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RESUMEN

El hombre, desde que aprendi6 a domesticar y cultivar las plantas, dando lugar
al nacimiento de la agricultura en el Neolitico, ha necesitado obtener el maximo
rendimiento de la tierra. Para ello, ha introducido diferentes técnicas: abonado,
irrigacion y control de plagas (insectos, enfermedades y arvenses). El desarrollo de
los productos quimicos para uso agricola a partir de los afios 40, produjo un gran
incremento en la productividad agraria, basado en el empleo de abonos y pesticidas
de sintesis, y en la introduccién de cultivares procedentes de mejora genética. Con
el tiempo, se manifestaron las consecuencias negativas de la utilizacion abusiva de
estos productos. En concreto, el empleo excesivo de herbicidas sintéticos provoca
la aparicion de estirpes de arvenses resistentes, y su acumulacién en el suelo y
aguas subterraneas produce efectos perjudiciales sobre los seres vivos y la salud de
las personas.

Desde los afios 90, la normativa que regula los productos agroquimicos impone
mas restricciones, respondiendo a una sociedad cada vez mas concienciada de los
peligros de su empleo intensivo. Ello ha impulsado la bisqueda de otros métodos
alternativos para el control de arvenses, basados en productos naturales, que sean
respetuosos con el medio ambiente. La alelopatia, que estudia la interaccion entre
plantas (incluyendo microorganismos) a través de sus metabolitos secundarios,
liberados mediante volatilizacion, exudacion y lixiviacion de tejidos vegetales,
constituye en este sentido un campo de investigacion relativamente moderno. Los
aleloguimicos que impiden el desarrollo de plantas en el entorno de la planta fuente
han recibido especial atencion debido a su potencial como herbicidas naturales.

La presente tesis doctoral tiene como objetivo principal el ensayo de la activi-
dad fitotdxica de diferentes aceites esenciales y extractos acuosos de plantas medi-
terraneas sobre la germinacion y el crecimiento de arvenses, con el fin de escoger
los més activos, para desarrollarlos en un futuro como herbicidas naturales. Se
seleccionaron especies productoras de aceites esenciales, en base a la bibliografia
existente sobre la actividad bioldgica de sus metabolitos secundarios o de especies
taxondmicamente cercanas: Lantana camara L., Eucalyptus camaldulensis Dehnh.,
Eriocephalus africanus L., Cistus ladanifer L., Artemisia gallica Willd., Artemisia
annua L., Lavandula angustifolia Mill., Rosmarinus officinalis L., Thymus capita-
tus (L.) Hoffmanns. et Link, Tagetes lemmonii A. Gray, Pelargonium odoratissi-
mum (L.) L’Hér., Thymus vulgaris L. y Origanum vulgare L., de las que se obtu-
vieron los aceites esenciales y extractos acuosos. Como arvenses se eligieron las
especies Amaranthus hybridus L., Portulaca oleracea L. y Chenopodium album L.,
consideradas como muy problematicas y extendidas en numerosos cultivos, y Co-
nyza canadensis (L.) Crong. y Parietaria judaica L., por ser arvenses ruderales de
reciente incorporacion en cultivos debido a cambios en las practicas agricolas, co-
mo el empleo del no laboreo.

La composicion de los aceites esenciales fue determinada por CG y CG-EM.
Los extractos acuosos se analizaron por CLAR-EM.



Se realizaron ensayos in vitro, en cdmaras de germinacion para evaluar los
efectos de los distintos extractos acuosos y aceites esenciales sobre la germinacién
y el crecimiento de las arvenses. Los aceites esenciales y extractos acuosos de L.
camara, E. camaldulensis, E. africanus, C. ladanifer y A. gallica se ensayaron
sobre el total de arvenses propuestas, mientras que el resto de aceites esenciales se
ensayaron Unicamente frente a P. oleracea y C. canadensis. Todos los aceites
esenciales y extractos acuosos ensayados manifestaron efectos fitotoxicos in vitro
frente a alguna de las arvenses sobre las que se aplicaron, siendo su actividad de-
pendiente de la dosis empleada, o no constatdndose diferencias entre concentracio-
nes. En general, los aceites esenciales revelaron mayor fitotoxicidad que los extrac-
tos acuosos de la misma especie, siendo activos frente a mayor nimero de arvenses
y produciendo efectos mas severos. En L. camara y E. africanus se observé un
efecto complementario entre la actividad del aceite esencial y el extracto acuoso,
siendo efectivo uno en especies donde no lo habia sido el otro y viceversa. Los
aceites esenciales de E. camaldulensis, con espatulenol como componente mayori-
tario, y T. capitatus, con gran contenido en carvacrol fueron los tratamientos mas
efectivos. A. hybridus, C. canadensis y P. judaica mostraron una germinacion muy
sensible a los efectos de la mayoria de aceites esenciales ensayados, mientras P.
oleracea y C. album se mostraron mas resistentes. Ningln aceite esencial inhibid la
germinacion de C. album al 100%. En esta especie, los extractos acuosos mostra-
ron mayores efectos fitotdxicos, siendo el extracto de L. camara el tratamiento mas
efectivo para su control. C. canadensis fue la especie méas sensible a los extractos
acuosos.

El potencial herbicida de los extractos acuosos de L. camara, E. camaldulensis,
E. africanus y C. ladanifer se ensayd en invernadero. De ellos, los tres primeros, se
evaluaron también en campo, siendo E. camaldulensis y E. africanus los que mos-
traron mayor actividad. El efecto de los extractos méas activos en invernadero, tras
una sola aplicacion, se mantuvo hasta seis semanas, mientras que en campo, con
tres aplicaciones distanciadas quince dias, el efecto se prolongé durante dieciséis
semanas. Por otra parte, se evalu6 en invernadero el potencial herbicida de dos de
los aceites esenciales que resultaron méas activos en los ensayos in vitro (E. camal-
dulensis y E. africanus), no mostrando actividad a la dosis ensayada (0.5 pl/ml).

Los resultados obtenidos en los ensayos in vitro, indican que los extractos
acuosos Yy aceites esenciales probados muestran una actividad fitotoxica selectiva,
siendo sus efectos distintos segln la especie sobre la que actuan, lo que les convier-
te en potenciales herbicidas selectivos. No obstante, se deben llevar a cabo mas
pruebas en condiciones reales de cultivo, en invernadero y campo, para verificar su
potencial. Si bien los extractos acuosos mantuvieron su actividad al realizar prue-
bas de invernadero, los aceites esenciales no mostraron el efecto esperado debido a
su alta volatilidad, siendo necesario desarrollar otras formulas de aplicacion como
la microencapsulacion, que facilitaria su manejo y aumentaria su efecto, al reducir
su volatilizacién y ralentizar su degradacién al medio ambiente.



ABSTRACT

Since man learned to domesticate and grow plants in the Neolithic period, re-
sulting in the birth of agriculture, has needed to maximize crops production. To
increase yields, different techniques are employed: fertilization, irrigation and pests
(insects, fungal pathogens and weeds) control. The development of agrochemical
products in the 1940s increased agricultural productivity, based on the employment
of chemical fertilizers and pesticides and the use of genetically modified crops. The
overuse of agrochemicals involved negative consequences: the excess use of syn-
thetic herbicides caused resistant weeds and severe contamination to the environ-
ment, due to accumulation in soils and ground water, with negative impacts in li-
ving organism and human health.

Since the 1990s, agrochemical products regulation is becoming more restric-
tive, according with the requirements of a society concerned about negative im-
pacts of its widespread use. Other techniques based on natural products to control
weeds are being developed, because of its safety for environment and human
health. Allelopathy, based in plant interactions (including microorganisms) through
release of secondary metabolites by volatilization, exudation and lixiviation from
vegetal tissues, offers new possibilities for weed control. Allelochemicals that sup-
press plant species near the source plant have received special attention due to its
potential as natural herbicides.

The main objective of this work is to test phytotoxic activity of essential oils
and aqueous extracts from mediterranean plants against weeds germination and
seedling growth, to select the more actives in order to develop them as natural her-
bicides. Species that elaborate essential oils were selected based on the existing
literature about the biological activities of their secondary metabolites or of that
from species taxonomically closed: Lantana camara L., Eucalyptus camaldulensis
Dehnh., Eriocephalus africanus L., Cistus ladanifer L., Artemisia gallica Willd.,
Artemisia annua L., Lavandula angustifolia Mill., Rosmarinus officinalis L., Thy-
mus capitatus (L.) Hoffmanns. et Link, Tagetes lemmonii A. Gray, Pelargonium
odoratissimum (L.) L’Hér., Thymus vulgaris L. and Origanum vulgare L. and their
essential oils and aqueous extracts were obtained. As weedy species were selected
Amaranthus hybridus L., Portulaca oleracea L. and Chenopodium album L., be-
cause they are considered serious and problematic weeds in many crops around the
world, and another two ruderal weeds recently found in crops due to changes in
agricultural techniques, as no-tillage practices, Conyza canadensis (L.) Crong. and
Parietaria judaica L.

Essential oils were analyzed by means of GC and GC-MS and aqueous extracts
by HPLC-MS.

In vitro assays were performed in germination chambers to assess the effects of
essential oils and aqueous extracts on weeds germination and seedling growth.
Essential oils and aqueous extracts from L. camara, E. camaldulensis, E. africanus,



C. ladanifer and A. gallica were tested against all selected weeds. The other essen-
tial oils were tested against both P. oleracea and C. canadensis. All essential oils
were phyto-toxic against at least one weed species, being their activity dose-
dependent or not showing significant differences between concentrations. In gener-
al, essential oils revealed to be more phytotoxic than aqueous extracts obtained
from the same species, acting against more weeds and causing more severe damag-
es. A complementary activity was observed between essential oils and aqueous
extracts from L. camara and E. africanus, as one was effective against species
where the other did not show any effect and vice versa. Essential oils from E. ca-
maldulensis, with spathulenol as the main compound, and T. capitatus, which con-
tained high levels of carvacrol, were the most effective treatments. A. hybridus, C.
canadensis and P. judaica germination was very sensitive to the majority of essen-
tial oils, whereas P. oleracea and C. album showed more resistance. None of the
essential oils tested inhibited completely C. album germination. In this species,
aqueous extracts manifested greater phytotoxic activity, being L. camara aqueous
extract the best treatment to control it. C. canadensis was the most sensitive species
to aqueous extracts effects.

Herbicidal potential of L. camara, E. camaldulensis, E. africanus and C. lada-
nifer aqueous extracts was tested under greenhouse conditions. All except C. lada-
nifer were also evaluated under field conditions. E. camaldulensis and E. africanus
showed more activity. Their effect, after only one application, was maintained dur-
ing six weeks, under greenhouse conditions. In field conditions, three applications
every fifteen days extended their effect for sixteen weeks. Likewise, the herbicidal
potential of E. camaldulensis and E. africanus essential oils, which showed phyto-
toxic activity in vitro, was tested under greenhouse conditions, displaying no effect
at the doses employed (0.5 pl/ml).

The results obtained from in vitro bioassays revealed that essential oils and
aqueous extracts tested showed selective phytotoxic activity, being their activity
dependent of the species against they act, so they could be developed as natural
selective herbicides. However, future experiments, involving greenhouse and field
conditions must be performed in order to verify their herbicidal potential. Aqueous
extracts maintained their activity under greenhouse conditions but essential oils lost
it, due to their high volatility. Application of essential oils must be improved with
other formulations, as microencapsulation, which would simplify their handling,
and increase their effectiveness by reducing their volatilization and slow down
their degradation in the environment.



RESUM

L’home, des que va aprendre a domesticar i cultivar les plantes, donant lloc al
naixement de ’agricultura en el Neolitic, ha necessitat obtindre el maxim rendi-
ment de la terra. Per aconseguir-lo, ha introduit diferents técniques: abonat, reg, i
control de plagues (insects, infermetats i males herbes). El desenvolupament dels
productes quimics per 1’s agricola en els anys 40 va ocasionar un gran increment
en la productivitat agraria, basat en 1’utilitzacio dels fertilitzants i pesticides de
sintesis i en la introducci6é de cultivars procedents de millora genetica. Amb el
temps, se van manifestar les conseqiiéncies negatives de 1’as excessiu d’aquests
productes. En concret, I’abus dels herbicides sintétics produeix 1’aparici6 d’estirps
de males herbes resistents, i la seua acumulacio en la terra i les aigues subterranies
causa efectes perjudicials en els sers vius i la salut de les persones.

Des dels anys 90, la normativa que regula els productes agroquimics, imposa
cada vegada més restriccions, responent a les demandes d’una societat cada vegada
més conscienciada dels perills del seu Us intensiu. Aixd ha impulsat la recerca
d’altres meétodes alternatius per al control de les males herbes, basats en productes
naturals, que siguin respectuosos amb el medi ambient. L’al-lelopatia, que estudia
les interaccions entre plantes (inclosos els microorganismes) mitjangant els seus
metabolits secundaris, que son alliberats per volatilitzacid, exsudacio i lixiviacio
dels teixits vegetals, constitueix un camp d’investigacié relativament modern. Els
al-leloquimics que impedeixen el desenvolupament de plantes en el entorn de la
planta font han rebut especial atencid, per el seu potencial com a herbicides natu-
rals.

Aquest treball te com a objectiu principal 1’assaig de ’activitat fitotoxica de di-
ferents olis essencials i extractes aquosos de plantes mediterranies sobre la germi-
nacio i el creixement de males herbes, per seleccionar els més actius i poder desen-
volupar-los en un futur com a herbicides naturals. Es van escollir espécies produc-
tores d’olis essencials, en base a la bibliografia existent sobre el seus metabolits
secundaris o els d’espécies taxonomicament properes: Lantana camara L., Eu-
calyptus camaldulensis Dehnh., Eriocephalus africanus L., Cistus ladanifer L.,
Artemisia gallica Willd., Artemisia annua L., Lavandula angustifolia Mill., Ros-
marinus officinalis L., Thymus capitatus (L.) Hoffmanns. et Link, Tagetes lemmo-
nii A. Gray, Pelargonium odoratissimum (L.) L’Hér., Thymus vulgaris L. i Origa-
num vulgare L., de les que es van obtindre els olis essencials i els extractes aquo-
sos. Com a males herbes es van elegir Amaranthus hybridus L., Portulaca oleracea
L. i Chenopodium album L., perque son problematiques i afecten a nombrosos
cultius, i Conyza canadensis (L.) Crong. i Parietaria judaica L., perque son plantes
ruderals que recientment s’han incorporat als cultius degut a canvis en les practi-
ques agricoles, com 1’Gs del no conreu.

La composici6 dels olis essencials es va determinar per CG i CG-EM. Els ex-
tractes aquosos es van analitzar per CLAR-EM.



Es van realitzar proves in vitro, en cameres de germinacio, per avaluar els efec-
tes dels olis essencials i els extractes aquosos en la germinacio i el creixement de
les males herbes. Els olis essencials i extractes aquosos de L. camara, E. camaldu-
lensis, E. africanus, C. ladanifer y A. gallica s’assajaren en totes les espécies de
males herbes seleccionades, mentre els restants olis essencials es van provar només
front a P. oleracea y C. canadensis. Tots els olis essencials i extractes aquosos
assajats van manifestar efectes fitotoxics in vitro enfront a alguna espécie de mala
herba, sent la seua activitat dependent de la dosi empleada 0 no constatant-se dife-
rencies entre concentracions. En general, els olis essencials van revelar major fito-
toxicitat que els extractes aquosos de la mateixa especie, sent actius davant major
namero de males herbes i produint efectes més severs. En L. camara i E. africanus
es va observar un efecte complementari entre I’activitat de 1’oli essencial i
I’extracte aquds, sent efectiu I’un en espécies a on no lo havia sigut I’altre i vice-
versa. Els olis essencials de E. camaldulensis, amb espatulenol com a component
majoritari, i T. capitatus, amb gran contingut en carvacrol van ser els tractaments
més efectius. A. hybridus, C. canadensis i P. judaica van mostrar una germinacié
molt sensible als efectes de la majoria dels olis essencials assajats, mentre P. olera-
cea i C. album es van mostrar més resistents. Cap oli essencial va inhibir la germi-
nacié de C. album al 100%. En aquesta especie, els extractes aquosos mostraren
majors efectes fitotoxics, sent I’extracte de L. camara el tractament més efectiu per
al seu control. C. canadensis va ser la espécie més sensible als extractes aquosos.

El potencial herbicida dels extractes aquosos de L. camara, E. camaldulensis,
E. africanus i C. ladanifer es va assajar en hivernacle. Els tres primers, se van ava-
luar també en camp, sent E. camaldulensis i E. africanus els que mostraren major
activitat. L’efecte dels extractes més actius en hivernacle, amb una sola aplicacio,
se va mantindre fins a sis setmanes, mentre que en camp, amb tres aplicacions dis-
tanciades quinze dies, I’efecte es va prolongar durant setze setmanes. Per altra ban-
da, es va avaluar en hivernacle el potencial herbicida de dos dels olis essencials que
resultaren més actius en les probes in vitro (E. camaldulensis i E. africanus), no
mostrant activitat a la dosi assajada (0.5 pl/ml).

Els resultats obtinguts en les probes in vitro, indiquen que els extractes aquosos
i olis essencials assajats mostren una activitat fitotoxica selectiva, depenent els seus
efectes de la especie sobre la que actuen, lo que els converteix en potencials herbi-
cides selectius. No obstant, se deuen portar avant més proves, en condicions reals
de cultiu, en hivernacle i camp, per a verificar el seu potencial. Els extractes aquo-
sos van mantindre la seua activitat en les proves d’hivernacle pero els olis essenci-
als no mostraren I’efecte esperat degut a la seua alta volatilitat, sent ne-cessari des-
envolupar altre formules d’aplicacid, com el microencapsulat, que facilitaria la
seua manipulacio, a més d’augmentar el seu efecte, al reduir la seua volatilitzacio i
ralentir la seua degradacié al medi ambient.
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1. Introduccion y objetivos.

