. pallensWall. in India (11), A.
molinieri Quézel, M.Barbero & R.J.Loisel in France (12),
A. annual. in India (14) andA. scopariaWaldst. & Kit. in
Iran (13).

The aim of this work was to analyse the essentiglad
different populations ofArtemisia arborescensollected
from various localities of Sicily during both vegéte and
flowering stage, in order to:

» Characterize the populations from the chemical tpofn
view;

« State the variations in essential oil compositietwzen
plants from the same population collected in défer
phenological stages.

Experimental

Plant material: Fresh plant samples &. arborescens
growing in Sicily were collected from 5 differenites:
PETRU (N 37°59'46”, E 13°38'53", 69 m); DIGA (N
37°57'23", E 13°39'05", 198 m), FELICE (N 37°56'44”
E 13°36°38", 484 m), TORTO (N 37°57'53", E 13°46°30
55 m), ARTESE (N 37°58'28", E 13°44'13", 10 m) in
January 2010, when the plants were at the vegetatage
(all sites) and in July-August 2010 when they wate
flowering stage (only in the first three sites). \éber
specimens were deposited in the Herbarium
Mediterraneum, at the Botanical Garden of the Unsita
degli Studi di Palermo (PAL). The collected aenalrts
were subjected to hydrodistillation for 3 hh by meaf a
specific apparatus (Estrattore Albrigi Luigi — Veey IT),
yielding in average 0.35 + 0.04, (% v/w), of a Bhi
essential oil. The oil obtained was dried with afroys
sodium sulphate and stored at 4-6 °C until it waedyaed
by capillary gas liquid chromatography (GC) and gas
chromatography-mass spectrometry (GC-MS).

Analysis of the essential cils: GC was performed using
a Clarus 500GC Perkin—Elmer apparatus equipped avith
flame ionization detector (FID), a Hewlett—Pack&iB-1
(cross-linked methyl silicone) capillary column 80long

and 0.2 mm id., with 0.33um (micrometer) film
thickness. The column temperature program was 6rC

5 min, with 3 °C increases per min to 180 °C, tBerPC
increases per min to 280 °C which was maintained.@
min. The carrier gas was helium at a flow-rate afilimin.
Both the FID and injector port temperature were
maintained at 250 °C and 220 °C respectively. GC-MS
analysis was carried out with a Varian Saturn 2000
equipped with a Varian C.S VA-5MS capillary colurdd

m long and 0.25 mm i.d. with 0.28n film thickness. The
same working conditions used for GC and split mode
injection (ratio 1:25) were employed. Mass speetere
taken over the m/z 28—-400 range with an ionizintjage

of 70 eV. Retention indices were calculated usig c
chromatographed standard hydrocarbons. The indaVvid
compounds were identified by mass spectra and their
identity was confirmed by comparing their retention
indices, relative to C8-C32 n-alkanes. Identificatiof
individual compound was carried out by matching snas
fragmentation pattern with those from the available
authentic samples or with NIST 2005 Library and
literature (27).

Results and Discussion

Characterization of essential oils. The qualitative and
guantitative composition of the essential oils ot#d from
5 populations ofA. arborescensare given in Table I,
whereas an example of GC-FID chromatogram relative
one of the obtained essential oils (Petru) is rgloin
figure 1.

INSERT FIGURE 1 HERE

In Table I, all compounds are classed by phytochami
groups and listed in order of their elution on athgk
silicone HP-1 column. A total of 43 compounds,
accounting for 92 - 99% of total oil, were idergidi As
shown, no significant differences were detectabldhie
gualitative composition of the oils obtained froret
diverse populations, whereas some quantitativeatians
were found. All the essential oils were dominated b
monoterpene fraction, with 13 monoterpene hydramasb
(6.3 - 15.7 %) and 14 oxygenated monoterpenes (37.5
65.0 %) identified. Among the monoterpene hydrooasb
only camphene, sabinengspinene, myrceneg— and y-
terpinene reached percentages higher than 1%. Aitieng
oxygenated monoterpeneg;thujone (20.5 - 55.9 %),
camphor (1.3 - 10.7 %), terpinen-4-ol (1.0 - 3.9, &)
terpineol (0.5 - 2.5 %) and carvacrol (0.1 - 1.6WeYye the
main compounds. On the other hand in the sesqeiterp
fraction, only 13 compounds were identified. The
sesquiterpene hydrocarbons constituted the secarat m
important group with chamazulene (15.2 - 49.4 %),
germacrene-D (2.3 - 3.4 %) afiecaryophyllene (0.6 - 0.9
%) as the main compounds in all populations. Three
oxygenated sesquiterpenes, dehydro-sesquicineole,
germacrene-D-4-0l and caryophyllene oxide were
identified. This fraction reached 0.2 - 0.4 % oé ttotal



essential oil. The quantitative prevalence3ghujone and
chamazulene can be considered a preminent chemical
characteristic of the essential oil of the Siciliariemisia
arborescengopulations under observation. A comparison
between our data and other coming from similarsa(@a)
shows some differences as concerns the relativetitjga

of a few compounds, the most significant befiathujone

that in four cases over five reached values highan 41

%. In this respect, a similarity in chemical comfioa
could be found between our essential oils and those
described by other authors (20, 28) in genotypesvigng

in different areas of the Mediterranean basin; anagion
could be definitively attributed to geographicabpenance

of the plants, and it showed up the necessity toycaut
further studies about the relationships between the
chemical profile of the essential oils and other
environmental variables, e.g., as suggested by some
Authors (28) soil type.

Effect of phenological stagee The composition of the
essential oils, obtained from plants collected ab t
phenological stage, is given in Table Il, where the
compounds are listed in order of their elution omethyl
silicone HP-1 column. Only the major compounds are
reported, with a total of 36 compounds accountorgb%
of total oil. The chemical composition of the saewpls
very similar, withp-thujone and chamazulene as the main
compounds, followed by camphor and germacrene D. In
this case also, the results obtained show diffe®me the
guantitative but not in the qualitative compositicss
sketched in figure 2.

INSERT FIGURE 2HERE

The monoterpene fraction reached values of 61.8 &0 a
69.0 % in vegetative and flowering stage respeltive
being the most important compoungishujone (33.4 % -
42.6 %) and camphor (7.5 % - 5.5 %).

In sesquiterpene fraction a decrease was found 3
% to 29.2 %, mostly due to the variation in chaneae
(28.1 % - 24.4 %) and germacrene D (3.6 % - 2.8 %)
content.