La necesidad de obtener el maximo rendimiento de la tierra surge desde que las
poblaciones ndmadas de cazadores-recolectores se establecieron en comunidades
mas permanentes durante el Neolitico (Dayan et al., 2009), aprendiendo a domesti-
car plantas y animales y dando origen a la agricultura. Este cambio trascendental
otorgd a la humanidad el control sobre la obtencion de alimentos, un paso decisivo
en el control de la naturaleza (Childe, 1958). Desde que el hombre empezé a prac-
ticar cualquier forma de agricultura, los cultivos se han visto amenazados por los
insectos, enfermedades y la competencia con arvenses (Freed, 1982). Durante mi-
les de afos, las practicas agricolas se basaron en la rotacidon de cultivos o en la
siembra de cultivos mixtos para optimizar el control natural de las plagas (Dayan et
al., 2009). Se pueden distinguir cuatro periodos en la proteccion de cultivos (Za-
doks, 1991): el primero, antes del siglo XVIII, caracterizado por la aceptacion pa-
siva de las plagas en los cultivos, que eran inevitables y a veces incluso se conside-
raban un castigo de Dios. Se puede denominar este periodo como la prehistoria de
la proteccion de cultivos porque no se llevaba a cabo una proteccion activa. Antes
de la era industrial, los agricultores controlaban las plagas mediante el manejo de
los ecosistemas agricolas, arando, intercalando y rotando cultivos (Vasey, 1992).
En el segundo periodo, entre los siglos XVII1 'y XIX, fue posible establecer medi-
das preventivas, pero una vez las plagas aparecian se consideraban todavia incon-
trolables. En el tercer periodo, gran parte del siglo XX, el control de plagas se baso
en el uso de productos quimicos. En la cuarta era de la proteccion de cultivos, des-
de finales del siglo XX hasta el presente, se reconoce que la lucha quimica contra
las plagas ha tenido efectos no deseados sobre el medio ambiente. Esto ha provo-
cado un triple cambio en la proteccion de cultivos (Rabbinge y Oijen, 1997): (1) el
objetivo ya no es la erradicacion de las plagas, sino mantenerlas en niveles desea-
dos, (2) se desarrollan 0 mejoran otros medios de proteccion de cultivos no basados
en productos quimicos, como el control biolégico y sistemas de rotacion de culti-
vos y (3) la proteccion de cultivos se convierte en la busqueda de la éptima combi-
nacion de diferentes medidas de control en vez de basarse sélo en el uso de produc-
tos quimicos. En este periodo se ha desarrollado la proteccion integrada de culti-
VOS.

Vivimos en un mundo globalizado, en el que la poblacion crece continuamente,
esperandose alcanzar, si seguimos al ritmo de crecimiento actual (30 millones de
personas por afio), los 9000 millones de habitantes en 2050 (UN, 2007). Los bene-
ficios aportados por la agricultura han sido inmensos, la agricultura moderna ali-
menta a 6000 millones de personas (Tilman et al., 2002). La produccién global de
cereales se ha duplicado en los ultimos 40 afios, principalmente gracias al aumento
del rendimiento de las cosechas, resultado de la aplicacion de fertilizantes y pesti-
cidas, la adecuada irrigacion, el cultivo de nuevas variedades mejoradas genética-
mente y al uso de otras tecnologias de la denominada “Revolucion Verde” (WHO,
1990; Tilman et al., 2001). Maximizar la produccion agricola mundial depende
enormemente del control de una gran variedad de plagas, especialmente las plantas
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arvenses (Vyvyan, 2002), definidas como plantas que crecen en el lugar no desea-
do, compitiendo con el cultivo por los recursos, disminuyendo su rendimiento y
contaminado la zona de cultivo con sus semillas, perpetuando el problema en las
siguientes cosechas.

El control de arvenses se realiza principalmente a través de cuatro métodos:
culturales, fisicos y mecénicos, bioldgicos y quimicos (Rhoads et al., 1989). Los
métodos culturales o ecoldgicos consisten en la modificacion del ambiente donde
crecen las arvenses de forma que el cultivo es reforzado o se disminuye la compe-
tencia de las arvenses con el cultivo. Incluye la rotacidn de cultivos, el uso de ferti-
lizantes para favorecer al cultivo, la preparacion de semilleros para trasplante, el
manejo de dosis de siembra adecuadas, la irrigacion y la preirrigacion, y el uso de
variedades de cultivo mejoradas, altamente adaptadas. Los métodos fisicos vy
mecanicos incluyen toda accion fisica que se lleve a cabo para destruir las arven-
ses, como la escarda manual o con herramientas, segarlas o cortarlas, arar, enterrar-
las o asfixiarlas. La inundacion y la quema se incluyen en este tipo de métodos. El
control biolégico de las plantas arvenses se basa en el principio de que la mayoria
de organismos tienen enemigos naturales que les pueden destruir. Se han empleado
animales de pastoreo, parasitos, patdgenos y virus de las arvenses contra ellas. El
inconveniente de estos métodos es que el agente bioldgico se debe manejar selecti-
vamente o el efecto del control serd mas perjudicial que el de la arvense. El control
quimico es el método méas usado para combatir las arvenses.

Desde la Segunda Guerra Mundial se produjo un gran progreso en los produc-
tos quimicos para usos en la agricultura. Durante los afios 1940-1990, se desarrolla-
ron gran nimero de productos quimicos que ayudaron a optimizar los rendimientos
de las cosechas. En lo que respecta a herbicidas, en 1946 se lanzé al mercado un
compuesto clorado, el 2,4-D (&cido 2,4-diclorofenoxiacético), primer herbicida
sistémico o hormonal (Troyer, 2001), selectivo para el control de dicotiledoneas y
al que sigui6é un amplio elenco de materias activas, como las triazinas y acetanili-
das, que aln hoy estan en uso.

El desarrollo de los herbicidas sintéticos puede ser dividido en diferentes pe-
riodos. Antes de 1945, el control de las plantas arvenses con herbicidas quimicos se
caracteriz6 por el uso de herbicidas inorganicos y organicos que tenian baja activi-
dad y ninguna selectividad, por ejemplo se utilizaban el sulfato de cobre o el dini-
tro-orto-cresol (DNOC). La idea bésica en la investigacion de los primeros herbici-
das era rociar un grupo de plantas con un compuesto para controlar las hierbas sin
dafar el cultivo. Este tipo de compuestos fueron Ilamados herbicidas de post-
emergencia. La era moderna empieza a mitad de los afios 40, con el descubrimiento
de los herbicidas fendxidos (2,4-D), seguidos en los 30 afios siguientes por las feni-
lureas sustituidas, las triazinas, el glifosato y otros. Estos herbicidas permitieron
por primera vez controlar las plantas arvenses selectivamente en pre- y postemer-
gencia, en cultivos sembrados (Macias, 1995). Con esta segunda generacion de
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compuestos se llegd a la conclusion de que diferentes puntos en la bioquimica de
las plantas son susceptibles de explotacion quimica (Baker et al., 1987). Estas vias
gue son diferentes de otras formas de vida son los primeros objetivos de ataque en
el disefio de nuevos agroquimicos (Hedin, 1985). El descubrimiento de los herbici-
das sulfonilureas en los afios 70 (Sauers y Levitt, 1984; Levitt, 1991) supuso el
comienzo de la presente nueva era de los herbicidas quimicos, caracterizada por el
uso de herbicidas muy selectivos a dosis muy bajas (Macias, 1995). Se puede afir-
mar que la simple molécula del glifosato [N-(fosfonometil) glicina] es el herbicida
mas importante de este periodo (Duke y Powles, 2008). Desde su introduccion
comercial en 1974, el glifosato se ha convertido en el herbicida dominante en todo
el mundo. Son varias las razones de su éxito, entre ellas, que se trata de un herbici-
da altamente efectivo y de amplio espectro, sin embargo desde el punto de vista
toxicologico y medio ambiental es seguro. El glifosato se transloca bien, y su ac-
cioén es lo bastante lenta como para sacar ventaja de ello. Es el Gnico herbicida que
afecta la 5-enolpiruvilsiquimato-3-fosfato sintasa (EPSPS), por ello no tiene com-
petencia con herbicidas analogos. Desde que el glifosato se convirtié en un com-
puesto genérico, su coste se ha reducido drasticamente. Pero quizas el aspecto mas
importante de su éxito es la introduccion de cultivos transgénicos, resistentes al
glifosato en 1996. Casi el 90% de los cultivos transgénicos del mundo son resisten-
tes al glifosato, y la adopcion de estos cultivos esta aumentando a ritmo constante.
La técnica glifosato/cultivo resistente al glifosato para controlar las plantas arven-
ses es menos perjudicial para el ambiente que otras tecnologias a las que reempla-
za, pero el uso de este herbicida “ideal” se est4 viendo amenazado por la evolucion
de plantas arvenses resistentes al glifosato (Duke y Powles, 2008).

En el mercado existen muchisimos herbicidas sintéticos, pero algunos de ellos
tienen las mismas propiedades quimicas y la misma actividad herbicida. Los herbi-
cidas con una estructura quimica comun se agrupan en “familias”. Estas pueden
tener diferentes modos de accion. EI modo de accién hace referencia a la secuencia
de eventos que se producen en la planta desde que el herbicida es absorbido hasta
la muerte de la planta. Las diferentes familias de herbicidas se pueden agrupar en
siete modos de accién principales (Gunsolus y Curran, 1999):

I. Reguladores del crecimiento. Incluye las familias de herbicidas acidos fe-
noxiacéticos, acidos benzoicos y piridinas. Pueden actuar en multiples sitios en la
planta. Alteran el balance hormonal y la sintesis de proteinas, por tanto interfieren
muchos procesos bioldgicos y causan una gran variedad de anormalidades en el
crecimiento de la planta. Son selectivos contra arvenses de hoja ancha, y sistémi-
cos, moviéndose en la planta a través del floema o el xilema, siendo translocados a
las zonas de nuevo crecimiento, lo que los hace muy efectivos. Se absorben princi-
palmente a través del follaje, aunque también se pueden absorber por las raices.

- Acidos fenoxiacéticos: 2,4-D (acido 2,4-diclorofenoxiacético), MCPA (4cido

2-metil-4-clorofenoxiacético).
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- Acidos benzoicos: dicamba.
- Piridinas: clopiralida, triclopir.

I1. Inhibidores de la sintesis de aminoacidos. Incluye las familias de herbicidas
imidazolinas, sulfonilureas, sulfonamidas, y derivados de aminoacidos. Actlan
sobre una encima especifica para evitar la formacion de determinados aminoécidos,
claves para el crecimiento y desarrollo normal de la planta. Los herbicidas sulfonil-
ureas, imidazolinas y sulfonamidas inhiben la enzima acetolactato sintasa (ALS),
que interviene en la sintesis de tres amino&cidos esenciales imprescindibles para el
desarrollo de las plantas: valina, leucina e isoleucina (Romero y Sorribas, 2007).
Esta inhibicion impide la sintesis de proteinas y como consecuencia interfiere en el
crecimiento celular, originando la muerte de la planta (Sorribas et al., 2006). Los
inhibidores de la acetolactato sintasa son el grupo de herbicidas en el que se cono-
cen mas casos de resistencia en la actualidad (Osuna, 2002). Los herbicidas de
estas familias pueden moverse a través del xilema y el floema hacia areas de nuevo
crecimiento y pueden absorberse por las hojas y raices de la planta. Actlan tanto
frente a arvenses de hoja ancha como de hoja estrecha, sean anuales o perennes.

- Imidazolinas: imazetabenz, imazetapir.

- Sulfonilureas: nicosulfuron, tribenuron.

- Sulfonamidas: penoxsulam, florasulam.

- Herbicidas derivados de amino&cidos: inhiben la produccion de tres ami-
noacidos aromaticos esenciales inhibiendo otro enzima clave de la planta, la 5-
enolpiruvilsiquimato-3-fosfato sintasa (EPSPS). Son herbicidas no selectivos y se
absorben a través de las hojas. Se mueven a través del floema a todas partes de la
planta. Son excelentes para el control de arvenses perennes, siendo igualmente
activos frente a arvenses anuales. El glifosato es el herbicida representante de este
grupo.

I11. Inhibidores de la sintesis de lipidos. Incluye las familias de herbicidas ci-
clohexanodionas y ariloxifenoxipropionatos. Evitan la formacion de acidos grasos,
componentes esenciales de los lipidos de la planta, mediante la inhibicién de una
enzima, la acetil-coenzima A carboxilasa, envuelta en la sintesis de los acidos gra-
sos. Los lipidos son vitales para la integridad de las membranas celulares y para el
crecimiento de la planta. Las arvenses de hoja ancha son tolerantes a estos herbici-
das, pero la mayoria de gramineas, tanto anuales como perennes son susceptibles.
Estos herbicidas son absorbidos por las hojas y se mueven a través del floema hacia
areas de nuevo crecimiento.

- Ciclohexanodionas: setoxidim, cletodim.
- Ariloxifenoxipropionatos: diclofop, fenoxaprop.
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IV. Inhibidores del crecimiento de plantulas. Incluye las familias de herbicidas
dinitroanilinas (inhibidores de la raiz), acetanilidas y tiocarbamatos (ambos inhibi-
dores del tallo). Interfieren el crecimiento de la planta, reduciendo la capacidad de
las semillas de desarrollarse normalmente. Estos herbicidas se aplican al suelo. Las
plantas los absorben después de germinar la semilla, hasta que la plantula emerge
del suelo. Son efectivos sélo frente a plantulas de arvenses, anuales o perennes. Las
plantulas que emergen del suelo sin dafio, ya no son afectadas. Estos herbicidas
tienen dos sitios de accion principales: el tallo o la raiz en desarrollo. Se conoce
mucho mas sobre el modo de accién de los inhibidores de la raiz que de los inhibi-
dores del tallo.

IV. A. Inhibidores de la raiz. Los inhibidores de la raiz impiden la division de
las células, lo que inhibe la elongacién del tallo y la formacién de las raices latera-
les 0 secundarias. La absorcion se realiza a través de las raices y tallos en desarro-
Ilo. EI movimiento de estos herbicidas en la planta es limitado, por ello el dafio esta
reducido a los tallos y raices primarios.

- Dinitroanilinas: etalfluralina, pendimetalina, trifluralina.

IV. B. Inhibidores del tallo. Los herbicidas inhibidores del tallo son absorbidos
por los tallos y raices en desarrollo y pueden moverse a través del xilema a nuevas
areas de crecimiento, hay evidencias que sugieren que estos herbicidas pueden
tener multiples sitios de accidn en la planta, principalmente afectando la sintesis de
lipidos y proteinas.

- Acetanilidas: alacloro, acetocloro, metolacloro.

- Tiocarbamatos: EPTC (Eptam), trialato.

V. Inhibidores de la fotosintesis. Incluye las familias de herbicidas triazinas,
fenilureas y uracilos, (herbicidas moviles), benzotiadiazoles, nitrilos y piridazinas
(herbicidas no moviles). Impiden la realizacion de la fotosintesis en las plantas
susceptibles uniéndose en sitios especificos de los cloroplastos. La inhibicion de la
fotosintesis deberia matar a la planta poco a poco debido a la falta de alimento,
pero las plantas mueren rapidamente, se cree debido a la produccién de sustancias
secundarias téxicas. Controlan arvenses de hoja ancha u hoja estrecha, anuales y
perennes. Estos herbicidas no impiden la germinacion de semillas, los dafios en las
plantas arvenses se producen una vez han emergido los cotiledones y las primeras
hojas.

V. A. Herbicidas mdviles. Las triazinas, fenilureas y uracilos son absorbidas
por la planta a través de las raices o las hojas y se mueven por el xilema hasta las
hojas. Después de una aplicacion foliar son menos moviles y no salen del tejido de
la hoja.

- Triazinas: atrazina, simazina.
- Fenilureas: diuron, linuron, fluometuron.
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- Uracilos: bromacilo, terbacilo.

V. B. Herbicidas no mdviles. Los benzotiadiazoles, nitrilos y piridazinas son
herbicidas no méviles en las plantas y son clasificados como herbicidas de contacto
de postemergencia. No tienen actividad en el suelo. Deben cubrir el follaje de la
planta para poder controlarla.

- Benzotiadiazoles: bentazona.
- Nitrilos: bromoxinil.
- Piridazinas: piridate.

VI. Disruptores de la membrana celular. Incluye las familias de herbicidas di-
feniléteres y bipiridilos. Son herbicidas de contacto en postemergencia, que con la
luz solar se activan y forman compuestos oxigenados, como el peroxido de hidro-
geno, que destruyen los tejidos de la planta al romper las membranas celulares,
produciéndose necrosis de los tejidos. Son muy adecuados para quemar el follaje
existente y para el control de arvenses anuales en postemergencia. Las arvenses
perennes rebrotan porque estos herbicidas no se mueven hacia la raiz o el tallo.
Tienen poca actividad en el suelo.

- Difeniléteres: aclonifen, fomesafen, lactofen.
- Bipiridilos: diquat, paraquat.

VII. Inhibidores de pigmentos. Incluye las familias de herbicidas isoxazolidi-
nonas y piridazinonas. Su modo de accion es evitar que las plantas formen los pig-
mentos fotosintéticos. Las plantas tratadas se quedan blanquecinas, trasltcidas.

- Isoxazolidinonas: clomazona. Se aplica al suelo, es absorbido por las raices
y tallos y se mueve por el xilema hacia las hojas. Actla por translocacion y por
contacto. Impide la sintesis de carotenoides.

- Piridazinonas: norflurazona. Se aplica al suelo, es absorbido por las raices y
se mueve hacia los puntos de crecimiento de las plantas susceptibles. Inhibe la
sintesis de carotenoides a nivel de la fitoeno desaturasa (PDS).

Las practicas agricolas determinan la productividad de los cultivos pero tam-
bién influyen en el estado global del medio ambiente (Tilman et al., 2002). Ademas
de causar la pérdida de los ecosistemas naturales, la agricultura afiade al medio
ambiente residuos perjudiciales de los productos quimicos utilizados, que provocan
graves impactos sobre los seres vivos. Las técnicas agricolas actuales implican el
mantenimiento de los ecosistemas en un estado ampliamente simplificado, alterado
y rico en nutrientes (Tilman, 1999). Los factores limitantes, especialmente el agua,
y el nitrogeno y fosfato minerales, son aportados en exceso (Vitousek et al., 1997;
Carpenter et al., 1998) y las plagas (insectos, patdgenos y arvenses) son activamen-
te controladas con productos quimicos.
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La evolucion de las interacciones entre los cultivos y sus patdégenos implica
gue cualquier avance en la resistencia de un cultivo a un patégeno es transitoria
(Tilman et al., 2002). Los agroguimicos herbicidas, insecticidas, fungicidas y anti-
bidticos son también importantes agentes selectivos. Entre una y dos décadas des-
pués de la introduccion de cada uno de los siete principales herbicidas, se observé
la aparicién de estirpes de arvenses resistentes a ellos (Palumbi, 2001). La apari-
cion de resistencias estd vinculada a la aplicacion repetida de herbicidas con el
mismo modo de accion y sobre un mismo cultivo, lo que impone una seleccion de
los individuos més resistentes dentro de las especies arvenses tratadas, que antes
eran sensibles (Holt, 1992). Una solucidn a este problema es la alternancia de her-
bicidas con diferentes modos de accion, o el empleo de diferentes técnicas de con-
trol de arvenses, como la rotacion de cultivos. El organismo “International Survey
of Herbicide-Resistant Weeds”, cuyo propdsito es la monitorizacion de las resis-
tencias a herbicidas que aparecen en el mundo, informé en 1995 que habia 183
biotipos de arvenses resistentes, de 124 especies diferentes, en 42 paises (Heap,
1997). Actualmente, los datos recogidos por dicho organismo son 360 biotipos, de
197 especies diferentes (Heap, 2011).