In conclusion, our study demonstrates that:

¢ The main compounds that describe the chemical
profiles of the populations under observation are
chamazulene andp-thujone; in the examined
essential oils, furthermore, the monoterpene foacti
is more abundant than the sesquiterpene fraction.

e The phenological stage exerts a clear effect on the
guantitative rather than on qualitative compositidén
essential oil, and a definite increase of monotezpe
and decrease of sesquiterpenes is detectablerds pla
pass from vegetative to flowering stages.
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Tablel - Chemical composition of essential oils from five populations of A. arborescens growingin Sicily.
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COMPOUNDS RlI.  Rl¢
M onoter pene Hydr ocar bons
cis-Salvene 856 856
a-Thujene 930 930
a-Pinene 939 938
Camphene 954 955
Sabinene 975 977
B-Pinene 979 979
Myrcene 990 992
a-Phellandrene 1002 1009
a-Terpinene 1017 1020
p-Cymene 1024 1030
Limonene 1029 1034
y-Terpinene 1054 1063
Terpinolene 1088 1089
Oxygenated Monoter penes
1,8-Cineole 1031 1039
cis-Sabinene hydrate 1070 1077
trans Sabinene-hybrate 1098 1100
Linalol 1096 1106
a-Thujone 1102 1111
B-Thujone 1114 1121
cis-pMenth-2-en-1-ol 1121 1127
Camphor 1146 1155
Borneol 1169 1179
Terpinen-4-ol 1177 1186
a-Terpineol 1188 1192
Carvacrol 1299 1301
Neryl isovalerate 1583 1584
Geranyl isovalerate 1607 1609
Sesquiter pene Hydr ocar bons
a- Copaene 1376 1378
B-Bourbonene 1388 1388
B-Caryophyllene 1419 1422
a-Humulene 1454 1454
Germacrene D 1484 1484
Bicyclogermacrene 1500 1500
a-Farnesene 1505 1507
Calacorene isomer 1516
6- Cadinene 1523 1526
Chamazulene 1731 1744
Oxygenated Sesquiter penes
Dehydro-Sesquicineole 1471 1471
Germacrene D-4-ol 1575 1580
Caryophyllene oxide 1583 1592
Others
6-Methyl-5-hepten-2-one 985 986
Methyl butyl-2-methyl
butyrate 1100 1104
Methyl eugenol 1403 1404

PETRU
[%]
7.6

0.4
13
t
15
0.9
20.5
t
8.4
t
1.0
25
0.1
t
0.8
53.9
0.4
0.2
0.6
t
2.8
t
0.5
t
t
49.4
0.2

t
99.1

Std.
Er.

0.01
0.02
0.00

0.18
0.49

0.00
0.15

0.26
0.05

0.14

0.25
3.40

1.09
0.32

0.04
0.00

0.01
0.11

0.07

8.59

DIGA  Sd. FELICE Sd.  ARTE
[%] Er. [%] Er. [%]
6.3 112 122

0.1 0.00 0.1 0.00 t
t t t
0.3 0.01 0.6 0.31 1.0
0.2 0.00 15 0.00 1.0
t 14 0.66 2.0
14 0.20 0.2 0.00 0.1
25 0.48 51 2.70 5.4
0.2 0.02 0.1 0.00 02
0.4 0.04 05 027 5 0.
0.2 0.03 0.2 0.09 0.3
t 0.2 0.06 0.3
0.9 0.14 11 052 0 1
0.1 0.00 0.3 015 4 0.
55.1 65.0 62.1
0.2 0.01 0.2 004 20
0.9 0.20 12 0.46 2.3
t t t
t t t
1.0 0.18 15 0.32 0.8
49.5 1.09 55.9 335 404
t 0.1 0.02 0.1
13 0.42 23 1.42 10.7
t 1.0 0.00 0.3
1.2 0.11 18 022 15
05 0.01 0.7 022 5 0.
0.2 0.00 16
t t t
03 0.04 0.2 0.2
30.1 19.7 19.4
0.3 0.05 0.3 004 2 0
0.9 0.13 0.8 0.28 0.7
t t t
3.4 0.66 31 018 4 2
0.1 0.01 0.1 0.00 0.1
0.4 0.14 0.1 001 2 0
t t t
t t t
24.9 2.23 15.2 3.76 15.7

0.4 0.4 0.4
0.1 0.01 0.2 0.03 0.1
t t t

0.3 0.00 0.3 0.00 0.3

03 0.9 0.6
t t t
03 0.04 0.9 0.23 0.6
t t t
92.1 97.3 94.7

Std. VENTI
Er. [%]
15.7
t
t
502 08
203 06
0.28 3.0
t
0.85 6.8
0.02 0.2
0.20 1.2
.07 0 0.3
0.09 0.2
0.38 2.4
0.00 0.3
56.8
0.01 0.2
0.30 2.6
t
t
0.02 0.5
3.64 41.7
0.00 0.2
.09 3 6.5
0.00 0.2
0.53 3.9
0.04 0.7
0.49 0.3
t
0.04 0.2
21.7
0.02 0.2
0.05 0.8
t
0.25 2.3
0.00 t
0.00 t
t
t
251 18.5
0.3
0.00 0.2
t
0.00 0.2
0.8
t
0.14 0.8
t
95.4

Std.
Er.

0.12
0.14
0.40

0.84
0.03
0.30
0.06

0.00
0.55
0.09

0.01
0.32

.02 0
6.79
0.03
2.08
0.01
0.82
0.02
0.00

0.00
0.01
.06 0

0.07

0.00

0.00

0.12

RI_= retention index from Adams (200R] c= retention index calculate@d.Err. = standard errot= traces < 0.1.



Tablell - Effect of phenological stage on the chemical composition of A. arborescens essential ails.

Vegetative Std.  Flowering Std.

Compounds stage Err. stage Err.
Monoter pene Hydrocar bons
cis-Salvene 0.1 0.02
o-Thujene 0.1 0.01 0.2 0.00
o—Pinene 0.7 0.07 0.7 0.11
Camphene 0.7 0.07 0.8 0.22
Sabinene 2.3 0.41 2.0 0.31
—Pinene 0.1 0.00 0.6 0.33
Myrcene 2.4 0.20 4.5 1.05
a—Phellandrene 0.2 0.13 0.2 0.02
a-Terpinene 0.6 0.03 0.7 0.14
p-Cymene 0.4 0.11 0.4 0.12
Limonene 0.2 0.05 0.2 0.02
y-Terpinene 14 0.09 1.4 0.26
Terpinolene 0.4 0.20 0.3 0.04
Oxygenated M onoter penes
1,8-Cineole 0.z 0.C3 0.2 0.05
cis-Sabinene hydrate 0.9 0.27 1.7 0.32
Linalool 0.3 0.01 15 0.01
a-Thujone 0.6 0.11 1.0 0.21
B-Thujone 334 4.55 42.6 6.13
cis-p-Menth-2-en-1-ol 0.1 0.01 0.1 0.01
Camphor 7.5 0.92 55 1.99
Borneol 0.3 0.10 0.4 0.12
Terpinen-4-ol 1.8 0.24 1.9 0.52
a-Terpineol 0.2 0.03 1.0 0.38
Carvacrol 0.7 0.26 0.4 0.00
Geranyl isovalerate 0.3 0.04 0.3 0.12
Sesquiter pene Hydr ocar bons
a—Copaene 0.7 0.26 0.6 0.12
3-Bourbonene 0.2 0.04 0.4 0.01
B—Caryophyllene 1.2 0.20 0.2 0.03
a—-Humulene 0.2 0.01 0.7 0.06
Germacrene D 3.6 0.52 2.8 0.21
Bicyclogermacrer 0.1 0.c2 0.1 0.Cco
a-Farnesene 0.2 0.03 0.3 0.08
Chamazulene 28.1 3.64 244 6.56
Oxygenated Sesquiter penes
Dehydro-Sesquicineole - 0.2 0.03 0.2 0.02
Caryophyllene oxide 0.2 0.01 0.2 0.02
Others
Methyl butyl-2-methyl butyrate 0.5 0.14 0.6 0.11

Std.Err. = Standard Error.



Figure 1 - GC-FID chromatogram relativeto an Artemisia arborescens essential oil (loc. Petru). The peak numbers
correspond to the numbers of compoundslisted in Tablel.
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Figure 2 - Effect of phenological stage on thereative composition of total sesquiter pene and monoter pene compounds
in A. arborescens essential oils.
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Abstract This study was undertaken to characterize the
essential oil (EO) of Artemisia arborescens growing wild
in Sicily. EO, extracted by steam distillation, was exam-
ined for its chemical composition and for its capability to
inhibit some food-borne pathogen bacteria. A total of 43
compounds (13 monoterpene hydrocarbons, 14 oxygenated
monoterpenes, 10 sesquiterpene hydrocarbons, three oxy-
genated sesquiterpenes and less amount of other three
compounds), which account 93.73% of the total oil, were
identified by gas chromatography and gas chromatogra-
phy-mass  spectrometry. Oxygenated monoterpenes
(57.32%) constituted the main fraction, with f-thujone as
the main compound (45.04%), followed by the sesquiter-
pene hydrocarbon chamazulene (22.71%). Undiluted EO
showed a large inhibition spectrum against strains of Lis-
teria monocytogenes (34 out of 44), whilst it was ineffec-
tive against enterobacteria and salmonellas. The minimum
inhibition concentration (MIC) was evaluated for the two
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most sensitive strains (L. monocytogenes 186 and 7BO) at
two cellular concentrations (106 and 10’ CFU ml™"). The
lowest MIC (0.625 ul ml™', dilution of oil with acetone)
was found for strain L. monocytogenes 186 at 10°
CFU ml™".

Introduction

In recent years, consumers have become particularly aware
of the health concerns regarding food additives. “Natural”
and “traditional” foods, processed without any added
chemical preservative, are becoming more and more
attractive [42]. When chemical preservatives are used, the
low levels used to avoid health implications expose the
food-makers to a risk of poor stability and microbial con-
tamination of the final products, since several microor-
ganisms (pathogens and spoilage agents) may acquire a
resistance [47]. In particular, the emergence of pathogens,
which are resistant to classical preservatives, has deter-
mined an urgent necessity for alternative antimicrobial
agents.

Several compounds found in plants, which have long
been used as natural agents for food preservation [38], are
generally well accepted. Amongst these naturally occurring
compounds, essential oils (EOs) and extracts of various
species of edible and medicinal plants, herbs and spices are
considered by the food industry because of their antimi-
crobial potential. The aptitude of EOs to inhibit the growth
of certain microorganisms is of paramount importance,
particularly, when it is expressed against food-borne
pathogens. Several microorganisms, especially bacteria,
are responsible for food-associated diseases. One of the
major microbial threats to the food safety in the past
two decades is represented by the Gram-positive
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Listeria monocytogenes, which has been recognized as an
emerging agent of food-borne diseases [17]. Listeriosis has
a very low incidence, but with a high case fatality rate that
can exceed 30% [13]. Recently, several European countries
are experiencing an apparently increasing incidence of
listeriosis, mainly amongst persons aged 65 years and older
[20].

Many spices have been consumed daily by mankind for
millennia; they are added to the food matrices mainly to
improve their taste and flavour; thus, the consumers are
quite used to their presence. For these reasons, EOs from
spices represent the natural additives easy to employ in the
common applications of food preservation. However, the
discovery of new active natural components may generate
innovative food preservation strategies. Many examples
may be found for plant-derived substances useful as food
additives, with a broad spectrum of aptitudes including
antioxidant [7, 21] and antimicrobial activities [5, 27].
Those characteristics are due to a number of secondary
metabolites that may be found in various parts of the
plants, and a strong interest is currently addressed to their
individuation and exploitation [8]. So far, the approach
applied to the study of herbal ingredients has been gen-
erally addressed to the identification of specific molecules
(or group of molecules), inside the plant or its utilized
part, which are directly responsible of a given (antioxi-
dant, antimicrobial, etc.) action, the so-termed “active
principles”. As a matter of fact, the biological effect tra-
ditionally attributed to a plant-derived material, including
EOs, is often due to the occurrence of synergistic and/or
antagonistic effects amongst its various components. For
food applications, the effectiveness of a specific EO as
natural antimicrobial additive is studied considering the
EO itself as a whole ingredient, rather than a mixture of
components.

Artemisia arborescens (Vaill.) L. is a perennial ever-
green woody shrub belonging to the family Asteraceae.
The genus Artemisia comprises more than 200 species, and
some of them (A. absinthium, A. herba-alba, A. annua and
A. vulgaris), which are traditionally used in many areas as
medicines, seasoning items or basic ingredients for the
manufacturing of liqueurs, have been targeted to many
studies concerning their phytochemical features [31]. Many
Artemisia species may be found in dry areas of the
Northern hemisphere [28]; about 20 species have been
detected in Italy, and only five of them grow wild in Sicily
[40]. Amongst these, A. arborescens is a strongly smelling,
morphologically variable species (or mixture of species),
up to 150 cm height, erect, many-branched, tomentose and
whitish, silvery and glabrous in the youngest parts, bearing
at flowering time (June—July) many small yellow flowers.
Some authors [39] reported that A. arborescens was spread
by Moorish invaders and Templar Knights at the time of
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Crusades. At present, the species is largely diffused in the
Mediterranean area (Italy and North-Africa) and also in the
Pacific North America areas.

The scientific interest towards A. arborescens goes back
to the past decade. The studies carried out on this species
were mainly concerned about its phytochemical charac-
teristics [1, 29, 30, 32, 33, 39], but other aspects have been
also considered, such as its genomics [19], its antiviral
[43], antioxidant [11], anti-mycoplasmal [3] and allelo-
chemical properties [14]. However, to our knowledge, no
studies have been carried out on the antibacterial properties
of EOs of this species.

This study is part of a project aimed at characterizing the
EO of A. arborescens growing wild in Sicily. Based on the
above considerations, the objectives of this study were to
determine the chemical composition of EO and to evaluate
its potential against common food-borne pathogens.

Materials and Methods
Plant Material and EO Preparation

Aerial parts of A. arborescens L., at the vegetative stage,
were collected, in January 2010, from morphologically
homogeneous wild populations grown in the North-western
area of Sicily (Italy). The fresh plant material was sub-
jected to steam distillation (Estrattore Albrigi Luigi-
Verona, Italy) for 3 h to achieve EO.