El uso de cultivos transgénicos resistentes a herbicidas ha aumentado dramati-
camente en la Gltima década (Owen y Zelaya, 2005), principalmente soja, maiz,
colza y algodon. Como resultado, se han simplificado los métodos para el control
de arvenses, ya que se utiliza un Unico herbicida, el glifosato, a elevadas dosis y en
repetidas ocasiones durante el cultivo, sin ocasionarle ningin dafio. Algunos agri-
cultores y economistas sugieren que el uso de cultivos resistentes a los herbicidas
reduce el uso de éstos drésticamente, mientras otros afirman que el uso se incre-
menta (Benbrook, 2001; Phipps y Park, 2002; Champion et al., 2003). A pesar de
ello, el nimero de herbicidas distintos aplicados ha disminuido, empeorando las
consecuencias ecoldgicas, ya que se reduce la biodiversidad de las tierras de culti-
vo, facilitando cambios en las poblaciones arvenses y la evolucion de biotipos re-
sistentes a los herbicidas (Watkinson et al., 2000; Firbank y Forcella, 2000; Pow-
les, 2003).

Los problemas mas graves causados por el uso de los herbicidas sintéticos son
los efectos negativos que pueden tener sobre el medio ambiente y la salud humana.
Su integracion en el ciclo de la descomposicion natural de los compuestos organi-
cos es en gran medida desconocido y problematico. En las primeras etapas del de-
sarrollo de los productos agroquimicos no se pensé que pudieran tener otros efectos
secundarios perjudiciales, fue a raiz de la deteccion de las primeras resistencias en
los afios 50, en moscas y mosquitos, y mas tarde, no solo en insectos que eran pla-
gas agricolas, sino también en otros transmisores de enfermedades humanas, como
sucedio con el control de insectos en el cultivo de algodén en Centroamérica e
India, que produjo la aparicion de resistencias en los vectores de la malaria en 1960
(Chapin y Wasserstrom, 1981), cuando se hizo patente que el uso de los pesticidas
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podia tener serios impactos nocivos. En un intento para solucionar el problema de
las formas resistentes, se desarrollaron y lanzaron al mercado numerosos compues-
tos de distinta base quimica, organoclorados, organofosforados y carbamatos, sien-
do algunos de ellos mucho més toxicos que el DDT (Freed et al., 1982).

La toxicidad es la capacidad de una sustancia para producir dafio en los seres
vivos. Los efectos toxicos producidos por los herbicidas pueden ser inmediatos
(toxicidad aguda) o acumulativos (toxicidad cronica), dependiendo de la duracion
de la exposicion, la dosis y el herbicida de que se trate (Hager y Refsell, 2008). Los
riesgos para la salud de las personas que entran en contacto con productos pestici-
das son diversos desde el punto de vista epidemiolégico, dependiendo del tipo de
exposicion a que se vean sometidas (Davies, 1982): aguda (por envenenamiento),
crénica ocupacional (por trabajar con estos productos a diario) o crénica incidental
(por entrar en contacto con pesticidas accidentalmente, debido a residuos en el
ambiente, en los alimentos ingeridos, 0 en las aguas para consumo humano). Estas
exposiciones desencadenan efectos agudos y cronicos sobre la salud humana, in-
cluyendo irritacién en ojos y piel, quemaduras, neurotoxicidad aguda y crénica,
problemas cardiopulmonares, metahemoglobinemia infantil, diversos tipos de
cancer, particularmente canceres hematopoyéticos, alteraciones inmunoldgicas, y
problemas de fertilidad y de desarrollo (Weisenburger, 1993).

En general, se cree que los herbicidas no son neurotoxicos en humanos (Ecobi-
chon et al., 1990). Aunque ha habido alguna controversia sobre la posible relacién
del paraquat, herbicida de contacto de amplio espectro, con la enfermedad de Par-
kinson, no hay evidencias epidemioldgicas ni clinicas concluyentes de que el para-
quat favorezca la aparicién del Parkinson (Berry et al., 2010). El uso del paraquat
esta prohibido en la Unién Europea desde el afio 2007, pero se sigue empleando en
muchas partes del mundo como EE.UU., Sudamérica, Africa y Australia. El para-
guat provoca dafios severos y progresivos en los pulmones, que pueden terminar
causando anoxia, y muerte. EI envenenamiento con paraquat también puede oca-
sionar fallo renal agudo debido a necrosis tubular y disfuncién hepatica (Blain,
1990). Otros dafios sobre la salud humana atribuidos a los herbicidas (Kolpin et al,
1998) son problemas reproductivos: un estudio en trabajadores expuestos a 2,4-D
detectd menor nimero de espermatozoides, menor movilidad y viabilidad de éstos
y una anormal morfologia (Lerda y Rizzi, 1991), enfermedades genéticas (Carbo-
nell et al, 1995; Bain y LeBlanc 1996, Ribas et al., 1997), envejecimiento y cancer.
En particular, se ha asociado la exposicion a las triazinas con el cancer de ovario
(Donna et al., 1989) y de pecho (Kettles et al., 1997), mientras que el contacto con
los productos herbicidas dicamba, mecoprop, glifosato y MCPA (&cido 2-metil-4-
clorofenoxiacético), ha sido relacionado con elevados riesgos de padecer linfoma
no-Hodking (McDuffie et al., 2001; Hardell et al., 2002).

Debido a que no se pueden llevar a cabo ensayos aleatorios y controlados para
evaluar los efectos sobre la salud humana de las sustancias quimicas potencialmen-

10



1. Introduccion y objetivos.

te dafiinas, afiadiendo a ello, la dificultad de medir la exposicion a los pesticidas, y
las limitaciones de los estudios observacionales, todavia no se sabe con certeza el
efecto de los pesticidas tradicionales sobre la salud humana, pero existen eviden-
cias suficientes para recomendar a las personas disminuir el uso de éstos (Bassil et
al., 2007).

La exposicidn a pesticidas puede ocurrir por un gran nimero de vias, por ejem-
plo, a través de los alimentos ingeridos, el agua potable y el uso ocasional o profe-
sional de los pesticidas, y a través de diversas rutas: oral, por inhalacion y dérmica
(Boobis et al., 2008).

En los paises desarrollados se han llevado a cabo importantes campafas de
concienciacion a los trabajadores que hacen uso de los pesticidas, sobre el manejo
adecuado de estos productos y la necesidad del uso de equipos de proteccion, para
minimizar los riesgos de la exposicidn a los mismos. En estos paises, la utilizacion
de productos fitosanitarios estad debidamente legislada. En concreto en Espafia, la
Ley 43/2002 de 20 de noviembre, de Sanidad Vegetal, en su articulo 41.1.c. esta-
blece que quienes manipulen productos fitosanitarios deberan cumplir los requisi-
tos de capacitacion establecidos por la normativa vigente. La Orden
PRE/2922/2005, de 19 de septiembre, establece los niveles de capacitacion basico,
cualificado, fumigador y niveles especiales, segun la toxicidad de los productos
gue se vayan a manejar y el nivel de responsabilidad en la realizacion de los trata-
mientos. Ademas, la Ley 31/1995 de Prevencion de Riesgos Laborales, establece
gue el empresario garantizara a los trabajadores a su servicio la vigilancia periddica
de su estado de salud en funcion de los riesgos inherentes al trabajo. Existe un pro-
tocolo de especial vigilancia de la salud de las personas que trabajan con plaguici-
das.

Pero no solo los trabajadores que tienen contacto con pesticidas estan expues-
tos a ellos, todas las personas podemos estarlo debido a la presencia de residuos de
pesticidas en el ambiente, ya sea en el aire que respiramos, en el agua que utiliza-
mos, 0 en los alimentos que ingerimos, incluso podemos sufrir envenenamientos
agudos accidentales o crénicos. Es la totalidad de la exposicion a los pesticidas la
que determina el riesgo (FQPA, 1996), por tanto se debe considerar la exposicion
total en la evaluacion de riesgos de los plaguicidas, teniendo en cuenta las diferen-
tes fuentes de exposicion y las multiples vias de entrada (WHO, 2008).

La contribucion de una determinada ruta o via a la exposicién global depende
del plaguicida. En una evaluacion de N-metilcarbamatos en EE.UU. se comprobd
que predominaba la exposicion via los alimentos ingeridos, seguido de la exposi-
cién por uso ocasional, y el agua potable. En cambio, para organosfosfatos predo-
minaba la exposicién debido al uso ocasional, mientras que para las triazinas era el
agua potable la principal via de exposicion (Boobis et al, 2008).
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Por lo general los herbicidas son moderadamente solubles en agua y tienen co-
eficientes relativamente bajos de adsorcién en suelo. Debido a estas propiedades,
pueden contaminar el ambiente mediante la escorrentia agricola o la lixiviacion
(Ren et al., 2010). Numerosas investigaciones confirman la incidencia (Holden et
al., 1992; Walls et al., 1996), destino (Bintein y Devillers, 1996; Kruger et al.,
1997) y efectos de los herbicidas sobre el medio ambiente, incluyendo impacto en
las comunidades de vegetacion autéctona (Tomkins y Grant, 1977; Marrs et al.,
1991; Marrs y Frost, 1997; Riemens et al., 2009), y en las comunidades acuéticas
(Spawn et al., 1997; Kotrikla et al., 1999; Relyea, 2005), disminucion de las pobla-
ciones de mariposas (Longley y Sotherton, 1997) y aumento de las deformidades
en ranas (Barinaga, 1990; Blaustein y Wake, 1990).

Los herbicidas también afectan a los microorganismos del suelo. Se ha deter-
minado que el nimero de sustituyentes determina sus efectos toxicos. La capacidad
de captar electrones de los sustituyentes influye significativamente en la actividad
biolégica de los herbicidas, siendo importantes las interacciones electrostaticas
entre las moléculas de herbicida y los microorganismos (Nemes-Koésa y Cserhati,
1995).

La mayoria de estudios sobre el impacto de los herbicidas primeramente se
centraron en sus ingredientes activos, ya que estudiar los productos de degradacién
era complicado debido a la falta de métodos analiticos o a su elevado coste, pero es
muy importante prestar atencion a sus degradados, ya que muchos de ellos son
igual de téxicos 0 mas que sus compuestos parentales (Kolpin et al., 1998).
Ademas, los procesos bioticos y abioticos del suelo pueden trasformar los herbici-
das, en consecuencia, la inclusion de los metabolitos es crucial para la comprension
del destino de los herbicidas en las aguas subterraneas (Juhler et al., 2001).

Uno de los peores efectos que puede causar el uso de los herbicidas sintéticos
sobre el medio ambiente es la contaminacidon del subsuelo, con la consecuente con-
taminacion de las fuentes de agua domésticas (Juhler et al., 2001). Desde este pun-
to de vista, la proteccién de las aguas subterraneas (los acuiferos y sus derivaciones
para uso doméstico), es un tema fundamental tratado en la Directiva 2000/60/CE
del Parlamento Europeo y del Consejo, de 23 de octubre, que establece un marco
comunitario de actuacion en el ambito de la politica de aguas, y por ello se desarro-
Ila més tarde la Directiva 2006/118/CE, de 12 de diciembre, de proteccion de las
aguas subterraneas contra la contaminacién y el deterioro. Entre las principales
preocupaciones se encuentra la posible contaminacion de los recursos con xenobi6-
ticos como los pesticidas. Muchos esfuerzos se estan dirigiendo a la caracterizacion
de la contaminacion potencial causada por lixiviados de compuestos activos de los
pesticidas y sus productos de transformacién (Juhler et al., 2008).

En la Union Europea, los requisitos y procedimientos de autorizaciéon de los
productos fitosanitarios estan regulados, con objeto de proteger la salud humana y
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el medio ambiente, a través de la Directiva 91/414/CEE del Consejo, de 15 de ju-
lio, relativa a la comercializacion de productos fitosanitarios, que establece una
lista de sustancias autorizadas y un programa escalonado de evaluacion de las sus-
tancias ya comercializadas. Esta Directiva establece normas uniformes de evalua-
cidn, autorizacion, comercializacion y control de productos fitosanitarios dentro de
la Unién Europea. Unicamente estan autorizados los productos cuyas sustancias
activas figuren en el anexo | de la Directiva, que utilizados en condiciones norma-
les no presentan riesgos para la salud humana o animal ni para el medio ambiente.
Las sustancias de la lista comunitaria deben revisarse periddicamente, teniendo en
cuenta los avances de la ciencia y la tecnologia, y los estudios de impacto relativos
a la utilizacion efectiva de los productos fitosanitarios que contengan dichas sus-
tancias. La presente Directiva quedara derogada a partir del 14 de junio de 2011
por el Reglamento (CE) n° 1107/2009 del Parlamento Europeo y del Consejo, de
21 de octubre, relativo a la comercializacion de productos fitosanitarios.

Con el fin de proteger la salud humana y animal, el Reglamento (CE) n°
396/2005 del Parlamento Europeo y del Consejo, de 23 de febrero, que modifica la
Directiva 91/414/CEE del Consejo, fija las cantidades méximas autorizadas de
residuos de plaguicidas que pueden encontrarse en los productos de origen animal
0 vegetal destinados al consumo humano o animal en la Unién Europea.

En los paises desarrollados estd muy regulado el uso de productos fitosanita-
rios, y existen organismos encargados de controlar su uso y sus residuos, para pro-
teger la salud de las personas y los animales, y preservar el medio ambiente, pero la
situacion es muy distinta en los paises en vias de desarrollo. La Organizacion
Mundial de la Salud clasifica los efectos toxicos de los pesticidas en diferentes
clases, desde la la (extremadamente peligroso) a la Il (ligeramente peligroso) y
por Gltimo U (materias activas improbables de causar peligro agudo) (WHO,
2010). La mayoria de productos incluidos en la clase | estan prohibidos o estricta-
mente controlados en el regulado mundo industrializado, pero no en los paises en
desarrollo, donde muchas veces los pesticidas de clase | estan libremente disponi-
bles en lugares donde no existen recursos para un uso adecuado de los mismos
(Bull, 1982).

En ningun lugar, actualmente, los pesticidas son méas valorados que en los pai-
ses en desarrollo, particularmente en aquellos de regiones tropicales, que intentan
entrar en la economia global suministrando frutas y verduras fuera de temporada a
los paises de climas templados. Esas naciones en desarrollo se estan convirtiendo
en las “cestas del pan” del mundo, siendo capaces de producir 2 ¢ 3 cosechas al
afio (Ecobichon, 2001). Para conseguir estos objetivos, ha aumentado la dependen-
cia de los productos fitosanitarios. Algunos productos quimicos antiguos, no paten-
tados, més toxicos, persistentes en el ambiente y poco costosos, se estan usando en
las naciones en desarrollo: las importaciones de bromuro de metilo aumentaron en
Centroamérica, mientras el producto se iba retirando de los paises industrializados,
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(Wesseling et al., 2003), creando serios y agudos problemas de salud y contamina-
cion local y global del medio ambiente.

En estos paises esta creciendo la preocupacién en la opinion puablica por el
hecho de que nadie es consciente de la extension de la contaminacion por residuos
pesticidas a los productos frescos locales que se compran cada dia, ni de los poten-
ciales efectos a largo plazo sobre la salud de los consumidores. Pocas naciones en
desarrollo han expresado una clara filosofia en relacion a los plaguicidas, faltando
una legislacion rigurosa y reglamentos para controlarlos. Se deben desarrollar pro-
gramas de capacitacion para el personal encargado de realizar las inspecciones y
monitorizar el uso de plaguicidas, asi como para los usuarios (Ecobichon, 2001).

Cualesquiera que sean los futuros avances en tecnologia agricola, es probable
gue la mayoria de la produccién de alimentos continle dependiendo de un medio
ambiente fértil. A veces, desafortunadamente, el mayor enemigo de los agricultores
no es el natural cambio climatico, sino las consecuencias ecoldgicas de sus propias
y de otras actividades humanas (Graber et al., 1995). Existe amplia evidencia que
sugiere que el colapso de algunas civilizaciones fue acelerado o causado por la
degradacion del medio ambiente (Ponting, 1991). El aumento de la poblacién y del
desarrollo urbanistico ha potenciado claramente esta capacidad, y también los
métodos agricolas empleados en el siglo XX. Los procesos Yy actividades agricolas
afectan y son afectados por los ecosistemas ambientales locales y globales (Graber
etal., 1995).

Debido a todos los efectos perjudiciales que se han ido constatando en los pla-
guicidas relacionados con la salud de las personas, los animales y el medio ambien-
te, la sociedad esta tomando conciencia de que se deben emplear técnicas, que
ademas de ser efectivas, sean respetuosas con el medio ambiente y propicias al
desarrollo de una agricultura sostenible. El interés por la sostenibilidad aumento
después de que el término “desarrollo sostenible” fuera acufiado en 1987, en el
informe “Nuestro Futuro Comun”, publicado por las Naciones Unidas y la Comi-
sién Mundial sobre Medio Ambiente y Desarrollo (Constance, 2010). La legisla-
cion en los paises desarrollados cada vez es mas severa con las sustancias quimicas
sintéticas que pueden presentar efectos toxicos para las personas y el ambiente, por
tanto se deben buscar nuevos compuestos que no tengan efectos perjudiciales. Los
nuevos compuestos deben ser “amigos del medio ambiente” (Evans, 1999). Se
estan desarrollando nuevas tecnologias que, combinadas con préacticas culturales
tradicionales, permitan controlar las plantas arvenses (Macias, 1995) basadas en los
productos naturales (Putnam, 1983; Dayan et al., 1999a) como alternativa a los
herbicidas quimicos sintéticos.

Las plantas tienen sus propios mecanismos de defensa, no solo frente a depre-
dadores herbivoros sino también frente a otras especies vegetales, en la lucha por la
colonizacion del espacio y el aprovechamiento de los recursos ecoldgicos. La ale-
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lopatia se define como cualquier efecto directo o indirecto (estimulatorio o inhibi-
torio) de una planta (incluyendo microorganismos) sobre otra, mediante la libera-
cion de compuestos quimicos (aleloquimicos) al medio ambiente (Rice, 1984). Los
aleloquimicos pueden ser liberados al ambiente por numerosos mecanismos: volati-
lizacion de las hojas, exudacién de las raices y lixiviacion de las hojas y deshechos
vegetales en el suelo por la precipitacion (Putnam, 1983). Los aleloquimicos que
suprimen o eliminan plantas competentes cerca de la planta fuente han recibido
especial atencién debido a su potencial como herbicidas naturales selectivos (Sto-
nard y Miller-Wideman, 1995; Benner, 1996; Duke et al., 2000a). El uso de pro-
ductos naturales como reservorio de compuestos bioactivos ha sido muy explotado
en medicina, siendo el descubrimiento y el uso de antibidticos un ejemplo de ello.
El enfoque etnoboténico, centrandose en el estudio de plantas tradicionalmente
usadas con fines medicinales en todo el mundo, evidencia la importancia de la na-
turaleza como fuente de nuevas drogas. Este punto de vista ha sido considerado
solo recientemente en los estudios agrondmicos (Macias et al., 2004).