Gas Chromatography and Mass Spectrometry

EO was first subjected to capillary gas liquid chromatog-
raphy (GC) analysis using a Clarus 500GC Perkin-Elmer
apparatus equipped with a flame ionization detector (FID),
a Hewlett-Packard HP-1 (cross-linked methyl silicone)
capillary column (30 m long, 0.2 mm i.d. with 0.33 mm
film thickness). The column temperature program was
60°C for 5 min, with 3°C increases per min up to 180°C,
then 20°C increases per min up to 280°C, which was
maintained for 10 min. The carrier gas was helium at a
flow rate of 1 ml min~'. The FID and injector port tem-
perature were maintained at 250 and 220°C, respectively.

EO was also analysed by gas chromatography—mass
spectrometry (GC-MS) in a Varian Saturn 2000 equipped
with a Varian C.S VA-5MS capillary column (30 m long,
0.25 mm i.d. with 0.25 mm film thickness). The same
working conditions used for GC and split mode injection
(ratio 1:25) were employed. Mass spectra were taken over
the m/z 28-400 range with an ionizing voltage of 70 eV.
Kovats retention index (KI) was calculated using
co-chromatographed standard hydrocarbons. The individ-
ual compounds were identified by MS, and their identity
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was confirmed by comparison of their KIs, relative to Cg—
Cs3, n-alkanes, and by comparing their mass spectra and
retention times with those of pure substances or with data
available in the NIST 98 library and in the literature [2].

Microbial Strains

The bacterial strains used as indicators (sensitive to EO) for
the inhibition assays belong to the culture collection of the
Department of Health Promotion Sciences “G. D’Alessan-
dro” (Palermo, Italy) and represent some species generally
associated with food-borne diseases. L. monocytogenes,
Enterobacter spp. and Salmonella enterica strains were
subcultured in Brain Heart Infusion (BHI) agar (Oxoid) and
incubated overnight at 37°C.

Antibacterial Activity Screening

EO of A. arborescens was tested for antibacterial activity
applying the paper disc diffusion method [26] with a few
modifications. An agar base medium consisting of nutrient
agar was overlaid with 7 ml of BHI soft agar (0.7% w/v),
previously inoculated with approximately 10’ CFU ml™'
of a given strain to be tested for sensitivity versus EO. Four
sterile filter paper discs (Whatman No. 1) of 6 mm diam-
eter were placed onto the surface of the double agar layer,
at a distance of approximately 3 cm from one another. Two
discs were used as control and soaked with 10 pl of sterile
water (negative control), or streptomycin [(10% w/v),
positive control], whilst the remaining two discs were both
soaked with 10 pl of EO. Plates were incubated at 37°C for
24 h and the inhibitory activity was evaluated as positive if
a definite clear area was detected around the paper disc.

Determination of Minimum Inhibitory Concentration

The antibacterial activity of EO was measured as minimum
inhibitory concentration (MIC), which represents the most
common expression of EO antibacterial performances [5].
MIC is defined as the lowest concentration of an active
compound inhibiting visible growth of test organisms [25].
In brief, a given EO is serially diluted (dilution factor = 2)
using an organic solvent and all dilutions are tested against
the sensitive strains.

The strains showing the highest sensitivity to the
screening assay were used for MIC calculation. The EO
was diluted in acetone, added to BHI broth medium and
tested employing the sensitive strains at two different final
cell concentrations (107 and 10® CFU ml_l), in order to
evaluate the effect of the number of cells on the sensi-
tivity of the species. Acetone alone was used as negative
control.

Results
Chemical Characterization of EO

Steam distillation produced a dark blue EO with a yield of
0.33% (v/w). This preparation was analysed by GC and
GC-MS in order to determine its chemical composition.
The qualitative and quantitative composition determined
by GC and GC-MS is given in Table 1, where the com-
pounds are classified by phytochemical groups and listed in
order of their elution on a methyl silicone HP-1 column.
Forty-three compounds were identified, accounting for the
93.37% of total oil. The essential oil was dominated by the
monoterpene fraction with 13 monoterpene hydrocarbons
(8.32%) and 14 oxygenated monoterpenes (57.32%) iden-
tified. Amongst the monoterpene hydrocarbons only sa-
binene (2.33%), myrcene (2.03%) and y-terpinene (1.29%)
ranged percentages higher than 1%. In the oxygen-con-
taining monoterpenes, [-thujone (45.04%) followed by
camphor (6.78%) and terpinen-4-ol (2.16%) were the main
compounds.

On the other hand, in the sesquiterpene fraction
(27.13%), large amount of the sesquiterpene hydrocarbon,
chamazulene (22.71%), and trace amount of three oxy-
genated sesquiterpenes (dehydro-sesquicineole, germac-
rene-D-4-ol and caryophyllene oxide) were found.

Inhibition of Bacterial Growth

The antibacterial activity of A. arborescens EO is shown in
Table 2. The spectrum of inhibition was evaluated against
enterobacteria, Listeria monocytogenes and salmonellas.
The active extract was effective only against listerias: 34
out of 44 strains where inhibited in growth. The strains
belonging to this species showed a different level of sen-
sitivity to the treatment. L. monocytogenes ATCC 19114"
resulted positive to the test, but its inhibition was low; the
width of the clear area was barely 8 mm, including diam-
eter of paper disc (6 mm). The strains showing the most
interesting results were L. monocytogenes 186 and 7BO,
for which a clear zone of 12 mm diameter was detected.
For the majority of sensitive strains, an average inhibition
diameter of 10 mm was registered. Due to the strongest
inhibition determined by EO against L. monocytogenes 186
and 7BO, these two strains were further characterized for
their sensitivity in terms of MIC. E. cloacae 13A was also
used as negative control since it was not inhibited by EO.

L. monocytogenes 186 was found to be the most sensi-
tive strain at both concentrations tested. EO showed an
MIC of 2.5 and 1.25 pl ml™" against strain L. monocyt-
ogenes TBO at 10" and 10° CFU ml ™', respectively, whilst
the MIC was calculated to be 1.25 and 0.625 pl ml™'
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Table 1 Chemical composition of EO of A. arborescens (Vaill.) L.
genotype growing wild in Sicily

Chemical compounds KI* %"
Monoterpene hydrocarbons 8.32
cis-Salvene 856 t
o-Thujene 930 t
o-Pinene 939 0.70
Camphene 954 0.61
Sabinene 975 2.33
p-Pinene 979 t
Myrcene 990 2.03
o-Phellandrene 1002 0.34
o-Terpinene 1014 0.69
p-Cymene 1024 0.33
Limonene 1029 t
y-Terpinene 1054 1.29
Terpinolene 1088 t
Oxygenated monoterpenes 57.32
1,8-Cineole 1031 t
cis-Sabinene hydrate 1070 1.65
linalol 1096 0.22
trans-Sabinene hydrate 1098 t
o-Thujone 1102 0.75
p-Thujone 1114 45.04
Menth-2-en-1-ol 1121 t
Camphor 1146 6.78
Borneol 1169 t
Terpinen-4-ol 1177 2.16
o-Terpineol 1188 t
Carvacrol 1299 t
Neryl isovalerate 1583 t
Geranyl isovalerate 1607 0.72
Sesquiterpene hydrocarbons 27.13
o-Copaene 1376 0.19
f-Bourbonene 1388 t
p-Caryophyllene 1419 0.89
o-Humulene 1454 t
Germacrene-D 1484 3.34
Bicyclogermacrene 1500 t
o-Farsene 1505 t
Calacorene 1516 t
0-Cadinene 1523 t
Chamazulene 1731 22.71
Oxygenated sesquiterpenes t
Dehydro-sesquicineole- 1471 t
Germacrene- p-4-0l 1575 t
Caryophyllene oxide 1583 t
Others 0.96
6-Methyl-5-hepten-2-one 985 t
Methyl-butyl-2-methyl hydrate 1100 0.96
Methyl eugenol 1403 t
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Table 1 continued

Chemical compounds KI* %"

Total 94.87

# KI Kovats retention index relative to Cg—Cs, n-alkanes

" Percentage of each compound on the total oil (computed from the
total GC peak area)

186 at 107 and

against strain L. monocytogenes
10° CFU ml ™", respectively.

Discussion

Plant-derived EOs enjoy a “natural” status and, for this
reason, are generally recognized as safe by consumers,
which accept well their use for food preservation purposes.
Due to their antimicrobial potential, EOs are considered
with attention by the food scientists. Furthermore, also the
interest of the food industries is on the increase, thanks to
the consumer demand for effective natural products.
However, it became evident that EOs cannot be employed
inappropriately, because of their adverse consequences for
humans, e.g. some EOs are characterized by cancer-caus-
ing effects [34]. Hence, the evaluation of their safety
constitutes an important point for the future application of
EOs. Studies on human voluntaries and sensory evaluation
by panels of experts are needed in order to test the safety of
the plant-derived molecules and their acceptability by
consumers. These operations are time-consuming and dif-
ficult to realize; thus, before any other evaluation, it is
fundamental to test the efficacy of the new natural com-
pounds with supposed antibacterial properties at least
against the major food pathogens.

A. arborescens is widespread in Sicily, where it grows
spontaneously. The chemical analysis of EO of plants
collected within Palermo province (North-western Sicily)
revealed that this species elaborated an essential oil rich in
p-thujone (45.04%) and chamazulene (22.71%). The main
compound, thujone, is an oxygenated monoterpene com-
monly found in spice and medicinal plants such as sage
(Salvia officinalis L.), clary sage (Salvia sclarea L.),
wormwood (Artemisia absinthium L.) and tansy (Tanace-
tum vulgaris L.). Thujone is present in some alcoholic
beverages, but the isomer f-thujone is claimed to be toxic
for human consumption [16, 35]. Thus, the use of thujone
undergoes several restrictions, although the average intake
by consumers is about 100 times lower than the NOEL (no-
observed-effect level) derived from a 14-week study in rats
[16]. Chamazulene, the second most abundant compound
in A. arborescens EO, is a sesquiterpene hydrocarbon,
characteristic of several plants of Asteraceae family, such
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Table 2 Inhibitory activity of A. arborescens EO

Bacterial species

Strain (inhibition)

Source of isolation

E. amnigenus
amnigenus
cloacae
cloacae
cloacae
cloacae

cloacae

hormaechei subsp. steigerwaltii

. sakazaki

E.

E. sakazaki
L. monocytogenes
L

. monocytogenes

monocytogenes
monocytogenes
monocytogenes
monocytogenes
monocytogenes
. monocytogenes
monocytogenes
monocytogenes
. monocytogenes
. monocytogenes
monocytogenes
. monocytogenes

. monocytogenes

AR N S S SR SR ST S

. monocytogenes

L. monocytogenes
Salmonella Abony
Salmonella Agona
Salmonella Blockley
Salmonella Bredeney
Salmonella Derby
Salmonella Enteritidis
Salmonella Hadar
Salmonella Infantis
Salmonella Muenchen
Salmonella Napoli
Salmonella Newport
Salmonella Panama
Salmonella Saintpaul
Salmonella Thompson
Salmonella Typhimurium
Salmonella Typhimurium

Salmonella Veneziana

DHPS70B3(—)
DHPS60A2(—)
DHPS24(—), DHPS25(—)
DHPS13A(-)
DHPS62A(—)

DHPS 32A(—)
DHPS43B1(—)

DHPS1(—), DHPS2(—), DHPS6(—), DHPS7(—),
DHPS8(—), DHPS11(—), DHPS13 (—), DHPS15(—),
DHPS19(—), DHPS31(—)

DHPS2B(-)
DHPS23A(—)
ATCC 19114%(+)

DHPS129(+), DHPS130(+), DHPS131(+),
DHPS132(—), DHPS133(—), DHPS134(—),
DHPS135 (+), DHPS136(+), DHPS137(+),
DHPS138(4), DHPS139(+), DHPS140(+)

DHPS179(+)
DHPS180(+), DHPS182(+)

DHPS184(—)

DHPS185(—)

DHPS186(++)

DHPS187(+)

DHPS188(+)

DHPS1BO (+), DHPS10BO(+)
DHPS2BO(+), DHPS 3BO(+)

DHPS4BO(+), DHPSSBO (+)

DHPS6BO(+), DHPS7BO(++), DHPSSBO(—)
DHPS11BO(+)

DHPS12BO(+)

DHPS13BO(+), DHPS14BO(—), DHPS15BO(—),
DHPS16BO(—), DHPS7BO(+), DHPS18BO(+),
DHPS19BO(+), DHPS20BO(+), DHPS21BO(—)

DHPS22BO(+), DHPS23BO(+), DHPS24BO(+)
DHPS50398(—)

DHPS50361(—)

DHPS50314(—)

DHPS50374(—)

DHPS50399(—)

DHPS50339(—), DHPS50430(—), DHPS50371(—)
DHPS50272(—)

DHPS50356(—)

DHPS50393(—)

DHPS50376(—)

DHPS50404(—)

DHPS50347(—)

DHPS50415(—)

DHPS50280(—)

DHPS50414(—), DHPS 50384(—)
DHPS50432(—)

DHPS50391(—)

Freeze-dried chicken
Freeze-dried lamb
Milk powder
Multi-cereal cream
Freeze-dried chicken
Milk flour

Semolina

Milk powder

Rice cream
Green rice cream
Animal tissue

Human

Salmon

Ricotta cheese

Rice salad

Beef

Mozzarella salad
Roasted chicken
Green salad

Chopped meat

Fresh salami

3-week ripened salami
4-week ripened salami
Meat factory surfaces
1-week ripened salami

Gorgonzola cheese

Taleggio cheese
Human
Human
Human
Human
Human
Human
Human
Human
Human
Human
Human
Human
Human
Human
Human
Seafood

Human

—, no inhibition; +, clear inhibition (8—10 mm diameter); ++, strong inhibition (>10 mm diameter)

The culture collections are as follows: DHPS Department of Health Promotion Sciences “G. D’Alessandro” (Palermo, Italy); ATCC American Type Culture

Collection (Manassa, VA, USA)
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as chamomile and achillea. Indeed, it is an artefact mole-
cule obtained from the precursore prochamazulene con-
tained in plants’ tissues [18, 46] during steam distillation.
Chamazulene possesses interesting anti-inflammatory
properties [41], and for this reason it has a relevant
industrial importance. Our results showed that EO of
A. arborescens growing wild within Palermo province is
characterized by high concentrations of both compounds.