Las estrategias para descubrir aleloguimicos son analogas a las que se emplean
en la industria farmacéutica para descubrir “lead compounds” o “compuestos cabe-
za de serie”, y conllevan la investigacion de la actividad biol6gica de extractos
brutos y de compuestos purificados. Se debe tener precaucion en los métodos de
obtencién de los extractos de plantas que se usan en los bioensayos alelopaticos.
Algunos investigadores prefieren inicialmente la extraccion acuosa del material
vegetal porque afirman que la interferencia alelopatica es mas probable debido a
compuestos solubles en agua que son introducidos en el medio ambiente, aunque
ello no es estrictamente necesario, ya que los aleloquimicos pueden ser introduci-
dos por volatilizacion, exudacion, y por descomposicion de material vegetal (Vyv-
yan, 2002).

Evidencias de interacciones alelopaticas en la naturaleza causadas por plantas
que contienen aleloquimicos volatiles han sido descritas frecuentemente (Sigmund,
1924; Went, 1942; Bonner, 1950; Asplund, 1968; Chou, 1986 y 1989; Muller,
1986; Reynolds, 1987; Dudai et al., 1999). La mayoria de los inhibidores de la
germinacion y el crecimiento producidos por las angiospermas perennes identifica-
dos por Rice (1984) son compuestos fendlicos o derivados del acido cinamico.
Otros autores ademas encontraron cumarinas, flavonoides, alcaloides, cianoglucé-
sidos, proteinas y aminoacidos entre los compuestos inhibitorios (Friedman y Wa-
ller, 1983; Putnam, 1985; Waller, 1989). A esta lista se deben afiadir los terpenoi-
des, incluyendo los terpenos volatiles que son los principales componentes de los
aceites esenciales (Fischer, 1986; Muller, 1986; Elakovich, 1988).
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El objetivo principal de esta tesis doctoral es el ensayo de la actividad fitotoxi-
ca de diferentes aceites esenciales y extractos acuosos de plantas mediterraneas
sobre la germinacion y el crecimiento de arvenses, con el fin de seleccionar los mas
activos, para desarrollarlos en un futuro como herbicidas naturales.

Para lograr el objetivo final, se detallan los siguientes objetivos parciales:

1. Seleccion de especies mediterraneas productoras de aceites esenciales para el
estudio de su potencial fitotdxico, en base a bibliografia existente sobre activi-
dad biolégica de sus metabolitos secundarios o de los de otras especies
taxondmicamente cercanas a ellas.

2. Seleccion de especies arvenses problematicas sobre las que se estudia el po-
tencial herbicida de los aceites esenciales y extractos acuosos.

3. Determinacién de la composicién quimica de los aceites esenciales obteni-
dos.

4. Analisis de los extractos acuosos obtenidos.

5. Realizacion de ensayos de inhibicion de la germinacion y el crecimiento de
arvenses in vitro, para evaluar el potencial herbicida de los aceites esenciales y
extractos acuosos obtenidos.

6. Realizacion de ensayos de invernadero con los aceites esenciales y extractos
acuosos que mayor potencial herbicida hayan mostrado in vitro.

7. Realizacion de pruebas preliminares de campo con los aceites esenciales y
extractos acuosos que mayor potencial herbicida hayan mostrado in vitro.
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2. Antecedentes.

2.1. La alelopatia y el control de arvenses. Productos naturales como base pa-
ra el desarrollo de nuevos herbicidas.

La alelopatia ha sido propuesta como una alternativa a las estrategias de control
de las plantas arvenses (Altieri, 1988; Einhelling y Leather, 1988; Worsham,
1989). El caracter multidisciplinar de esta ciencia, donde ecologistas, edaf6logos,
ingenieros agrénomos, quimicos, bioquimicos y fisidlogos vegetales desempefian
un importante papel, puede ofrecer métodos adicionales para controlar las plantas
arvenses (Newman, 1982; Einhelling y Leather, 1988; Putnam, 1988; Worsham,
1989) mediante el desarrollo de nuevas técnicas que impliquen el uso de la alelo-
patia (Macias, 1995), como son:

- El uso de aleloquimicos naturales o modificados como herbicidas.

- La transferencia genética de propiedades alelopaticas a los cultivares comer-
ciales de cultivos.

- La utilizacién de plantas alelopaticas en rotacion de cultivos, como plantas
acompafiantes o0 como abono verde.

- El uso de “mulchings” fitotdxicos y el manejo de cubiertas vegetales para su-
primir las plantas arvenses, especialmente en los sistemas de produccion de
cultivos de conservacion y no laboreo.

Durante muchos afios, la investigacién en alelopatia fue llevada a cabo por
botanicos, y se centrd en el estudio de los efectos de los cultivos de cobertura ale-
lopéticos, el intercalado de cultivos alelopaticos, y la aplicacion de extractos de
plantas sobre el rendimiento de las cosechas y la eliminacién de arvenses en condi-
ciones de campo (Molisch, 1937; Putnam y Tang, 1986; Weston, 1996; Kocacalis-
kany Terzi, 2001; Vyvyan, 2002). Aunque estos trabajos contintan, ha habido una
reciente expansion en la investigacién de los productos naturales responsables de
estos efectos (Einhelling, 1995; Vyvyan, 2002).

Los productos naturales son una atractiva fuente potencial de obtencion de
nuevos herbicidas, no sélo por la gran diversidad y lo novedoso de sus formulas,
sino también por la potencial especificidad de su accion biolégica, y por la reduci-
da probabilidad de producir acumulaciones dafiinas y residuos perjudiciales en
aguas y suelos (Macias, 1995). Uno de los importantes beneficios de la composi-
cién quimica y de las caracteristicas estructurales de los productos naturales, como
son la ausencia de “antinaturales” estructuras de anillo y la baja cantidad de 4tomos
pesados, es que la mayoria de estos compuestos son rapidamente degradados en el
medio ambiente (Dayan et al., 1999a), por lo que tienen un bajo o nulo impacto.
Ademas, las fitotoxinas naturales suelen actuar en puntos distintos a los de los her-
bicidas convencionales (Dayan et al., 1999a; Duke et al., 2000a), presentando nu-
merosos y diferentes modos de accion, lo que evita la aparicion de resistencias.

Es importante sefialar que no todos los compuestos fitotoxicos aislados de una
planta son alelopaticos, algunos pueden ejercer otros roles internos o defensivos. El
analisis quimico de los compuestos debe estar estrechamente conectado con apro-
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piados estudios ecoldgicos en campo y ensayos in vitro, que apoyen el rol alelopa-
tico de dichos compuestos. Hasta la fecha, han sido caracterizados diversos alelo-
quimicos con diferentes estructuras quimicas y sus propiedades fitotoxicas y bio-
I6gicas han sido estudiadas (Macias et al., 2007). La primera clasificacion estable-
cida, los divide en 14 grupos, de acuerdo con su origen biosintético (Rice, 1984).
Basicamente, esta clasificacion permanece, siendo sus principales grupos (Macias
et al., 2007):

1. Compuestos fenolicos. Constituyen un amplio grupo de aleloquimicos, con
estructuras quimicas de diferente complejidad. Se incluyen fenoles simples (acidos
fendlicos, como el acido benzoico) y fenilpropanoides (acido cinamico), que se
encuentran entre los compuestos alelopaticos mas cominmente citados, quinonas
(juglona y sorgolenona), flavonoides (kaempferol y quercetina), y metabolitos de
liquenes (&cido Usnico y derivados).

2. Terpenoides. Son metabolitos secundarios presentes en muchos organismos,
cuya actividad alelopatica ha hecho que sean considerados como fuente de desarro-
llo de agroquimicos basados en productos naturales (Duke et al., 2002; Vyvyan,
2002; Einhelling, 2004). Este grupo de compuestos incluye:

Monoterpenoides. Son compuestos volatiles, principales constituyentes de los
aceites esenciales. Se han descrito como responsables de interacciones alelopaticas
en algunas comunidades de plantas, especialmente en plantas arométicas de zonas
aridas o semiaridas (Williamson et al., 1989; Angelini et al., 2003). Se ha verifica-
do la capacidad de inhibir la germinacion de algunos monoterpenos, como el alcan-
for, los pinenos y cineoles, tanto solos (Vokou et al., 2003), como formando parte
de aceites esenciales (Angelini et al., 2003).

Lactonas sesquiterpénicas. Poseen gran variedad de actividades bioldgicas,
entre ellas, insecticida (Datta y Saxena, 2001), antibacteriana (Saroglou et al.,
2005), antifungica (Ahmed y Abdelgaleil, 2005) y alelopatica (Pandey et al., 1993;
Macias et al., 1999), en cualquier caso, con un alto grado de actividad (Macias et
al., 2000; Batish et al., 2001). Abundan especialmente en la familia Compuestas
(Fraga, 2005). Algunas de las arvenses mas problematicas contienen lactonas ses-
quiterpénicas alelopaticas, y su potencial invasor puede ser directamente relaciona-
do con su contenido. La bioactividad mostrada por estos compuestos hace posible
considerarlos para el desarrollo de nuevos productos herbicidas (Macias et al.,
2007). Otra ventaja es que pueden aportar nuevos modos de accion, ya que son
efectivas en el control de biotipos resistentes de algunas arvenses (Galindo et al.,
2000).

Diterpenos. Los diterpenos no siempre se han comportado como agentes ale-
lopaticos, su rol ecoldgico ha sido mas asociado con actividad insecticida, antiali-
mentaria y disuasoria. Las giberelinas, diterpenos derivados del ent-kaureno, act-
Gan como importantes hormonas en la planta, interviniendo en la regulacion del
crecimiento (Macias et al., 2007). Las momilactonas son diterpenos aislados de la
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cascara de arroz (Kato et al., 1977).y de los exudados de sus raices, que inhiben el
crecimiento de plantas vecinas (Kato-Noguchi, 2004).

Quassionides. Son triterpenos presentes en la familia Simaroubéceas (Po-
lonsky, 1983), que comprende, entre otras, especies como Ailanthus altissima
(Mill.) Swingle, del que se aislo el primer quassionoide alelopatico, la ailantona
(Heisey, 1996). Tienen un amplio espectro de actividades farmacoldgicas: antitu-
morales (Lee, 1999), antileucémicas (Itokawa et al., 1992) y antimaléricas (O’Neill
et al., 1985) entre otras. Por otra parte, ha crecido el interés sobre su potencial apli-
cacion en agricultura como insecticidas (Lidert et al., 1987), fungicidas (Hoffmann
et al., 1992) y herbicidas (Lin et al., 1995; Dayan et al., 1999b).

3. Benzoxacinoides. Los &cidos hidroxdmicos estan entre los dltimos aleloqui-
micos aislados de plantas con potencial uso en agricultura para el control de arven-
ses (Macias et al., 2007). Son benzoxacinas producidas por diferentes especies de
la familia Gramineas, en las que tienen un rol protector (Niemeyer y Pérez, 1995),
habiendo mostrado actividad antifungica (Hofman y Hofmanova, 1971), antimi-
crobiana (Bravo y Lazo, 1993), insecticida (Argandofia et al., 1980) y fitotoxica
(Macias et al., 2005). También se encuentran en especies de las familias Acanta-
ceas (Kanchanapoom et al., 2001), Ranunculaceas (Ozden et al., 1992) y Escrofu-
laridceas (Chen y Chen, 1976). Se almacenan en la planta en forma de glucosidos
inactivos para evitar la autotoxicidad (Sicker et al., 2004). Su uso como base para
el desarrollo de agroquimicos estd siendo cuestionado debido a diversos factores
relacionados con su seguridad para la salud humana y su estabilidad en suelo. El
grupo arilhidroxdmico es mutagénico y los 1,4-benzoxacinoides aislados de cerea-
les presentan actividad mutagénica (Hashimoto et al., 1979).

4. Glucosinolatos. Son un grupo de compuestos de defensa que se encuentran
en plantas de las familias Brasicaceas, Resedaceas y Capparidaceas (Fahey et al.,
2001). Son compuestos no téxicos que al desgarrarse los tejidos son degradados
enzimaticamente por B-tioglucosidasas (mirosinasas) a compuestos activos como
nitrilos, isotiocianatos, oxazolidinetionas y sales tiocianaticas (Rask et al., 2000;
Oleszek, 1987). Desempefian roles defensivos contra insectos y microorganismos,
y también tienen una funcién atrayente sobre algunas especies de lepiddpteros
(Wittstock y Halkier, 2002). Su actividad alelopética ha sido descrita en diferentes
casos (Yamane et al., 1992a y b; Lazzeri y Manici, 2001). Se ha propuesto el uso
de tejidos conteniendo glucosinolatos como bioherbicidas (Brown y Morra, 1995),
pero su alta volatilidad provoca su répida desaparicion de los suelos (Borek et al.,
1995), lo cual siendo positivo para el medio ambiente, constituye un inconveniente,
ya que los compuestos no duran el tiempo suficiente para ejercer la accion herbici-
da (Macias et al., 2007).

2.2. Potencial herbicida de aceites esenciales.

Los aceites esenciales se obtienen fundamentalmente de las partes no lefiosas
de la planta, en especial de las hojas, mediante arrastre por vapor de agua o hidro-

21



2. Antecedentes.

destilacion (Batish et al., 2008). Son una compleja mezcla, principalmente de ter-
penoides, en particular monoterpenos (C10) y sesquiterpenos (C15), y una variedad
de compuestos aromaticos, oxidos, éteres, alcoholes, ésteres, aldehidos y cetonas,
que determinan el caracteristico aroma y olor de la planta que lo produce (Batish et
al., 2008). La presencia de monoterpenos volatiles o de aceites esenciales en las
plantas es una importante estrategia de defensa, especialmente contra herbivoros,
insectos perjudiciales u hongos patdégenos (Langenheim, 1994). Los terpenoides
voléatiles también juegan un importante rol en las interacciones planta-planta y act-
Gan como atrayente de los insectos polinizadores (Tholl, 2006).

Los aceites esenciales han mostrado potencial como herbicidas. Uno de los in-
convenientes que presentan es que normalmente es necesario el empleo de surfac-
tantes para su aplicacion, y éstos estan limitados en la agricultura organica. La ma-
yoria de aceites esenciales comercializados para el control natural de arvenses son
mezclas, por lo que es dificil recopilar las numerosas formulaciones disponibles.
Todos los aceites esenciales comercializados actian como herbicidas de contacto
no selectivos, que pueden controlar las arvenses de forma adecuada pero transito-
ria. El uso de los aceites esenciales para el control de arvenses parece prometedor
en la agricultura organica, pero actdan muy rapido y su actividad es limitada por-
gue la mayoria se volatilizan rapidamente (Dayan et al, 2009). Se estan desarro-
Ilando formulaciones alternativas, como la microencapsulacion, para aumentar la
duracion de su efecto, reducir su volatilizacion, simplificar su manejo y ralentizar
su degradacidn en el medio ambiente (Scarfato et al., 2007).

Algunos aceites esenciales o compuestos que forman parte de ellos cominmen-
te utilizados en diferentes formulaciones herbicidas son (Dayan et al., 2009):

- Aceite de pino. Compuesto por alcoholes terpénicos y &cidos grasos. Su apli-
cacion no consigue el nivel de control de arvenses que logra una Unica aplicacion
de glifosato (Young, 2004).

- Aceite de clavo. Obtenido por destilacion en corriente de vapor de hojas de
Eugenia caryophyllus (Spreng) Bullock & S. G. Harrison, contiene principalmente
eugenol, junto con otros terpenoides (Dayan et al., 2009). Aplicado a concentra-
ciones del 1-5% controla la mayoria de pequefias arvenses (Tworkoski, 2002), pero
la alta tasa que se requiere hace que este tratamiento sea caro, incluso en sistemas
de produccién de vegetales de alto valor.

- 2-fenetilpropionato. Es un compuesto del aceite esencial de Mentha piperita
L., que también es rico en mentol y mentona (Bouverat-Bernier, 1992). Este com-
puesto ha sido patentado como herbicida y puede ser encontrado como componente
de distintas formulaciones de herbicidas naturales. Es seguro para el medio am-
biente y la salud humana (Dayan et al., 2009).

- Aceite de hierba limén (Cymbopogon citratus Stapf.). Se ha comercializado
recientemente para su uso como herbicida organico, pero su potencial uso como
herbicida se patent6 por primera vez en Inglaterra en 1924. Su principal componen-
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te (80%) es el citral (Zamureenko et al., 1981). Este aceite actia como herbicida de
contacto, y como el citral no se transloca, s6lo las partes de la planta tratadas con la
solucion se ven afectadas (Dayan et al., 2009).

- Aceite de citronela. Se obtiene de diversas fuentes, pero la méas utilizada es
Cymbopogon spp. Sus principales componentes son citronelal (42%), geraniol
(21%) vy otros terpenos. Es mas conocido por su uso como repelente de mosquitos.
Ha sido probado como herbicida en viveros de arboles (Clay et al., 2005): controld
las arvenses sin causar efectos adversos en arboles de hoja ancha en estado latente,
siendo las coniferas muy sensibles a este tratamiento.

- Otros aceites esenciales. Muchos otros aceites esenciales han mostrado po-
tencial como herbicidas naturales, pero ain no se han comercializado, como el
aceite de Eucalyptus, extraido de Eucalyptus citriodora Hook., que contiene prin-
cipalmente citronelal (77%) y otros terpenos (Mondello et al., 1998). Se ha com-
probado su efectividad como método alternativo de control de Phalaris minor Retz
(Batish et al., 2007).

Se probaron diversos aceites esenciales contra Orobanche cernua Loefl en cul-
tivo de tabaco infestado en India. Los aceites naturales de Azadirachta indica Juss.,
Cocos nucifera L. y Helianthus annuus L. la controlaron entre 2-3 dias desde su
aplicacién. Los de Ricinus communis L. y Guizotia abyssinica (L. fil.) Cass. ma-
taron la arvense entre 3-4 dias y el de Brassica juncea (L.) Czernjaew requeria 5
dias para matar las yemas (Dhanapal et al., 1998).

Aceites esenciales de diversas variedades de orégano (Origanum spp.) y alba-
haca (Ocimum basilicum L.) se han ensayado contra Echinochloa crus-galli (L.) P.
Beauv.) y Chenopodium album L. con algun éxito (Vasilakoglu et al., 2007). Estos
aceites, compuestos principalmente de p-cimeno (20-25%), y-terpineno (15-20%) y
timol (10-35%), han sido patentados para el control de musgos (Dayan et al, 2009).

El aceite de hojas de Leptospermum scoparium Forst. esta compuesto por mas
de un 70% de sesquiterpenos (Christoph et al., 1999) y es rico en B-tricetonas
(Hellyer, 1968; Douglas et al., 2004). La leptospermona, tricetona mas abundante
de este aceite, provoca el blanqueo de las hojas de arvenses tanto de hoja ancha
como de hoja estrecha (Knudsen et al., 2000). Las tricetonas naturales tienen una
estructura similar a algunos herbicidas sintéticos, como sulcotrione y mesotrione, y
acttan sobre la p-hidroxifenilpiruvato dioxigenasa (Lee et al., 1997; Dayan et al.,
2007).