So far, A. arborescens plants examined for these char-
acters have been divided into two chemotypes, high pro-
ducers of thujone or high producers of chamazulene. It
was also supposed that the biochemical process for the
generation of thujone is in competition with that for the
production of chamazulene [39]. Thus, this aspect
deserves a deeper investigation. However, previous studies
carried out on the chemical characterization of A. arbo-
rescens EO reported a different number of compounds
identified, from 21 to 82 [1, 32]. Although chamazulene
followed by camphor dominated the EO of plants col-
lected in different areas of South Italy [32], the main
compounds recognized from this species collected in the
Algerian maritime littoral were the same (chamazulene
and f-thujone), with similar high concentrations, found in
our study. Thus, a third A. arborescens chemotype, deal-
ing with high concentration of both f-thujone and cha-
mazulene, might be proposed, even though other studies
are needed to support this hypothesis. It is well known that
geographical origin, environmental factors and the stage of
plant development, as well as day and night duration, can
affect the qualitative/quantitative composition of the oils
[24, 36]. Moreover, the results of our study, compared
with those previously published by Lo Presti et al. [32],
which included also plants collected in Sicily, highlight
the observations that different chemotypes may cohabit in
restricted geographical areas.

In view of the possible future food application of
A. arborescens EO, as natural alternative to traditional
chemical additives, the antimicrobial activity of this mix-
ture of chemical compounds has been evaluated. The
inhibitory spectrum was evaluated against bacterial species
(Enterobacteria, L. monocytogenes and salmonellas)
responsible for human outbreaks commonly associated
with food matrices [9, 22, 44]. All Gram-negative species
(Salmonella spp. and Enterobacter spp.) used as test
organisms were insensitive to the EO assayed. However,
interestingly enough inhibition was observed with several
strains of the food-borne pathogen L. monocytogenes, the
only Gram-positive species used in this study. Also in other
studies Gram-positive bacteria were found to be more
susceptible to EO and various solvent extracts than Gram-
negative bacteria [4, 6, 10]. This effect is related to the
presence of an outer membrane on Gram-negative bacte-
ria, which provides a strong impermeable barrier [37].

@ Springer

L. monocytogenes if often reported to be susceptible to EOs
[12].

The highest inhibition was obtained with strains L.
monocytogenes 186 and 7BO, both of food origin (moz-
zarella salad and ripened salami, respectively). This species
has a ubiquitous nature and it is characterized by hardiness.
Unlike many pathogens, L. monocytogenes survives to the
food-processing technologies that rely on acidic or salty
conditions [23], and shows a strong ability to multiply,
although slowly, at low temperatures; thus, it may be found
even in properly refrigerated foods. For all these reasons,
this bacterium constitutes a relevant risk for consumers’
health and its control by means of natural strategies is
desirable. Several components of A. arborescens EO,
including caryophyllene, caryophyllene oxide, o-humulene
and germacrene-D, have been reported as important com-
ponents of various EOs with enormous potential to inhibit
microbial pathogens [15, 45, 48].

The above strains L. monocytogenes 186 and 7BO were
further characterized for their sensitivity in terms of MIC.
The test was carried out at two cell concentrations to
determine the effect of the inoculums on the sensitivity
level. The results showed that A. arborescens EO tested
was active against high concentrations (10’ CFU ml™") of
L. monocytogenes 186, although its effect diminished with
the increment of cell number.

In conclusion, the results showed by our study indicate
that EO of A. arborescens is effective against L. mono-
cytogenes, one of the major agents of food-borne illnesses;
thus, it might represent a natural preservative, alternative to
the common chemical additives. Works are being prepared
in order to better characterize the in situ efficacy of this EO
using food matrices, its suitability in active packaging
strategies, and to evaluate its organoleptic acceptability by
consumers, as well as its safety.
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ABSTRACT

Artemisia arborescenis. has gained a strong importance worldwide duéstmany industrial
uses. Some problems arise, however, as concernaviiability of plant material having
good quality features; hence, it becomes attradiive pointing out of fast and effective
methods for its vegetative propagation. An expeninveas conducted to assess the effects of
different rooting media (mixtures of sphagnum pead perlite in ratios of 70:30; 50:50 and
30:70 v/v), addition of exogenous auxin (NAA), ahdrvest period on rooting success of
stem cuttings oA. arborescens. Softwood cuttings, collected from wild plants inbiFeary,
April and November 2010, were placed in a coverexach equipped with a mist nebulization
system under natural photoperiod. Cuttings moytaliboting rate of cuttings, number of
roots/cutting and root length were evaluated 4G ddter the starting of the experiment. The
percentage of rooted cuttings was significantlyuieficed by the harvest period as cuttings
collected in February showed the highest rootirtg, revhereas the growing media and the
addition of auxin did not show any significant etf®n rooting capacity. The best results, in
terms of roots number and length, were achievedguai 50:50 sphagnum:perlite mixture,

without exogenous hormones.

Additional key words: Silver Wormwood, Tree Wormwood, vegetative propiaga rooting

substrates, naphthalene acetic acid, harvest period

Abbreviations used: ANOVA (Analysis of Variance); D (dead cuttings);ABIndole-3-
Butyiric Acid); NAA (Naphtalene Acetic Acid); NR lie cuttings but not rooted); R (rooted

cuttings; v/v (volume/volume)
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Multiplicacion vegetativa de Artemisia arborescens L. por esquejes de tallo

RESUMEN

Artemisia arboresceng. tiene gran importancia en todo el mundo por dwersos usos
industriales. Sin embargo, es complicado dispoeemdterial vegetal con caracteristicas de
calidad, por lo que es necesario desarrollar méto@jodos y eficaces para su multiplicacion
vegetativa. Se realiz6 un ensayo para evaluar festos de los diferentes medios de
enraizamiento (sustrato mezcla de turba y penitareporciones 70:30, 50:50 y 30:70 v/v),
la presencia de auxinas exdgenas (NAA), y el peritel cosecha sobre el enraizamiento de
esquejes de tallo de A. arborescens. Para ellyegsyde madera blanda, obtenidos de
plantas silvestres en Febrero, Abril y Noviembre2@40, fueron colocados en un banco
cubierto, equipado con un sistema de nebulizaddjy fotoperiodo natural. La tasa de
enraizamiento, el nimero de raices y la longitudadeaiz se evaluaron a los 40 dias. El
porcentaje de estacas enraizadas fue significatimtaninfluenciado por el periodo de cosecha
(el valor mas largo fue anotado en Febrero), masntos medios de enraizamiento y la
adicion de auxinas no mostraron efectos signifioati Los mejores resultados, en términos
de numero de raices y longitud, se lograron utiliirauna mezcla 50:50 sin hormonas

exdgenas.