2.3. Estudios previos de las especies seleccionadas.

2.3.1. Plantas fuente de obtencion de aceites esenciales y extractos acuosos.

2.3.1.1. Lantana camara L.

L. camara es una planta lefiosa, perteneciente a la familia VVerbenéceas, nativa
de América tropical y subtropical (Guisalberti, 2000). Muestra un crecimiento exu-
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berante en regiones tropicales, subtropicales y templadas (Sharma et al., 1988). Se
cultiva en todo el mundo como ornamental, pero es una planta agresiva, que ha
invadido vastas extensiones de pastos, huertos y bosques en diferentes regiones
tropicales y subtropicales (Guisalberti, 2000), por ello ha sido considerada una de
las 10 peores arvenses (Sharma et al., 1988, Oudhia, 2001) y una de las 100 espe-
cies mas invasivas del mundo (Fan et al., 2010; IUCN, 2011).

Se ha observado que las invasiones de L. camara interrumpen los procesos de
regeneracién de las especies vecinas, mediante efectos alelopaticos, en Australia.
(Gentle y Duggin, 1997). L. camara afecta a las otras especies liberando gran va-
riedad de aleloquimicos, tanto volatiles como no volatiles, de sus tejidos, residuos
y aceites esenciales (Arora 'y Kohli, 1993; Ambika et al., 2003).

Produce diferentes metabolitos secundarios que han mostrado poseer (tiles ac-
tividades biologicas (Guisalberti, 2000). Ha sido muy utilizada en la medicina tra-
dicional en diferentes partes del mundo, para tratar una gran variedad de enferme-
dades (Ross, 1999). Se ha descrito su aplicacién como vulneraria (Kirtikar y Basu,
1935; Chopra et al., 1956; CSIR, 1962 y 1992), diaforética, carminativa (Kirtikar y
Basu, 1935; Chopra et al., 1956; CSIR, 1962 y 1992; Agarwal, 1997), antiséptica
(Chopra et al., 1956; CSIR, 1962 y 1992; Agarwal, 1997), antiespasmodica (Kirti-
kar y Basu, 1935; CSIR, 1992; Agarwal, 1997), tonica (Kirtikar y Basu, 1935; Up-
hof, 1968), estimuladora del apetito y emética (Ross, 1999). Diversas partes de la
planta se han empleado en el tratamiento de picores, cortes, Ulceras, hinchazones,
fiebre biliosa, catarros, eczemas, disenteria, dolores de pecho en nifios (CSIR,
1962), pustulas (CSIR, 1962 y 1992; Agarwal, 1997), tumores (CSIR, 1962 y
1992), tétanos, malaria (Kirtikar y Basu, 1935; Chopra et al., 1956; CSIR, 1962 y
1992; Agarwal, 1997), reumatismo (Kirtikar y Basu, 1935; Chopra et al., 1956;
CSIR, 1992; Agarwal, 1997), dolor de dientes (CSIR, 1962; Agarwal, 1997), cons-
tipados, dolores de cabeza, hemorragias uterinas, varicela, dafios oculares, tosferi-
na, asma (Ross, 1999), bronquitis e hipertension arterial (Chopra et al., 1969; Ras-
togi y Mehrota, 1995).

De los metabolitos secundarios producidos y liberados por L. camara: acidos
fendlicos, flavonoides, y terpenoides (Kong et al., 2006), algunos son aleloquimi-
cos que inhiben el crecimiento de otros organismos (Mersie y Singh, 1987; Jain et
al., 1989; Singh et al., 1989; Guisalberti, 2000; Misra y Laatsch, 2000; Sharma et
al., 2000; Kong et al., 2006). Las hojas, raices y frutos de L. camara contienen
aleloquimicos, principalmente alcaloides aroméaticos y compuestos fenélicos (Am-
bika et al., 2003). Se han descrito efectos alelopaticos de L. camara sobre la ger-
minacion y el vigor de las plantulas de diferentes cultivos, como arroz (Bansal,
1998; Oudhia y Tripathi, 1999), trigo (Oudhia y Tripathi, 2000) y soja (Oudhia,
1999). El crecimiento de Cyclosorus dentatus Forsk., Morrenia odorata Lindl.,
Lolium multiflorum Lam., Triticum aestivum L., Zea mays L. y Glycine max (Linn.)
Merr. fue inhibido significativamente por compuestos alelopaticos extraidos de L.
camara (Achhireddy et al., 1985 y Sharma et al., 2005).
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Los aleloquimicos de L. camara solubles en agua inhibieron la germinacion y
el crecimiento de cultivos agricolas (Oryza sativa L., Triticum aestivum L., Vigha
sinensis (L.) Hassk., Cucurbita pepo L., Abelmoschus esculentus (L.) Moench,
Amaranthus tricolor L.) y especies forestales (Acacia auriculiformis A. Cunn. ex
Benth. & Hook., Paraserianthes falcataria (L.) Nielson, Albizia procera (Roxb.)
Benth.) de Bangladesh en condiciones de laboratorio (Hossaim y Alam, 2010).

L. camara no produce gran cantidad de aceite esencial (Guisalberti, 2000). Los
méaximos rendimientos obtenidos por hidrodestilacion de hojas fueron del 0.2%, y
de las flores, hasta un 0.6% (Gildermeister y Hoffmann, 1961; Ahmed et al., 1972).
Se puede encontrar aceite esencial comercializado. Recientes estudios han investi-
gado la composicion de muestras de diferentes origenes. El aceite esencial de L.
camara de Brasil contenia principalmente derivados del B-bisaboleno (65%) y so-
lamente trazas de monoterpenos. Los sesquiterpenos presentes eran [B-curcumeno
(1.5%), (E)-nuciferal y (Z)-nuciferol (3.9%), (-)-ar-curcumen-15-al (5.6%), v-
curcumeno (8%), ar-curcumeno (9.7%), (-)-epi-p-bisabolol (=10%) y (-)-y-
curcumen-15-al (14.9%). Esta muestra contenia compuestos (5%) con esqueleto
del italiceno (Guisalberti, 2000). Se han observado notables diferencias en la com-
posicién de muestras de diferentes lugares de Brasil (Da Silva et al., 1999). Mues-
tras de Madagascar y de India Central fueron variables, tanto en las cantidades de
monoterpenos como en las de sesquiterpenos y en la variedad de los mismos
(Mdllenbeck et al., 1997; Ngassoum et al., 1999; Weyerstahl et al., 1999).

El aceite esencial de hojas de L. camara de diferentes origenes se caracteriza
por un alto contenido en sesquiterpenos hidrocarbonados (Ngassoum et al., 1999;
Ouamba et al., 2006). No obstante, el grupo fitoquimico del componente mayorita-
rio depende de la parte de la planta utilizada para su obtencion (Khan et al., 2003).

Se han descrito propiedades antiflingicas y antibacterianas del aceite esencial
de L. camara de Calicut (India), siendo activo frente a Pseudomonas aeruginosa,
Aspergillus niger, Fusarium solani y Candida albicans (Deena y Thoppil, 2000).

Lantana camara L.
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2.3.1.2. Eucalyptus camaldulensis Dehnh.

El género Eucalyptus L’Hér. (Familia Mirtaceas) es nativo de Australia. Com-
prende 700 especies distribuidas por todo el mundo. Son &rboles altos, de hojas
perennes, aromaticas, ricas en glandulas de aceite, fuente de importantes aceites
esenciales comerciales, que tienen numerosos usos en farmacia, perfumeria y en la
industria (Brooker y Kleinig, 2006). Las especies productoras de aceite esencial
son E. citriodora, E. globulus, E. polybractea y E. camaldulensis (Batish et al.,
2008). Los aceites esenciales de eucaliptus estan entre los mas comercializados del
mundo (Green, 2002).

Los eucaliptus son explotados también para la obtencion de madera para pasta
papelera (Zobel, 1988), proporcionan combustible de su biomasa y reducen los
niveles de CO, atmosférico (Barton, 2000; Martin, 2002). Su aceite esencial se usa
como repelente de insectos y como pesticida (Barton, 2000). Los aceites de euca-
liptus se conocen desde hace cientos de afios como antibacterianos, antifingicos y
antisépticos naturales (Barton, 2000).

En condiciones naturales, el aceite esencial de Eucalyptus le confiere propie-
dades alelopéticas al arbol (Kohli, 1990; Liu et al., 2008), se ha demostrado que el
aceite esencial emanado de las hojas retarda el crecimiento de la vegetacién aso-
ciada (Del Moral y Muller, 1969; Kohli, 1990; May y Ash, 1990; Liu et al., 2008).

En California, la vegetacion que crece cercana a E. camaldulensis es inhibida
severamente. Las plantas anuales raramente alcanzan la madurez donde se acumula
la hojarasca de E. camaldulensis. Entre la vegetacion arvense y los eucaliptus
siempre se observa una zona desnuda, donde no hay ni hojarasca ni vegetacion. Se
verifico que la falta de vegetacion no era debida a la competencia por agua, y se
determinaron algunas toxinas volatiles y otras solubles en agua en los tejidos de E.
camaldulensis. Se encontraron dos terpenos altamente téxicos, cineol y a-pineno
absorbidos en las particulas coloidales del suelo de las zonas sin vegetacion. Los
terpenos absorbidos resultaban tdxicos para las semillas y plantulas de otras espe-
cies. Toxinas solubles en agua encontradas en la hojarasca inhibieron el crecimien-
to de hierbas en experimentos realizados en laboratorio, invernadero y campo. En-
tre las 10 toxinas fenodlicas aisladas, se identificaron 5, los acidos cafeico, clorogé-
nico, p-cumarico, feralico y gallico. La inhibicion de las hierbas no se producia en
arena. Las condiciones Optimas para el efecto alelopatico se constataron en suelos
pobremente drenados, pobremente aireados, superficiales y con gran contenido
coloidal, ya que favorecian la acumulacion de toxinas (Del Moral y Muller, 1970).

Se han descrito efectos alelopaticos de hojarasca de E. camaldulensis sobre
cultivos y especies forestales en ensayos de invernadero en Bangladesh (Ahmed et
al., 2008).

Aceites esenciales de diversas especies de Eucalyptus han mostrado fitotoxici-
dad frente a arvenses, lo que les confiere un gran potencial para su manejo y con-
trol, entre ellos E. citriodora (Kohli et al., 1998; Singh et al., 2005; Setia et al.,
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2007), E. tereticornis (Kohli et al. 1998) y E. camaldulensis (Batish et al., 2007,
Verdeguer et al., 2009).

Extractos de algunas especies de Eucalyptus manifestaron actividad alelopética
frente al algoddn, por lo que se desaconseja su plantacion cerca de ellos (Khan et
al., 2004). Extractos acuosos de hojas de E. camaldulensis han mostrado efectos
alelopaticos sobre Vigna unguiculata (L.) Walp. (Sasikumar et al., 2004) y otros
cultivos (Ahmed et al., 2004).

El aceite esencial de E. camaldulensis de diferentes lugares: Cerdefia (Barra et
al., 2010), Grecia (Tsiri et al., 2003), Etiopia (Dagne et al., 2000), Mozambique
(Pagula et al, 2000), Nigeria (Oyedeji et al., 2000), sur de Florida (Pappas y Shep-
pard-Hanger, 2000), ha sido estudiado, habiendo grandes diferencias en cuanto a su
composicidn tanto cualitativa como cuantitativa, que varia dependiendo del origen
y el estado vegetativo, la estacion, el clima y la edad (Tsiri et al., 2003; Batish et
al., 2006b, Barra et al., 2010).

Eucalyptus camaldulensis Dehnh.

2.3.1.3. Eriocephalus africanus L.

Conocida comunmente como “romero salvaje” (Njenga, 2005; Merle et al.,
2007), E. africanus pertenece a la familia Asteraceae. EIl género Eriocephalus es
endémico del sur de Africa, con la mayor concentracion de especies en el oeste y
norte del Cabo (Miller et al., 2001). Comprende 32 especies, distribuidas en Suda-
frica, Namibia, Botswana y Lesotho (Bremer, 1994; Miiller et al., 2001). E. africa-
nus es nativa de la region del sudoeste del Cabo en Sudafrica, donde se encuentra
ampliamente distribuida (Merle et al., 2007). Crece en las primeras etapas de colo-
nizacion del Fynbos, en litosuelos y acantilados marinos (Merle et al., 2007). Se
han distinguido 2 variedades dentro de esta especie (Muller et al., 2001), E. africa-
nus var. africanus y E. africanus var. paniculatum, que presentan diferente habito
de crecimiento y distinta dispersion (la var. paniculatum se encuentra en altitudes
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mayores que la var. africanus, y mas ampliamente distribuida). Las hojas de la var.
africanus presentan mayor suculencia. En la mayoria de areas mediterraneas E.
africanus se ha naturalizado, utilizandose como planta ornamental (Verdeguer et
al., 2009).

Es una planta aromaética, con hojas verde-grisaceas, conocida por sus usos in-
dustriales, culinarios y medicinales. A nivel industrial, se utiliza como fuente de
aceite esencial, con usos en cosmética para el cuidado de la piel y en aromaterapia
(Njenga, 2005). Se utiliza como condimento, en sustitucion del romero, para aro-
matizar carnes y pescados, y sus hojas se toman en infusion (Njenga, 2005). En
medicina tradicional ha sido empleada como diaforética y diurética, y para tratar
edemas, trastornos gastrointestinales e infecciones dérmicas (Njenga, 2005).

- . ! S

Eriocephalus africanus L.

LA

Ensayos farmacoldgicos mostraron actividad antifingica de extractos organi-
cos de E. africanus contra Candida albicans, mientras extractos organicos y extrac-
tos acuosos fueron activos frente a Staphylococcus aureus (Salie et al. 1996). Se
han descritos propiedades analgésicas y antipiréticas de los extractos acuosos de
hojas de E. africanus (Amabeoku et al., 2000). También se ha constatado la activi-
dad antioxidante de especies del género Eriocephalus (Njenga y Viljoen, 2006).

Estudios fitoquimicos, mostraron que E. africanus contiene dehidrofalcarinol,
dehidrofalcarinona, flavonoides y lactonas sesquiterpénicas tipo eudesmandlidos.
Su rendimiento en aceite esencial, obtenido por hidrodestilacion, fue del 0.1%. Los
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extractos acuosos de hojas contenian flavonoides de varios tipos, especialmente
flavonas (Bolhmann y Zdero, 1972; Zdero et al., 1987; Njenga, 2005).

Se estudio la composicion de aceites esenciales de 6 poblaciones de E. africa-
nus var. africanus de Sudafrica, presentando grandes diferencias entre ellas, inclu-
so siendo distintos sus componentes mayoritarios (Njenga, 2005).

El aceite esencial de 3 poblaciones de Espafa fue analizado (Merle et al.,
2007), siendo los componentes mayoritarios el monoterpeno oxigenado Artemisia
cetona (56.46-56.58%) y los sesquiterpenos oxigenados intermedeol (9.19-11.63%)
y y-eudesmol (4.26-5.64%). El alto contenido de artemisia cetona, compuesto ca-
racteristico de plantas con propiedades alelopéticas del género Artemisia (Tan et
al., 1998; Preston et al., 2002), propici6 el estudio de su potencial alelopatico. La
actividad alelopaética o fitotdxica de E. africanus no habia sido evaluada con ante-
rioridad (Verdeguer et al., 2009).

2.3.1.4. Cistus ladanifer L.

C. ladanifer L. (Cistaceas) es un arbusto de origen Mediterraneo, donde se en-
cuentra muy extendido, siendo especialmente abundante en la Peninsula Ibérica y
el noroeste de Africa (Fernandez-Arroyo et al., 2010), que crece en suelos siliceos
(Juhren, 1966; Robles et al., 2003). Se le conoce comunmente como “jara pringo-
sa” (Alias, 2006), debido a que sus hojas y tallos segregan una sustancia pegajosa
Ilamada ladano, ampliamente utilizada en la industria de la perfumeria (Alias,
2006; Fernandez-Arroyo et al., 2010). En la medicina tradicional, este exudado se
ha utilizado para tratar la diarrea, disenteria, el catarro y problemas menstruales
(Fernandez-Arroyo et al., 2010). La composicion del ladano ha sido ampliamente
estudiada, presentando como compuesto mayoritario a-pineno (Garcia-Martin y
Garcia-Vallejo, 1969), ademas de diterpenos, flavonoides (Pascual et al., 1972,
1974, 1977, 1979, 1982), y otros compuestos fendlicos (Chaves et al., 2001a),
siendo muy rica en polifenoles (Robles et al., 2003; Gomes et al., 2005; Fernan-
dez-Arroyo et al., 2010).

Estudios previos sobre los matorrales de C. ladanifer (Malato-Beliz et al.,
1992) constataron que la biodiversidad floristica donde crecen estas plantas era
marcadamente menor que en zonas adyacentes sin su presencia. Estos y otros tra-
bajos posteriores (Ruiz de la Torre, 1981; Lopez-Gonzalez, 2001) concluyeron que
el fenémeno puede ser atribuido a los efectos alelopaticos de C. ladanifer (Alias,
2006). Los exudados secretados por las hojas de C. ladanifer mostraron actividad
inhibitoria de la germinacion de especies herbéceas, que no se encuentran normal-
mente en los jarales (Chaves et al., 1993; Chaves y Escudero, 1997; Chaves et al.,
2001a; Chaves et al, 2001b; Chaves et al., 2003). Extractos acuosos de hojas de C.
ladanifer se ensayaron frente a la germinacion de 20 especies que normalmente
comparten su habitat (Herranz et al., 2006). La germinacion de Phillyrea angustifo-
lia L., Phillyrea latifolia L., Rhamnus alaternus L., Halimium ocymoides (Lam.)
Willk., Cistus populifolius L., Erysimum lagascae Rivas Goday & Bellot, Brassica
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barrelieri (L.) Janka, Silene tridentata Desf. y Moricandia moricandioides (Boiss.)
Heywood fue inhibida y retrasada.

En diferentes poblaciones de C. ladanifer se estudid la variacion cuantitativa y
cualitativa del exudado de sus hojas y tallos, incluyendo el contenido en geninas de
flavonoides (Sosa et al., 2005). Fueron establecidos dos grupos de poblaciones, por
las diferentes condiciones climaticas en que se desarrollaban. Las poblaciones que
sufrian mayor estrés térmico e hidrico sintetizaron mayor exudado y flavonoides
totales. Las condiciones climaticas en que se desarrolla C. ladanifer condiciona la
diversificacion de los flavonoides presentes en el exudado de su hojas vy tallos.