Palabras clave adicionalesPlata Ajenjo, Arbol Ajenjo, propagacion vegetatisastratos,

naftaleno acido acético, periodo de cosecha.
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INTRODUCTION

Artemisia arborescenk. is one of théArtemisiaspecies (familyAsteraceaggrowing in wild
flora of the southern Mediterranean area. It isomdy perennial shrub, bearing green-silvery
leaves and yellow flowers that appear throughoetléite spring until summer depending on
the environmental conditions. The species findarge number of uses in ethno-medicine
(Palmeseet al.,2001; Garciaet al., 2006; Vicidomini, 2007) as antispasmodic, antifigre
anti-inflammatory and abortifacient (Dessial.,2001), as antiherpevirus (Saddial.,2007),
and as active antimicrobial agent agaihiteria monocytogene@Militello et al., 2011).
Moreover, being an aridoresistant and nitrophilquiant, A. arborescensbhears a great
importance for its potential use in environmentajiaeering (Cella and Collu, 2004).

Seed germination and micropropagation techniqueee vetudied in differentArtemisia
species, such &. frigida Willd. (Bai et al.,1995);A. tridentataNutt. (Alvarez-Cordero and
McKell, 1979; Young and Evans, 197%); genipiWeber andA. umbelliformisLam. (Anon.,
2004); A. judaica L. (Liu et al., 2004); A. vulgaris L. (Govindaraj and Bollipo, 2007;
Govindarajet al., 2008, Sujatha and Ranjitha Kumari, 2008);annuaL. (Liu et al., 1998;
Fulzeleet al.,1995) andA. absinthiunl. (Zia et al.,2007), but only few studies are available
about the vegetative propagation of this genu# &s ludovicianaNutt. (Bradley Rowe and
Cregg, 2002)A. tridentataNutt. (Alvarez-Cordero and McKell, 1979, Bakke61®) andA.
arborescengCella and Collu, 2004).

As it is well known, micropropagation and seed iplittation are largely utilized practices,
but they are not always suitable to all conditioAs.a matter of fact, the first method is
expensive (Saranga and Cameron, 2006) and timexong in order to obtain a good
adaptation fromin vitro culture to open field conditions, whereas the sdcone is
characterized by high genetic variability and seBrchomogeneous production. Hence,

propagation by stem cuttings remains the most \&alidl alternative method in order to obtain

4
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a rapid propagation with reduced costs, and itigsable its wide application in the nursery
activity.

Rooting capacity in cuttings is influenced by imt@rfactors, as genotype, nutritional status or
phenological stage, and external factors, as testyrer and light intensity (Hartmarat al.,
1997; Agbo and Obi, 2008; Priadjai al., 2010). Internal factors are strictly related te th
amount of phytohormone that is physiologically reseey to the rooting phase (Copes and
Mandel, 2000; Guet al.,2009; Zobolo, 2010; Amet al.,2010; Oforiet al.,1996); for such
reason, it is also important to know the optimabvgng conditions for plants (external
factors) in order to select suitable rooting meg@@alla and Collu, 2004; Tchoundjeu al.,
2002; Meshet al., 1997; Shiembcet al., 1996; Oforiet al., 1996) and environmental
parameters.

Adventitious root formation is mediated by multipfeanges in plant metabolism and it is
controlled by interdependent physiological phasdsgere auxins play an important role
stimulating the root formation. Exogenous auxine aommonly used to improve natural
rooting efficiency in stem cuttings, although itsmdemonstrated in various plant species that
relatively high auxins concentrations are requiosdy during the induction phase, while
during development these plant growth regulatoroive inhibitory (Cristoforet al., 2010;
Hartmannret al.,1997).

Differently from other genera and botanical fans)idew studies about propagation in
Artemisia species are available in literature (Pridham, 196@glarz and Zalecki, 1984);
hence, the aim of this work was to define an effecand low-cost propagation protocol by
means of stem-cutting method, that is consideredmér than the micropropagation (Saranga
and Cameron, 2006) and that does not require afispgechnical equipment. This work
reports the results of a trial about different negtsubstrates, auxin concentration (NAA) and

harvest period, in the vegetative propagation &d Wrtemisia arborescens
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MATERIALS AND METHODS

Plant material and experimental design

The trial was carried out in 2010/11, in an EW otéel greenhouse (200%)mwith steel
structure and polymethacrylate methyl cover, logtatethe Research Unit for Mediterranean
Flower Species near Palermo (38°05'25.22” N, 13t8115” E, 23 m above sea level), on
the coastal area of North Western Sicily.

Softwood cuttings were harvested (38°06’47.74” Br311'16.38” E, 31 m a.s.l.) from mother
plants of a wild population oA. arborescend.. with distinct xerophytic traits growing on
rocky shores and rocky slopes located in alkalimebratrophilous substrates

In order to evaluate the effect of harvest perindapting capacity, cuttings were collected in
February, April and November 2010. For each harpesbd, a factorial experimental design
(three rooting substrates in presence or absencdlA), with three replications per

treatment, was used. Each replication consist&? @iuttings (exp. unit).

Auxin addiction and growing media

In 50% of the stem cuttings, after leaves remab& basal end was treated with 4000 ppm of
a-naphthalene acetic acid (NAA) powder formulati@@efmon, Gerlach Gmbh, Lubbecke,
Germany), whereas the remaining cuttings were Uefteated. Both treated and untreated
cuttings were then inserted in 66-cell polystyreeed trays containing three rooting media
based on different combinations (70:30, 50:50, @@/ — also named substrate 1, 2 and 3,
respectively) of sphagnum peat (TECNIC - Free PBat., Sluiskade, Vriezenveen,
Netherlands) and perlite @ 2-5 mm (AGRIPAN 100, liRentaliana s.r.l., Corsico (Ml),
Italia); organic matter and organic nitrogen coht@nsphagnum peat were respectively 46%

and 0.5%. The seed trays were placed into a bé&ohX 1.2 m) covered with a polyethylene
6
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film and equipped with a mist nebulization systemlative humidity 75%), under natural
photoperiod. Maximum and minimum temperature of ltleach were monitored during the

trial.

Sample collection and measurement
In each treatment, data on cuttings survival rét¢, cuttings rooting rate (%), number of

roots/cutting, length of roots (cm) were collectedy days after the beginning of the trial.

Data Analysis

Collected data were subjected to ANOVA by meanshefpackage “Statistica” (V. 6.0 for

Windows, Statsoft Inc., Tulsa, OK) to determineatneent effects. Before statistical analysis,
cuttings survival and rooting percentages were eded in angular values (arcsin

transformation) (Gomez and Gomez, 1984).

RESULTS AND DISCUSSIONS

The trend of rooting percentagesAfarborescensuttings in the different harvest moments
(Fig. 1) did not evidenced significant differendestween rooted and non rooted cuttings in
the first counting moment, when all three groupsall cuttings, alive rooted and alive non
rooted) expressed values ranging from about 20d0ta40%.

A higher differentiation was recorded in the foliog observations, when the mortality rate
of cuttings decreased sharply to 26% and to 5%es/ely in April and November.
Surprisingly, the counting of rooted cuttings dut arise but, on the contrary, decreased from
40% (February) to 10% averagely recorded in custicgjlected in April and November (Fig.
1). This outcome agrees with that reported by otheghors (Alvarez-Cordero and McKell,

1979) who observed that cuttings Aftemisia tridentataNutt. obtained in winter showed a

7
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greater rooting activity than those collected inestperiods.