La produccién de flavonoides varia ampliamente, tanto cualitativa como cuan-
titativamente, entre los 6rganos de una planta y durante la senescencia. Depende
del crecimiento de la planta y de las estaciones (Siegelman, 1964; Harborne, 1967;
Graham, 1991; Chaves et al., 1993; Hare, 2002). Se ha propuesto que la sintesis de
flavonoides debe ser considerada un mecanismo de defensa de las plantas contra el
estrés (Bell, 1980; Chapell y Hahlbrock, 1984; Vogt et al., 1991; Panagopoulos et
al., 1992; Ziska et al., 1993; Cen y Bornman, 1993; Chaves et al., 1997), y que
desempefian importante funciones ecoldgicas, como antimicrobianas, antiflingicas,
antioxidantes, antiherbivoros, y como agentes alelopaticos (Pandji et al., 1993;
Weidenborner y Jha, 1993; Ziska et al., 1993; Grayer y Harborne, 1994; Chaves y
Escudero,1997; Chaves et al., 2001b; Kidd et al., 2001).

Por primera vez, ha sido determinada la composicion del extracto acuoso de
partes aéreas de C. ladanifer, a partir de planta fresca, conteniendo flavonoides,
acidos fenodlicos y elagitaninos, entre otros compuestos (Fernandez-Arroyo et al.,
2010).

Extractos etandlicos y acetona/agua de C. ladanifer mostraron actividad anti-
oxidante e inhibitoria del crecimiento de fibroblastos humanos (Andrade et al.,
2009). Se ha relacionado su actividad con las fracciones fendlica y flavonoide (An-
drade et al., 2009; Fernandez-Arroyo et al., 2010).

La composicion del aceite esencial de C. ladanifer de diferentes origenes ha si-
do estudiada. Los principales constituyentes identificados en una muestra comer-
cial de C. ladanifer producido en Espafia (Simon-Fuentes et al., 1987) fueron a-
pineno (35%), canfeno (10%), p-cimeno (4%) y acetato de bornilo (3.7%). El acei-
te esencial de plantas de C. ladanifer de origen espafiol cultivadas en Cércega (Ma-
riotti et al., 1997) presenté como componentes mayoritarios o-pineno (39%), viri-
diflorol (11.8%), acetato de bornilo (3.1%) y ledol (3.3%). Se estudi6 la composi-
cién del aceite esencial de 2 variedades de C. ladanifer de Francia, observandose la
presencia de a-pineno y viridiflorol en ambas variedades (Robles et al., 2003). Las
muestras de aceite esencial de C. ladanifer var. albiflorus contenian menores por-
centajes de a-pineno y mayores de viridiflorol, que las de C. ladanifer var. macula-
tus. El aceite esencial de C. ladanifer de Portugal se caracteriz6 por contener gran-
des cantidades de viridiflorol (Gomes et al., 2005). Se determinaron viridiflorol
(19.6%), acetato de bornilo (16.7%) y canfeno (12.3%) como los principales cons-
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tituyentes del aceite esencial de hojas de C. ladanifer del norte de Marruecos (Gre-
che et al., 2009).

Ha sido descrita la actividad antimicrobiana del aceite esencial y extractos de
C. ladanifer (Greche et al., 2009).

No se han llevado a cabo estudios de la actividad fitotoxica o del potencial ale-
lopético del aceite esencial de C. ladanifer.

Cistus ladanifer L.

2.3.1.5. Artemisia gallica Willd. y Artemisia annua L.

El género Artemisia L. (Asteraceas) comprende unos 500 taxones entre espe-
cies y subespecies, el nimero es variable, segln las clasificaciones (McArthur
1979; Mabberley 1990; Ling 1991a y b, 1995a y b; Bremer y Humphries, 1993).
La mayoria de plantas pertenecientes a este género son perennes, menos de 10 es-
pecies son anuales (Torrell et al., 2003). Se encuentra ampliamente distribuido en
el hemisferio norte y casi ausente en el hemisferio sur (Torrell et al., 2003)

Muchas especies de este género son ampliamente utilizadas, con diferentes fi-
nes (Torrell et al., 2003): alimentarios (como A. absinthium L., de la que se extrae
la absenta, empleada en la preparacion de licores, y A. dracunculus L, de la que se
extrae el estragdn, utilizado como especia), medicinales (especies antihelminticas,
como A. santonica L. y antimaléricas, A. annua L.), forrajeros (A. herba-alba Asso
y especies afines en las estepas y semidesiertos del sur de Europa, norte de Africay
centro de Asia) y ornamentales (A. arborescens L. entre muchas otras, y A. vulga-
ris L. en restauracion paisajistica). Algunos taxones, como A. verlotiorum Lamotte,
son especies invasivas que pueden causar pérdidas en agricultura (Torrell et al.,
2003).
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Unas 260 especies de Artemisia han sido objeto de estudio, segun la biblio-
grafia existente, por sus metabolitos secundarios (Tan et al., 1998). Se han descrito
sustancias con propiedades antimaléricas, antivirales, antitumorales, antipiréticas,
antihemorragicas, anticoagulantes, antianginosas, antioxidantes, antihepatitis, an-
tiulcerogénicas y antiespasmaodicas (Tan et al., 1998).

Algunos de los compuestos bioactivos incluidos en el género Artemisia son
mono (Martin et al., 1988) y sesquiterpenoides (Kelsey y Shafizadeh, 1979; Ber-
gendorff y Sterner, 1995), flavonoides (Kiso et al., 1984; Giordano et al., 1990;
Guerreiro et al., 1995), cumarinas (Graven et al., 1992; Gilani y Janbaz, 1993),
derivados del &cido isoprenilcumarico (Mehrotra et al., 1993), &cidos cafeoilquini-
cos (Swiader y Lamer-Zarawska, 1996), acetilenos (Yun et al., 1993) y esteroles
(Yun y Kil, 1992). Las especies fuente de estos compuestos Yy su bioactividad han
sido recopiladas (Tan et al., 1998).

En el género Artemisia han sido descritos compuestos aleloquimicos, como
acetilenos y mono y sesquiterpenos (Tan et al., 1998). La artemisina y sus analogos
semi-sintéticos han mostrado actividad como inhibidores del crecimiento de plan-
tas (Bagchi et al., 1997), por lo que podrian ser utilizados en agricultura como her-
bicidas. La capillina obtenida de raices de A. capillaris mostro actividad inhibidora
de la germinacién de semillas de mijo, repollo, pensamiento y zanahoria (Yano,
1987). En cambio, el capillarol, obtenido también de esta planta, estimulé el creci-
miento de plantulas de arroz (Yano e Ishizu, 1994).

Se ensayaron extractos acuosos y compuestos volatiles de las especies A. tri-
dentata, A. cana, A. absinthium, A. frigida y A. dracunculus sobre la germinacion
de algunas especies de pradera, mostrando efectos inhibitorios selectivos sobre
ellas (Hoffman y Hazlett, 1977).

Artemisia gallica Willd.
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Artemisia gallica es una especie Mediterranea, nativa de Francia (Viehoever y
Capen, 1923) y endémica del sur de Europa (Ladero et al., 1984). Se trata de una
especie haldfila, caracteristica de los pastizales que bordean las hondonadas salinas
inundables. Su hébitat, las estepas salinas mediterraneas, se ha considerado de in-
terés comunitario en Espafia (De la Cruz, 2009).

La composicion del aceite esencial de A. gallica de diferentes origenes ha sido
determinada (Villar et al., 1983; Biondi et al., 2000) y se han descrito sus propie-
dades analgésicas, antipiréticas y antiinflamatorias (Morén et al., 1989). Extractos
de A. gallica mostraron propiedades antiasmaticas (Moran et al., 1989). Algunos
compuestos han sido aislados de A. gallica, como las lactonas sesquiterpénicas
artegallin (San Feliciano et al., 1986), B-santonina y arsubina (Martin et al., 1988).

No se han llevado a cabo estudios sobre la actividad fitotdxica o alelopatica de
A. gallica.

Artemisia annua es una planta anual muy aromatica de origen asiatico y euro-
peo oriental (Simon et al., 1990), ampliamente dispersa en la region templada (Si-
mon et al. 1984). De ella se extrae la artemisina, una lactona sesquiterpénica con
propiedades antimalaricas, por lo que A. annua ha sido ampliamente utilizada
(Klayman, 1985; Bagchi et al., 1997; Tan et al., 1998;). La artemisina ha mostrado
actividad fitotoxica (Duke et al., 1987; Luo y Shen, 1987), inhibiendo la germina-
cion y el crecimiento de diferentes mono y dicotiledoneas, tanto cultivos como
arvenses (Bagchi et al., 1997). Otros compuestos relacionados con la artemisina,
como los acidos artemisinico y artesinico, la desoxiartemisina y el artelinato sodi-
co también son fitotoxicos, con diferentes grados de actividad (Chen y Leader,
1990; Stiles et al., 1994).

Se evaluaron las propiedades alelopaticas de hojas de A. annua y sus extractos
de cloruro de metileno, metandlicos y acuosos en suelo franco arenoso frente a
Amaranthus retroflexus, Chenopodium album, soja y maiz (Lydon et al., 1997).
Los resultados fueron diferentes, segun la especie, mostrando mayor reduccion del
peso seco las arvenses. Solamente el tratamiento con hojas de A. annua y su extrac-
to de cloruro de metileno redujeron la germinacion de semillas. La artemisina pura,
a dosis similares a las contenidas en los extractos de cloruro de metileno, mostro
menor actividad que dicho extracto. Los extractos acuosos, que no contenian arte-
misina, ejercieron una actividad similar a la artemisina pura, por lo que los efectos
alelopéticos de A. annua no son sélo debidos a la artemisina (Lydon et al., 1997).

Se ha determinado la composicion del aceite esencial de A. annua de diferentes
origenes, siendo muy variable (Simon et al., 1990; Juteau et al., 2002; Woerdenbag
et al., 1994; Holm et al., 1997), mostrando actividad antimicrobiana y antioxidante
(Juteau et al., 2002).

2.3.1.6. Lavandula angustifolia Mill.

Las lavandas (Lavandula spp.) son especies aromaticas de origen Mediterra-
neo, pertenecientes a la familia Labiadas, que forman parte de la vegetacion tipica
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del matorral mediterrdneo. Han sido ampliamente utilizadas como plantas medici-
nales, ornamentales y como fuente de productos para la industria cosmética.

Numerosas especies del género Lavandula han mostrado actividad bioldgica
(Haig et al., 2009). Se han descrito las propiedades antimicrobianas (Romeo et al.,
2008; Roller et al., 2009), antifungicas (Moon et al., 2007), antiparasitas (Moon et
al., 2006) e insecticidas (Papachristos y Stamopoulos, 2004; Pavela, 2005) de acei-
tes esenciales de diferentes especies de Lavandula.

Se han estudiado los efectos fitotdxicos y alelopaticos de algunas especies de
Lavandula. Extractos acuosos de tallos de L. officinalis mostraron efectos alelopa-
ticos sobre la germinacion y el crecimiento de Amaranthus retroflexus y Chenopo-
dium murale (Qasem, 2002). Extractos de L. stoechas inhibieron la germinacion y
el crecimiento de Triticum aestivum y Phalaris minor en ensayos de laboratorio
(Dias et al., 1995). Los aceites esenciales de L. stoechas y L. angustifolia han mos-
trado efectos fitotoxicos sobre el crecimiento de A. retroflexus y Portulaca olera-
cea infestantes en cultivo de tomate y algodén (Argyropoulos et al., 2008). Com-
puestos volatiles de L. angustifolia influyeron negativamente la germinacién de
Xanthium strumarium, Avena sterilis y Phalaris brachystachys (Uremis et al.,
2009).

Han sido estudiados los compuestos constituyentes de extractos y aceites esen-
ciales de diferentes especies de Lavandula. Entre ellos, se han identificado com-
puestos fendlicos (Areias et al., 2000) y terpenos (Salido et al., 2004; Aburjai et
al., 2005). Se aislaron seis triterpenoides de partes aéreas de L. spica (Papanov et
al., 1992). La fenchona se determiné como compuesto mayoritario de aceites esen-
ciales de L. stoechas (Angioni et al., 2006).

Extractos de Lavandula spp. mostraron alta fitotoxicidad frente a Lolium rigi-
dum (Haig et al., 2005). Se comprob6 que la cumarina y la 7-metoxicumarina eran
responsables de esta actividad (Haig et al., 2009).

Rosmarinus officinalis L.
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2.3.1.7. Rosmarinus officinalis L.

R. officinalis es un arbusto esclerdfilo (Estaun et al., 1997) originario del Medi-
terrdneo, donde se encuentra muy extendido (Sardans et al., 2005). Ha sido am-
pliamente utilizado en medicina tradicional, industria cosmética, fitofarmacia y
como aromatizante de alimentos (Bruneton, 1999). Es una planta muy aromatica
(Bozin et al., 2007) perteneciente a la familia Labiadas.

Se han llevado a cabo diferentes estudios sobre la actividad bioldgica de sus
metabolitos secundarios (Buchbauer y Jirovetz, 1994; Ruberto y Baratta, 2000;
Daferera et al., 2000), mostrando una gran actividad antioxidante (Madsen y Ber-
telsen, 1995; Baratta et al., 1998; Bicchi et al., 2000; Yanishlieva et al., 2006; Bo-
zin et al., 2007). El romero es la Unica especia disponible en el mercado para su
uso como antioxidante en Europa y Estados Unidos (Bozin et al., 2007). Compues-
tos fenolicos como el carnosol, acido carnosoico, rosmanol, rosmadial, epirosma-
nol, rosmadifenol y &cido rosmarinico tienen capacidad antioxidante (Madsen y
Bertelsen, 1995; Bicchi et al., 2000; Yanishlieva et al., 2006).

Ha sido ampliamente documentada la actividad antimicrobiana del aceite esen-
cial de R. officinalis (Daferera et al., 2000; Baratta et al., 1998; Celiktas et al.,
2007; Salamone et al., 2010).

Muchas especies de la familia Labiadas liberan monoterpenos fitotdxicos que
interfieren el desarrollo de especies herbaceas (Elakovich y Stevens, 1985; Katz et
al., 1987). La actividad fitotdxica y alelopatica del aceite esencial de R. officinalis
de diferentes origenes ha sido ensayada frente a diversos cultivos y especies arven-
ses (Dudai et al., 1999; Angelini et al., 2003; Arminante et al., 2006; Azirak y
Karaman, 2008; Salamone et al., 2010), mostrando actividad selectiva, dependiente
de la especie frente a la que actlia y de los compuestos mayoritarios presentes en su
composicion (Angelini et al., 2003; Salamone et al., 2010).

2.3.1.8. Thymus capitatus (L.) Hoffmanns. et Link y Thymus vulgaris L.

El género Thymus contiene unas 350 especies de hierbas perennes aromaticas y
sub-arbustos de hasta 40 cm de alto, pertenecientes a la familia Labiadas (Qaralleh
et al., 2009).

Thymus capitatus es una especie Mediterranea que crece entre los 0 y los 600
m sobre el nivel del mar y se encuentra ampliamente distribuida en el sur de Italia
(Miceli et al., 2006). Se halla tipicamente en las garrigas, laderas secas y bosques
de pino Mediterraneo, considerandose un buen indicador del &rea seca Mediterréa-
nea (Pignatti, 1982b). Ha sido estudiada la composicion del aceite esencial de T.
capitatus de diferentes origenes: Sicilia (Ruberto y Biondi, 1992; Biondi et al.,
1993), Cerdefia (Falchi Delitala et al., 1983; Arras y Grella, 1992) y Albania (De
Leo et al., 2001; Miceli et al., 2002), mostrando todas ellas que las poblaciones
estudiadas contenian carvacrol, y pequefias cantidades de timol, normalmente por
debajo del 1% (Miceli et al., 2006). Se analizaron los aceites esenciales de diferen-
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tes poblaciones de T. capitatus del sur de Apulia (Italia), determinandose 3 quimio-
tipos: timol, carvacrol, y timol/carvacrol (Miceli et al., 2006).

Han sido descritas diferentes actividades bioldgicas de T. capitatus, como an-
timicrobiana (Alves et al., 2000; Al-Tarawneh, 2004; Bounatirou et al., 2007;
Ebrahimi et al., 2008), antifangica (Grayer y Harborne, 1994; Kalemba y Kunicka,
2003; Ricci et al., 2005) y antioxidante (Ricci et al., 2005; Bounatirou et al., 2007;
Al-Mustafa y Al-Thunibat, 2008).

Se han llevado a cabo diversos estudios sobre el potencial alelopatico de T. ca-
pitatus. En Israel, se observo la supresion de diversas anuales, como Plantago psy-
Ilium y Erucaria hispanica, alrededor de formaciones de T. capitatus, verificando-
se estos efectos en laboratorio, al ser inhibida la germinacion de ambas especies
por volatiles procedentes de brotes de T. capitatus, asi como por sus extractos
acuosos y aceites esenciales (Katz et al., 1987). El aceite esencial de T. capitatus
ha mostrado efectos fitotoxicos sobre la germinacion de semillas y el crecimiento
de pléntulas de diversas especies, ademas de ejercer una accién autoalelopatica
(Katz et al., 1987; Vokou y Margaris, 1986a; Dudai et al., 1999).

Thymus vulgaris es una especie comin en la vegetacion de la garriga abierta
Mediterranea. Es bien conocida su produccién de metabolitos secundarios (Ehlers
y Thompson, 2004). Su aceite esencial ha sido empleado en la industria farmacéu-
tica y cosmética, y como aditivo aromatico en alimentacion (Senatore, 1996; Si-
mon et al., 1999; Javanmardi et al., 2002). Han sido descritas sus propiedades anti-
sépticas, carminativas, antimicrobianas y antioxidativas (Baranauskiene et al.,
2003; Lee et al., 2005).

Se han llevado a cabo diversos ensayos sobre la actividad fitotdxica o alelopa-
tica del aceite esencial de T. vulgaris frente a la germinacién y el crecimiento de
arvenses, como Chenopodium album, Portulaca oleracea y Echinochloa crus-galli
y cultivos: Raphanus sativus, Capsicum annuum, Lactuca sativa, Triticum aesti-
vum, entre muchas otras especies, mostrando gran actividad (Dudai et al., 1999;
Angelini et al., 2003; Arminante et al., 2006; Rolim de Almeida et al., 2010).

. - _;7 ; -A;-' ~ -_.,"," 5 )
Thymus capitatus (L.) Hoffmanns. et Link. Tagetes lemmonii A. Gray.
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2.3.1.9. Tagetes lemmonii A. Gray.

El género Tagetes pertenece a la familia Compuestas y comprende unas 45-50
especies (Strother, 1977; Lawrence, 1985). T. lemmonii es un arbusto muy aroma-
tico, nativo de Arizona y Méjico (Norteamérica), ampliamente cultivado como
planta ornamental.

Diferentes especies de Tagetes han demostrado tener efectos beneficiosos al ser
empleadas en rotacidn de cultivos, como cultivo mixto y como cultivo de cobertura
(Vasudevan et al., 1997; Gomez-Rodriguez et al., 2003; Hooks et al., 2010).

Se han descrito diferentes actividades de extractos y aceites esenciales de Ta-
getes spp., una de las mas destacables es su actividad nematicida, debido a los tie-
niles que contienen (Vasudevan et al., 1997; Krueger et al., 2007; Hooks et al.,
2010), que ademas reducen la incidencia de otros organismos perjudiciales, como
hongos, bacterias, insectos y algunos virus (Hethelyi et al., 1986; Soule, 1993).

Aceites esenciales de Tagetes spp. han mostrado actividad antimicrobiana
(Hethelyi et al., 1988), insecticida (L6pez et al., 2011) y alelopética (Scrivanti et
al., 2003). Su actividad se ha atribuido a los terpenoides (Vasudevan et al., 1997;
Lopez et al., 2009). Las especies de Tagetes también se emplean como colorantes
alimentarios (Vasudevan et al., 1997; Guinot et al., 2008).

Diversos estudios se han llevado a cabo sobre la actividad alelopatica de Tage-
tes spp., siendo T. minuta la especie mas estudiada bajo este aspecto (Lee et al.,
2002; Scrivanti et al., 2003; Gomez-Rodriguez et al., 2003; Lépez et al., 2009),
concluyendo que las ocimenonas, compuestos presentes en el aceite esencial de T.
minuta, ejercen una actividad fitotdxica sobre las especies cohabitantes (Lopez et
al., 2009).

La composicién del aceite esencial de Tagetes spp. ha sido ampliamente estu-
diada (Hethelyi et al., 1987; Machado et al., 1994; Vasudevan et al., 1997; LOpez et
al., 2011). Se determiné la composicion de aceite esencial de T. lemmonii cultivada en
Estados Unidos (Tucker y Maciarello, 1996), siendo los compuestos mayoritarios (en
%) dihidro-tagetona (42.52+11.2), trans-tagetona (16.10+18.21) y trans-ocimenona
(14.18+3.31).

Hasta la actualidad no se estudiado la actividad fitotdxica o alelopatica de T. lem-
monni.

2.3.1.10. Pelargonium odoratissimum (L.) L Hér.

El género Pelargonium (familia Geranidceas) incluye unas 270 especies, la
mayoria de las cuales (un 80%) son endémicas de Sudéafrica (Guerrini et al., 2011).
Su centro de biodiversidad se localiza en la parte sudoeste de la provincia de El
Cabo, un area caracterizada por tener clima de tipo mediterraneo (Miller, 2002;
Kolodziej, 2007). Distintas especies de Pelargonium son cultivadas por su alto
valor como planta ornamental en todo el mundo (Albers y Van der Walt, 2007), y
para la extraccion de su aceite esencial.
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Algunas especies de Pelargonium, como P. graveolens, P. capitatum, P. zona-
le, P. roseum, P. odoratissimum e hibridos emparentados producen un aceite con
aroma de rosas, rico en citronelol y geraniol, obtenido por destilacion en corriente
de vapor de hojas frescas y ramas, que es ampliamente comercializado para la ma-
nufactura de perfumes y productos para el cuidado de la piel llamado comUnmente
“aceite de geranio” (Guerrini et al., 2011). Ademas es altamente apreciado por sus
propiedades antibacterianas, antiflngicas, vulnerarias y como repelente de insectos
(Bown, 1995; Westwood, 1993; Pattnaik et al., 1996; Rajeswara Rao et al., 1996;
Lis-Balchin et al., 1998; Hart y Lis-Balchin, 2002; Hori, 2003).

P. odoratissimum es una planta aromatica con propiedades astringentes, tonicas
y antisépticas (Grieve, 1984; Bown, 1995), de la que existe poco conocimiento
técnico y cientifico (Andrade et al., 2011). Se han llevado a cabo estudios para
analizar la composicidn de su aceite esencial y determinar sus propiedades biolégi-
cas (Salamone et al., 2010). Metileugenol, limoneno y fenchona fueron los compo-
nentes mayoritarios del aceite esencial de hojas de P. odoratissimum cultivado en
el Reino Unido, verificandose in vitro que dicho aceite ejercia un efecto espasmoli-
tico postsinéptico sobre el musculo liso, lo que hace recomendable su uso como
agente relajante en productos para aromaterapia (Balchin y Roth, 2000), ademas de
mostrar actividad antibacteriana. El aceite esencial de hojas de P. odoratissimum
de Brasil contenia un 96.8% de metileugenol, mostrando fuerte actividad antifungi-
cay escasa antibacteriana (Andrade et al., 2011).

La actividad alelopética o fitotoxica de P. odoratissimum o su aceite esencial
no habia sido estudiada anteriormente, pero existen trabajos sobre otros aceites del
mismo género: el aceite esencial de P. graveolens fue testado como posible bioher-
bicida, mostrando efecto inhibitorio sobre la germinacion de trigo, aunque aceites
esenciales de otras especies probados en el mismo ensayo resultaron mas efectivos
(Dudai et al., 1999). El aceite esencial de P. roseum mostr6 fuerte actividad ale-
lopética inhibitoria sobre el crecimiento de lechuga (Fujii et al., 2003).

2.3.1.11. Origanum vulgare L.

El género Origanum (familia Labiadas) comprende plantas anuales, perennes y
arbustivas nativas de las regiones Mediterranea, Euro-Siberiana e Irano-Siberiana
(Aligiannis et al., 2001). Se reconocen 38 especies en el mundo (Sahin et al.,
2004), la mayoria (un 75%) estan concentradas en la subregion este Mediterranea
(letswaart, 1980). Las especies de orégano crecen abundantemente en laderas pe-
dregosas y en zonas rocosas de las montafas, en un amplio rango de altitudes
(Snogerup, 1971).

Diferentes especies del género Origanum son utilizadas en agricultura y en la
industria cosmética y farmacéutica, como aromatizantes de alimentos o bebidas
alcohdlicas, y en perfumeria, por su picante fragancia (Aligiannis et al., 2001; No-
vak et al., 2000; Sivropoulou et al., 1996; Vera y Chane-Ming, 1999).
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La taxonomia del género es compleja (D’Antuono et al., 2000). O. vulgare L.
es la especie mas variable, y la inica comfinmente conocida como “orégano” en la
mayoria de paises Europeos (Tucker y Maciarello, 1994). La clasificacion actual-
mente aceptada (letswaart, 1980) distingue 6 subespecies de O. vulgare en base a
caracteres morfoldgicos: gracile (Kock) letswaart, glandulosum (Desfontaines)
letswaart, hirtum (Link) letswaart, vulgare L., virens (Hoffmannsegg et Link)
letswaart y viride (Boissier) Hayek.

O. vulgare es utilizado como planta medicinal (Hossain et al., 2011). Su aceite
esencial ha mostrado poseer actividades bioldgicas antibacterianas, antiflngicas y
antioxidantes (Elgayyar et al., 2001; Sahin et al., 2004; Pefalver et al., 2005). Los
compuestos responsables de estas propiedades son metabolitos secundarios fendli-
cos, como &cido rosmarinico, carvacrol, acido cafeico y timol (Zheng y Wang,
2001). Estos compuestos han revelado actividad anticarcinogénica, antimicrobiana,
antiviral, hipolipidémica, antimutagénica, antiinflamatoria y cardiovascular (Lam-
pe, 2003; Srinivasan, 2005).

En cuanto a sus posibles usos en agricultura, algunos trabajos han verificado
las propiedades insecticidas y disuasorias de la alimentacion de insectos del aceite
esencial de O. vulgare (Karpouhtsis et al., 1998; Akhtar e Isman, 2004), pero su
efectividad fue menor que la de otros aceites esenciales ensayados. Se han llevado
a cabo numerosos estudios sobre las propiedades alelopaticas o fitotoxicas de acei-
tes esenciales (Arminante et al., 2006; Vasilakoglou et al., 2007; Rolim de Almeida
et al., 2010), extractos acuosos (De Mastro et al., 2004; Dragoeva et al., 2008;
Tirker et al., 2008) y restos vegetales incorporados al terreno (De Mastro et al.,
2006; Vasilakoglou et al., 2011) de O. vulgare y otras especies de orégano (Dudai et
al., 1999; Azirak y Karaman, 2008), exhibiendo una fuerte actividad inhibitoria de
la germinacion y el crecimiento de especies arvenses, por lo que podria emplearse
para el desarrollo de herbicidas naturales.

2.3.2. Arvenses.

2.3.2.1. Amaranthus hybridus L.

A. hybridus (familia Amarantaceas) es una especie originaria de América (Ma-
salles et al., 1996; Maillet y Lopez-Garcia, 2000) naturalizada en las regiones cali-
das y templadas de practicamente todo el mundo. Aparece en comunidades arven-
ses nitrdfilas, especialmente en regadio (Flora iberica, 1990). Se trata de una arven-
se altamente competitiva (Trader et al., 2009) que causa pérdidas significativas en
el rendimiento de las cosechas de numerosos cultivos (Lugo et al., 1995). Es consi-
derada una de las arvenses mas serias y extendidas, junto con otras especies como
Portulaca oleracea L., Chenopodium album L., Cynodon dactylon (L.) Pers. y
Cyperus rotundus L. (Daehler, 1998).

Las arvenses de origen americano mas importantes emergen a finales de pri-
mavera y crecen durante el verano, floreciendo tardiamente incluso hasta noviem-
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bre. Se han adaptado tanto a cultivos anuales (maiz, soja y sorgo) como a cultivos
perennes (frutales y vifiedos). Su largo periodo de fructificacion les permite formar
un gran banco de semillas (Baker, 1974).

Las Amarantaceas son plantas nitréfilas y tienen una fotosintesis de tipo C4, lo
que les confiere ventajas fisiologicas frente a otras especies, sobre todo en ambien-
tes agricolas con fertilizacidn y/o irrigacion, ya que son capaces de producir mayor
biomasa (Maillet y Lopez-Garcia, 2000).

Las especies de Amaranthus se encuentran entre las arvenses mas frecuentes y
problematicas en numerosos cultivos (Webster, 2002), como remolacha azucarera
(Beta vulgaris (L.) Beauv.), cafia de azlcar (Saccharum officinarum L.), patata
(Solanum tuberosum L.), trigo (Triticum aestivum L.), soja (Glycine max (L.)
Merr.), algodén (Gossypium hirsutum L.), café (Coffea spp.), avena (Avena spp.),
cacahuete (Arachis hipogea L.), girasol (Helianthus annuus L.), arroz de secano
(Oryza sativa L.), mango (Mangifera indica L.), sorgo (Sorghum bicolor (L.) Mo-
ench.), citricos (Citrus spp.) y papaya (Carica papaya L.) (Holm et al., 1977).

Poseen una alta diversidad genética y producen una abundante cantidad de se-
millas, que distribuyen eficientemente, caracteristicas que favorecen la aparicion de
resistencias a herbicidas (Lovell et al., 1996). A. hybridus es una de las 10 arvenses
resistentes a herbicidas de mayor importancia econémica (Basu et al., 2004). Ha
mostrado resistencia a las triazinas (De Prado et al., 1988; Jordan, 1999; De Prado
y De Prado Jr., 2003; Basu et al., 2004) y a los herbicidas inhibidores de la aceto-
lactato sintasa (Whaley et al., 2004 y 2006; Trader et al., 2009). Los herbicidas
triazinas inhiben la cadena de trasporte de electrones en el fotosistema Il. Una mu-
tacion en el sitio de accién del cloroplasto produce arvenses resistentes a las triazi-
nas, como Amaranthus spp. Los herbicidas sulfonilureas e imidazolinas inhiben la
produccién de la acetolactato sintasa (ALS), enzima que controla la sintesis de
cadenas de aminodacidos. Las arvenses resistentes producen una ALS modificada
(Anderson, 1996).

Las especies de Amaranthus son pseudocereales dicotiledéneas que se pueden em-
plear como cultivos alternativos, con potencial para su explotacion comercial (Rawate,
1983; Kauffman y Weber, 1990). Las hojas y semillas de estas especies son comes-
tibles, ricas en vitaminas A y C, calcio, hierro, proteinas, carbohidratos y lipidos
(Oomen y Grubben, 1978; Rawate, 1983). A. hybridus puede crecer hasta 1.5 m,
produciendo una gran cantidad de biomasa en poco tiempo, y completando hasta 6
generaciones en un afio. Es un vegetal nutritivo, adecuado para el cultivo en regio-
nes semiaridas en todo el mundo. (Blodgett y Swart, 2002).

Se han estudiado las propiedades antimicrobianas de extractos de hojas de A.
hybridus, mostrando actividad antibacteriana pero no antifungica (Maiyo et al.,
2010).

Compuestos volatiles de residuos de A. hybridus mostraron actividad inhibito-
ria in vitro de la germinacién de zanahoria, tomate y cebolla (Connick et al., 1989)
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Han sido estudiados los efectos alelopaticos de diversas especies sobre A. hy-
bridus (Hoffman et al., 1996; Caamal-Maldonado et al., 2001; Petersen et al.,
2001; Teasdale y Pillai, 2005). Plantulas de sorgo redujeron el crecimiento de radi-
culas de A. hybridus (Hoffman et al., 1996). El empleo de Mucuna deeringiana
(Bort) Merr. como “mulching” redujo la incidencia de A. hybridus (Caamal-
Maldonado et al., 2001), mientras que los isotiocianatos mostraron gran capacidad
inhibitoria de su germinacion (Petersen et al., 2001). Nuestro grupo de investiga-
cidn ha ensayado el potencial alelopéatico de aceites esenciales para el control de A.
hybridus (Verdeguer et al., 2009; Verdeguer et al., 2011).

Amaranthus hybridus L.

2.3.2.2. Portulaca oleracea L.

La familia Portulacéceas engloba 30 géneros y unas 450 especies con una am-
plia distribucidn, siendo predominantes en el hemisferio sur (Eggli y Ford-Werntz,
2002). El género Portulaca incluye mas de 100 especies (Poellnitz, 1934; Legrand,
1958) distribuidas en los tropicos y subtropicos, con centros de diversidad en Su-
damérica y Africa (Voznesenskaya et al., 2010).

P. oleracea es una especie cosmopolita (Danin y Reyes-Betancourt, 2006). Se
encuentra ampliamente extendida, siendo una de las 8 plantas mas comunes del
mundo (Yazici et al., 2007). Su lugar de origen no se conoce con exactitud, se han
propuesto diversas zonas templadas del hemisferio norte (Haudricourt y Hedin,
1993): Eurasia, en concreto el sur de Europa (Walters, 1993), Europa, el oeste de
Asia, China (Schoch et al., 1988), India, pero también areas subdesérticas del norte
de Africa, lo que podria explicar el aspecto suculento de la planta (Holm et al.,
1977).

Dentro de la especie P. oleracea L., se reconocen 6 subespecies, 5 espontaneas
y una cultivada (P. oleracea subsp. sativa (Haw.) Celak), que a menudo se encuen-
tra también creciendo en estado silvestre. La subespecie mas comdnmente encon-
trada y descrita es P. oleracea L. subsp. oleracea (sinénima de P. oleracea var.
sylvestris DC.) (Pignatti, 1982a; Flora iberica, 1990; Walters, 1993; Riccieri y
Arrigoni, 2000).
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P. oleracea es una especie anual, con tallos suculentos, carnosos y fotosintesis
tipo C4 (Guralnick et al., 2008; Voznesenskaya et al., 2010). Se desarrolla en cam-
pos de cultivo, jardines, terrenos baldios, bordes de caminos, y laderas erosionadas.
Es una arvense problemética en 45 cultivos en 81 paises en los tropicos y subtropi-
cos (Chauhan y Johnson, 2009). Esta considerada una de las arvenses mas serias y
extendidas, junto con otras especies como Amaranthus hybridus L., Chenopodium
album L., Cynodon dactylon (L.) Pers. y Cyperus rotundus L. (Daehler, 1998). Se
encuentra entre las arvenses principales que afectan al cultivo de arroz (Oryza sati-
va L.), trigo (Triticum aestivum L.), maiz (Zea mays L.), algodén (Gossypium hir-
sutum L.), cafia de azlcar (Saccharum officinarum L.), te (Camellia sinensis (L.)
Kuntze) y horticolas (Holm et al., 1991). Recientemente, se ha registrado su pre-
sencia en arroz de siembra en seco en 17 paises y en arroz de siembra en humedo
en 3 paises (Rao et al., 2007).

Tanto en regiones tropicales como templadas, P. oleracea puede completar su
ciclo de vida en 2-4 meses (Singh, 1973). Se propaga principalmente por semilla,
logrando originar una sola planta unas 10.000 semillas (Chauhan y Johnson, 2009),
aunque fragmentos de sus tallos pueden producir raices y desarrollarse. Actua co-
mo huésped de insectos, nematodos y algunos hongos patdgenos (Galinato et al.,
1999). Forma densas masas que son dificiles de controlar con herbicidas quimicos
(Monks, 1993). Sus suculentas hojas y tallos acumulan niveles tdxicos de oxalatos,
gue pueden producir enfermedades e incluso la muerte en animales (Schmutz et al.,
1968). Existen biotipos de P. oleracea resistentes a herbicidas, en concreto a la
atrazina y el linurén (Masabni y Zandstra, 1999ay b).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) considera P. oleracea como una
de las plantas medicinales mas utilizadas. Se le ha otorgado el apelativo de “Pana-
cea Global” (Dweck, 2001; Samy et al., 2004). Existen cultivares que se usan con
fines ornamentales y culinarios.

Partes aéreas de P. oleracea se han utilizado en medicina tradicional para ali-
viar el dolor y la inflamacion y como antiséptico (Chan et al., 2000). La planta seca
también puede ser hervida y se emplea como te y sopas en China (Cai et al., 2004).
Extractos acuosos de P. oleracea no mostraron citotoxicidad o genotoxicidad,
siendo certificados como aptos para el consumo diario (Yen et al., 2001). Otras
propiedades descritas de P. oleracea son sus acciones neurofarmacologicas, su
actividad cicatrizante y sus efectos broncodilatadores (Parry et al., 1993; Rashed et
al., 2003; Malek et al., 2004). El glutation, que normalmente se encuentra en gran-
des cantidades en la carne fresca, y en cantidades moderadas en algunas frutas y
vegetales, se encuentra en P. oleracea (Simopoulos, 2004).

Extractos metandlicos de P. oleracea mostraron moderada actividad antimi-
crobiana (Sakai et al., 1996) y propiedades antioxidantes (Lim y Quah, 2007). Ex-
tractos acuosos de hojas de P. oleracea mostraron mayor actividad antioxidante
gue extractos de tallos (Oliveira et al., 2009).
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Las propiedades alelopaticas de P. oleracea han sido poco estudiadas, en com-
paracion con los numerosos trabajos que se han llevado a cabo relativos a los efec-
tos de diferentes aleloquimicos sobre ella (Méarcia et al., 2007). Compuestos fendli-
cos, como los écidos ferdlico, p-hidroxibenzoico y cindmico son los responsables
de la actividad alelopatica de P. oleracea y otras especies arvenses (Chun et al.,
1988). “Mulchings” de centeno (Secale cereale L.) y triticale (Triticum secalotriti-
cum saratoviense Meister) mostraron efectos alelopéaticos sobre P. oleracea, redu-
ciendo su incidencia (Tabaglio et al., 2008). La incorporacién de restos de hojas y
tallos de orégano al suelo inhibi6 la germinacion de P. oleracea (De Mastro et al.,
2006). Extractos (De Feo et al., 2002 y 2003) y aceites esenciales de distintas espe-
cies han sido ensayados, por su potencial alelopético, para el control de esta arven-
se (Angelini et al., 2003; Verdeguer et al., 2009 y 2011).