A clear increase throughout counting dates (68829 in April and November, respectively)
may be observed in the number of cuttings thatpalgh alive, did not produce roots (NR).
The influence of harvest period on rooting effidgnof cuttings, previously reported for
several plants (Hartmanet al., 1997; Sharma and Aier, 1989) and attributed tdiaini
physiological characteristics of the vegetal materoften affected cuttings performances.
Guoet al. (2009), for example, referred that cuttingsRafeoniacollected in three different
periods did not vary on percent mortality and numdferoots but significantly differed on
rooting percentage as well as on root length.

Cristofori et al. (2010) stated that the rootingligb of hazelnut cuttings was strongly
influenced by the collection time as the highesittirgy rate occurred in cuttings collected in
late summer, whereas the lowest rate was fourttbiset collected in July.
Akoumianaki-loannidou et al. (2010a), during a yeamd propagation trial dEleagnus x
ebbingej observed that cuttings taken in autumn had thledsit rate of rooting irrespective of
hormone concentration. Likewise, fdPterocephalus perennisegetative multiplication
(Akoumianaki-loannidou et al., 2010b), the maximuooting success was recorded in
cuttings planted at spring with respect to thosagd in autumn and summer.

The addiction of exogenous auxin (NAA) did not helpsolving such dormancy problem,
with average rooting rates of about 20% recordeithéntwo treatments; in the same way the
percentage of non rooted cuttings remained alnme@stihchanged (always higher than 50%),
with or without auxin application (Fig. 2). Thisswdt is in agreement with a study on
southernwood Artemisia abrotanuni.) propagation (Schroeder and Le Duc, 1996), where
no significant difference was recorded betweenirgydt treated and untreated with rooting
hormone.

On the contrary, such a response is not in linb wlvarez-Cordero and McKell (1979) who
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referred that indolebutyric acid treatment in ag# ofA. tridentataincreased root formation
as a function of increased auxin concentration. difierent behavior of the latter species
from that of A. arborescensould suggest that some propagative charactexistiay be
genotype-dependant, as observedGrevillea (Krisantini et al., 2006) and inMagnolia
(Sharmeet al.,2006), with a high variability in rooting capaciy the cuttings. Moreover, the
better performance @&&. abrotanuntreated with IBA tharA. arborescensreated with NAA
could be related to the different effectivenesshase twohormones, in particular to the
higher efficiency of IBA with respect to NAA on prmting rooting, as reported by several
authors for other plants (Ibafiez-Torres, 2004; Na&n986).

The inefficacy of auxin treatments on rooting resg of Artemisia cuttings seemed to
confirm earlier results recorded on different plapecies (Myers and Still, 1979; Dirr and
Heuser, 1987; Panetsesal., 1994) where the hormone concentrations used haffact in
cuttings characterized by a natural high rootingeptal. Therefore, the absence of
differences on rooting percentage between treatdchan-treated cuttings of our assay could
be linked to a too low/high NAA concentration.

The application of unbalanced doses of rooting lworenare often reported in literature:
Akoumianaki-loannidou et al. (2010b), for exampleeferred that rooting rate of
Pterocephalus perennauttings was higher without the use of IBA thaos treated with the
same hormone; Grolli et al. (2005) reported thatiratreatments were unsuccessful or had
negative effects on rooting of cuttingsRiatanus acerifoliawilld.

The adoption of different type of substrates (R{.did not affect the rooting ability of
cuttings, with average values of 20% recorded desyi the treatment; the use of a lower
amount of sphagnum peat in the growing mixture ifathe 30:70 peat/perlite substrate),
although bringing to a certain increase of dornwuttings (alive but not rooted, +15% with

respect to the 70:30 peat/perlite substrate), didemert any evident effect on the mortality
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rate as well as on the number of rooted cuttingspectively -10% and -5%, compared to the
70:30 substrate).

Other authors previously observed that a progres&duction of the peat percentage in the
growing media did not significantly affect rootiagd growth of cuttings in sonteuphorbia
family species (Fascella and Zizzo, 2009; Lym, 1992

The presence/absence of exogenous auxin did net drayv effect on the average number of
roots (average 3 roots/cutting) (Fig. 4) as welbaghe root length (average 5.8 cm) (Fig. 5),
when present. lbafiez-Torres (2004) observed thandmal treatment (IBA and NAA
applications) did not influence root length Bfiphorbia lagasca&preng. cuttings after one
month compared to control but differences were @vidnly after two months, a time that is
often considered too long for the nursery industgscellaet al. (2008), after an experiment
on Euphorbia x lomiRauhin vivo propagation, did not observe any differences betweo-
treated and NAA-treated cuttings concerning cugtingability, root length and plant
establishment.

A slight difference in number of roots, althought weerpassing the threshold of statistical
significance, seemed to be linked to the harvest, dand some tendency in counting a lower
number of roots may be recognized in the cuttingioed in the November harvest (2.5
roots/cutting) with respect to those harvestedehrbary (4.6) (Fig. 4). In the same way, the
cutting period and the substrate type appearecve Bome effect on the average length of
roots, as in cuttings obtained in the last coltattime and grown in the 50:50 peat/perlite
media seemed somehow shorter (less than 4 cm)inhdénose harvested in late spring and

grown in the 30:70 peat/perlite substrate (mora tham) (Fig. 5).

CONCLUSIONS

The present research tries to provide new usefairmation for the definition of a vegetative
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propagation protocol that permits a fast (40 daysdl low-cost production oArtemisia
arborescenglants, an aromatic species that could be expldite many industrial uses as
well as for environmental restoration.

Results from the present study seem to point oat Eebruary was the best period for
harvesting softwood cuttings suitable for rootingl ahat rooting rate, as well root number
and length, is not affected by the addiction of gemwus auxin like NAA. Moreover, the
substrate in which cuttings showed the best growapiifude (in terms of number and length
of roots) may be identified with that one obtaiveith sphagnum peat and perlite at a 50:50
volume ratio.

However, further researches are needed to increatiag performances and to record a more
exhaustive response of cuttings by testing differanxin types (IBA, IAA, etc.),
concentrations and formulations (dip immersion iatev and/or alcoholic solution), as well

other periods of the year.
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Fig. 1

— Rooting rate of A. arborescens cuttings in three harvest moments (mean values across substrate

types and presence/absence of auxin). Vertical bars represent the standard error; D: dead cuttings; NR:

alive cuttings but not rooted; R: rooted cuttings
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Fig. 2 — Rooting rate of A. arborescens cuttings with or without auxin in the growing medium (mean values
across substrate types and harvest date). Vertical bars represent the standard error. D: dead cuttings; NR:

alive cuttings but not rooted; R: rooted cuttings
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Fig. 3 — Rooting rate of A. arborescens cuttings with different growing substrate types (mean values across
harvest date and presence/absence of auxin). Vertical bars represent the standard error.
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Fig. 4 — Average number of roots of A. arborescens cuttings according to date of harvest, substrate type and

presence/absence of auxin. Vertical bars represent the standard error.
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Fig. 5 — Average length of roots of A. arborescens cuttings according to date of harvest, substrate type and
presence/absence of auxin. Vertical bars represent the standard error.
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