2.3.2.3. Chenopodium album L.

La familia Chenopodiaceas esta formada por unos 100 géneros, que engloban
1500 especies, distribuidas en regiones templadas y subtropicales, ocupando gene-
ralmente lugares ruderalizados o habitats salinos. C. album se encuentra en campos
de cultivo, jardines, huertas, zonas ruderalizadas, cunetas y bordes de caminos. Es
una planta subcosmopolita, comin en areas templadas y subtropicales, rara en los
trépicos, y ausente en los extremos norte y sur (Flora iberica, 1990).

Esta considerada una de las arvenses mas serias y extendidas, junto con otras
especies como Amaranthus hybridus L., Portulaca oleracea L., Cynodon dactylon
(L.) Pers. y Cyperus rotundus L. (Holm et al., 1977; Daehler, 1998). Es una arven-
se importante en numerosos cultivos en muchas partes del mundo, entre ellos pata-
ta, maiz, soja y remolacha azucarera (Harvey y Porcella, 1993; Perron y Légere,
2000; Thiel et al., 2010). Coloniza areas perturbadas y forma masas densas en sue-
los fértiles (Borjigidai et al., 2009).

C. album germina bajo un amplio rango de condiciones ambientales (Bassett y
Crompton, 1978), produciendo gran nimero de semillas, que quedan almacenadas
en el suelo. En un ensayo de campo, la produccién de semillas por planta de C.
album varié desde 30.000 a 176.000 (Harrison, 1990). Semillas procedentes de
plantas fertilizadas con nitrdgeno muestran mayor capacidad para germinar (Faw-
cett y Slife, 1978; Saini et al., 1985a y b; Bouwmeester, 1990). Arvenses controla-
das quimicamente producen menos semillas (73.000/m?) que las controladas mecé-
nicamente (766.000/m?) (Perron y Légére, 2000).

Las semillas de C. album presentan abundante polimorfismo. Algunas son ma-
rrones, pero la mayoria son negras, y pueden tener la superficie lisa o reticulada
(Williams y Harper, 1965). La produccion de distintas semillas en C. album es
influenciada por las condiciones ambientales (Karssen, 1970). La formacion de
semillas marrones, con elevado peso por semilla y una fina cubierta es promovida
por los dias cortos. Dias largos provocan la formacion de semillas pequefias, ne-
gras, con gruesas cubiertas. Estas Gltimas presentan latencias, mientras las marro-
nes estan listas para germinar una vez cosechadas. La latencia aumenta con el gro-
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sor de la cubierta. Ademas de las diferencias en germinacién y latencia provocadas
por las condiciones ambientales, C. album también muestra grandes variaciones
ecotipicas (Bouwmeester y Karssen, 1993).

La latencia de C. album fluctta siguiendo un patrén estacional (Baskin y Bas-
kin, 1977; Karssen 1980/81). En las zonas templadas, la emergencia de C. album
empieza en primavera, s mayor en abril-mayo y continla durante el verano (Ro-
berts, 1964; Roberts y Rickets, 1979; Hakansson, 1983; Ogg y Dawson, 1984; Van
der Brand, 1987). En agosto-septiembre se produce una emergencia tardia (Wi-
lliams, 1963; Williams y Harper, 1965; Roberts y Ricketts, 1979; Hakansson,
1983).

C. album es una planta anual, con fotosintesis tipo C3. Se compard su capaci-
dad fotosintética con la de A. retroflexus, planta C4 que se desarrolla en condicio-
nes ecoldgicas similares, mostrando este Ultimo una gran eficiencia fotosintética en
el uso del nitrégeno foliar y del agua, mayor que C. album (Sage y Pearcy, 1987).

Se ha catalogado a C. album como una de las 10 arvenses resistentes a herbici-
das de mayor importancia econdmica (Basu et al., 2004). El uso intensivo de las
triazinas, especialmente en el monocultivo del maiz, seleccion6 genotipos de C.
album resistentes en los afios 80, tanto en Europa como en Estados Unidos (Arnt-
zen et al., 1981; LeBaron y McFarland, 1990; LeBaron, 1991). En la mayoria de
plantas superiores, la resistencia contra la atrazina confiere un alto nivel de resis-
tencia cruzada a las triazinonas, que es debida a una mutacion en una proteina del
Fotosistema Il (Gronwald, 1994; Devine y Shukla, 2000). Esta mutacion ha sido
detectada en los biotipos de C. album resistentes a la atrazina (Bettini et al., 1987;
Naber et al., 1990). Recientemente se han detectado biotipos de C. album resisten-
tes al metamitron (herbicida triazinona) en Bélgica, Francia y Suecia (Mechant et
al., 2007, Thiel et al., 2010). Se han observado poblaciones de C. album que no
responden al glifosato, en cultivo de soja resistente al glifosato (Owen y Zelaya,
2005) y se han identificado numerosos biotipos de C. album tolerantes al glifosato
(Westhoven et al., 2008).

Independientemente de las tacticas usadas, C. album es una arvense de dificil
manejo. Se ha adaptado a los sistemas de laboreo de conservacion (Owen y Zelaya,
2005).

En la medicina tradicional, C. album ha sido utilizado por sus propiedades di-
uréticas, laxantes, sedantes, hepatoprotectoras y antiparasitarias durante décadas
(Said, 1969; Fournier, 1999; Rivera et al., 2005). Ademas se emplea para curar la
anorexia, tos, disenteria, diarrea, edemas y hemorroides. Se han descrito sus usos
culinarios, consumido como verdura hervida o frita (Lentini y Venza, 2007;
Chadha, 2009). Recientemente ha sido demostrada su actividad antihelmitica (Jab-
bar et al., 2007).

Diversos trabajos se han llevado a cabo para estudiar las propiedades alelopati-
cas de C. album. La adicion de extractos y restos enterrados de C. album en mace-
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tas de tomate, redujo su peso fresco y seco, y el contenido en nitrégeno, fésforo,
potasio, calcio y magnesio de sus tallos (Qasem y Hill, 1989). Diferentes extractos
de C. album (hojas, raices, planta entera, restos y suelo de su rizosfera) inhibieron
la germinacion y el crecimiento de Cassia occidentalis (arvense) y Phaseolus au-
reus (cultivo), y sus restos enterrados mermaron el desarrollo de ambas especies,
disminuyendo su altura, biomasa y contenido en clorofila y proteinas. Numerosos
compuestos fenolicos, conocidos por su fitotoxicidad, como &cidos fendlicos (gali-
co, clorogeénico, cafeico, vainillico, p-cumarico, siringico y ferulico) fueron identi-
ficados en los diferentes extractos y en el suelo enmendado con restos de C. album
(Batish et al., 2006a).

Asimismo, existen numerosos estudios sobre los efectos fitotdxicos o alelopéa-
ticos de diferentes especies para el control de C. album. Extractos acuosos de hojas
de Helianthus annuus L. redujeron la incidencia de C. album en campos de trigo
(Anjum y Bajwa, 2007). Residuos de Secale cereale L. controlaron la germinacion
y el crecimiento de C. album (Barnes et al., 1986; Tabaglio y Gavazzi, 2006), sin
embargo en otros ensayos no mostraron efecto sobre esta arvense (Tabaglio et al.,
2008). Entre 25 aceites esenciales probados, los de Thymus vulgaris L., Satureja
hortensis L., Cinnamomun zeylanicum L. y Syzigium aromaticum L., mostraron
mayores efectos fitotoxicos sobre C. album (Tworkoski, 2002). El aceite esencial
de Satureja montana L. impidié completamente la germinacion de C. album y el de
T. vulgaris la redujo drasticamente en ensayos in vitro (Angelini et al., 2003). El
aceite esencial de Origanum acutidens inhibié completamente la germinacién vy el
crecimiento de C. album (Kordali et al., 2008) en ensayo realizado con macetas en
camara de cultivo.

e -

Chenopodium album L.
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2.3.2.4. Conyza canadensis (L.) Crong.

C. canadensis (familia Compuestas) es una planta anual, cosmopolita (Weaver,
2001; Basu et al., 2004), nativa de Norteamérica (Cronquist, 1943). Fue introduci-
da en Europa hace unos 350 afios, donde se ha convertido en una de las especies
méas abundantes (Thebaud y Abbott, 1995), considerandose la planta de origen
americano mas completamente naturalizada en Europa (Frankton y Mulligan,
1987).

En todo el mundo, C. canadensis es una arvense importante en mas de 40 cul-
tivos (Holm et al., 1997). Infesta huertos, vifiedos, campos de maiz, soja y algoddn,
especialmente aquellos donde se emplean técnicas de no laboreo o laboreo de con-
servacion, y pastos (Kapusta, 1979; Buhler, 1992; Wiese et al., 1995). También es
comun en cultivos de cebolla (Allium cepa L.) y zanahoria (Daucus carota L.), en
suelos organicos, particularmente en ausencia de rotacion de cultivos (Leroux et
al., 1996).

Algunas plagas de cultivos se hospedan en C. canadensis (Weaver, 2001; Ze-
laya et al., 2007). Sus hojas causan irritacion en la piel a algunos individuos y a los
caballos (Frankton y Mulligan, 1987).

Se ha empleado C. canadensis en la medicina tradicional (Holm et al., 1997),
como homeostatica, astringente y diurética, y para el tratamiento de la disenteria y
diarrea (Jan et al., 2010). Sus extractos acuosos han sido utilizados contra la hiper-
tension (Lasserre et al., 1983). La planta contiene una variedad de flavonoides y
taninos, ademas de aceite esencial (Strzelecka y Glinkowska, 1981; Czeczot et al.,
1990; Lis y Gora, 2000).

C. canadensis ha desarrollado resistencias a los herbicidas amidas, bipiridilos,
glicinas (glifosato), imidazolinas, sulfonilureas y triazinas, en mas de 10 paises en
todo el mundo, por lo que es considerada una de las 10 arvenses resistentes a herbi-
cidas de mayor importancia econémica (Weaver, 2001; Basu et al., 2004; Feng et
al., 2004; Heap, 2006).

Existen algunos trabajos sobre la actividad alelopatica de extractos de C. cana-
densis sobre la germinacion y el crecimiento de otras especies, pero la bibliografia
es escasa Y reciente (Shaukat et al., 2003). No tenemos conocimiento de trabajos
previos sobre los efectos fitotdxicos de aceites esenciales o extractos acuosos de
plantas para el control de C. canadensis.

2.3.2.5. Parietaria judaica L.

P. judaica (familia Urticaceas) es una planta ruderal y viaria, de habitat saxico-
la y riparia de ambientes urbanos, hallandose con frecuencia adosada a paredes y
muros, y en suelos nitrificados. Se encuentra ampliamente distribuida en el sudoes-
te de Asia, el sur y oeste de Europa y en la region Mediterranea, e introducida en
Norteamérica (Flora Europea, 2005). Recientemente se ha incorporado como ar-
vense debido a cambios en las técnicas de cultivo, como el empleo del no laboreo.
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P. judaica es una de las fuentes mas importante de polen alérgeno en la zona
Mediterranea (Stumvoll et al., 2003; Fotiu et al., 2011). La mayoria de trabajos
existentes sobre esta especie han sido llevados a cabo para caracterizar los alérge-
nos presentes en su polen (Ford et al., 1986; Costa et al., 1994; Duro et al., 1996;
Stumvoll et al., 2003), ademés de estudiar distintos factores que condicionan la
concentracién del mismo en el ambiente (Fornaciari et al., 1992; Galan et al.,
2000; Fotiu et al., 2011).

P. judaica crece abundantemente en zonas urbanas, industriales y terrenos
baldios. Produce gran cantidad de semillas, con buena dispersion, y germina en un
amplio rango de temperaturas. Presenta plasticidad fenotipica y compite con otras
especies, excluyéndolas. Ofrece resistencia a herbicidas. Los escasos trabajos exis-
tentes sobre el control de P. judaica indican que son necesarias aplicaciones repeti-
das para evitar su recrecimiento (Bass y Clements, 1990).

En la medicina tradicional se ha empleado P. judaica como lenitivo intestinal,
antiequimotico y contra los dolores reumaticos (Leporatti y Corradi, 2001).

No ha sido estudiado su potencial alelopéatico sobre otras especies, ni los efec-
tos alelopaticos o fitotoxicos de otras especies sobre ella.

Conyza canadensis (L.) Cronq
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3. Materiales y métodos.

3.1. Material vegetal.
3.1.1. Arvenses.

Con objeto de obtener semillas para la realizacion de ensayos, se recogieron
plantas en estado de fructificacion de las especies Amaranthus hybridus L., Portu-
laca oleracea L., Chenopodium album L., Conyza canadensis (L.) Crong. y Parie-
taria judaica L. entre octubre de 2005 y agosto de 2008 de campos de cultivo si-
tuados en Puzol, Sagunto, Sinarcas, Sollana y Valencia (provincia de Valencia,
Espafia), y en Villavieja y Vall d’Alba (provincia de Castellon, Espafia). Plantas de
Conyza canadensis (L.) Crong. también fueron recolectadas en campos de Baghe-
ria (provincia de Palermo, Sicilia, Italia) en octubre de 2009. Durante 15 dias las
plantas se secaron en laboratorio, a temperatura ambiente. Posteriormente se extra-
jeron las semillas, que fueron seleccionadas, eliminando las que tuvieron un tama-
fio, color, forma o estado de maduracion anomalo. Las semillas se conservaron en
placas Petri de 9 cm de diametro selladas con Parafilm, y se hicieron dos lotes con
semillas de cada planta, conservandose el primero a temperatura ambiente (para
evitar la aparicion de latencias debido al frio) y el segundo en nevera a 4°C, hasta el
momento de su utilizacion.

3.1.2. Especies fuente de aceites esenciales y extractos acuosos.

Para la extraccion de aceites esenciales y obtencion de extractos acuosos se re-
colectaron partes aéreas de Lantana camara L., Eucalyptus camaldulensis Dehnh.
y Eriocephalus africanus L. de rotondas y jardines de la ciudad de Valencia y de
Burjasot (provincia de Valencia, Espafia) entre mayo de 2005 y junio de 2009. Con
el mismo proposito, partes aéreas de Cistus ladanifer L. fueron recolectadas de la
Sierra de Guadarrama (San Lorenzo del Escorial, provincia de Madrid, Espafia)
entre junio de 2006 y junio de 2009 y partes aéreas de Artemisia gallica Willd. se
recolectaron de las marjales de Puzol (provincia de Valencia, Espafia) y Torreblan-
ca (provincia de Castellon, Espafia) entre enero de 2007 y junio de 20009.

Con el fin de obtener sus aceites esenciales, se recolectaron partes aéreas de
Artemisia annua L., Lavandula angustifolia Mill., Eucalyptus camaldulensis
Dehnh. y Rosmarinus officinalis L. en septiembre-octubre de 2009 en Sparacia
(Provincia de Agrigento, Sicilia, Italia). Con el mismo fin fueron recolectadas par-
tes aéreas de Thymus capitatus (L.) Hoffmanns. et Link en junio de 2006, en plena
floracion, en Enna (provincia de Enna, Sicilia, Italia) y en enero de 2010, en estado
vegetativo, en Riesi (provincia de Caltanissetta, Sicilia, Italia), y partes aéreas de
Tagetes lemmonii A. Gray se recolectaron en enero de 2010 en Bagheria (provincia
de Palermo, Italia, Sicilia).

Tanto los aceites esenciales como los extractos acuosos se obtuvieron de forma
inmediata, a partir de planta fresca.
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3.2. Aceites esenciales procedentes de muestras comerciales y compuestos
patrén utilizados.

Se utilizaron en ensayos in vitro, para la evaluacion de su potencial herbicida,
aceites esenciales de Pelargonium odoratissimum (L.) L’Hér., Thymus vulgaris L.
y Origanum vulgare L. procedentes de muestras comerciales de la casa Titolchimi-
ca. Asimismo se utilizaron los compuestos patrén eucaliptol, carvacrol y eugenol,
procedentes de muestras comerciales de las casas Titolchimica, Fluka (Sigma-
Aldrich) y Carlo Erba respectivamente, para la evaluacién de su potencial herbicida
in vitro.

3.3. Obtencion y rendimiento de aceites esenciales.

En las especies L. camara, E. camaldulensis, E. africanus, C. ladanifer y A.
gallica los aceites esenciales se obtuvieron a partir de las hojas frescas, en el resto
de especies, a partir de las partes aéreas.

Para la obtencion de los aceites esenciales de especies recogidas en Espafia se
utilizé un aparato tipo Clevenger, y matraces redondos de 2 y 4 |. Se introdujo en
los matraces el material fresco, previamente pesado en balanza de precision, y se
afiadieron 1000 6 2000 ml de agua destilada, dependiendo en cada caso de la canti-
dad de muestra procesada. Mediante una manta calefactora se aplicé calor al ma-
traz redondo, generandose vapor de agua, que arrastré los componentes volatiles de
la droga, condensandose en el refrigerante, y pasando al tubo colector graduado,
donde se separ6 el aceite esencial. Este proceso se mantuvo durante al menos 3h,
finalizando la destilacion cuando se observd que la cantidad de aceite esencial des-
tilado no aumento en un periodo de 30 minutos.

Clevenger

Para la obtencion de los aceites esenciales de especies recogidas en Italia se
utiliz6 un extractor de aceites esenciales de 20 | de la casa Albrigi Luigi. Se lleno el
fondo del extractor con agua de uso corriente, introduciéndose el material vegetal.
Una vez cerrado el extractor herméticamente, era calentado mediante llama gene-
rada por gas butano, produciéndose vapor de agua, que arrastraba los componentes
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volatiles de la droga. Estos se condensaban al pasar por el refrigerante, recogiéndo-
se el aceite esencial en el tubo colector. Este proceso se mantuvo durante al menos
3h, finalizando la destilacion cuando se observd que la cantidad de aceite esencial
destilado no aumento en un periodo de 30 minutos.

El rendimiento medio expresado en v/w (volumen de aceite obtenido en milili-
tros, por gramos de planta destilados) de los aceites esenciales obtenidos de cada
especie se recoge en la Tabla 1.

Todos los aceites esenciales obtenidos se conservaron en nevera a 4°C.

Tabla 1. Rendimiento medio de los aceites esenciales obtenidos.

Especie Rendimiento (v/w)
L. camara 0.04
E. camaldulensis Valencia 0.71
E. camaldulensis Palermo 0.31
E. africanus 0.43
C. ladanifer 0.27
A. gallica Puzol 0.04
A. gallica Torreblanca 0.10
A. annua 0.47
L. angustifolia 2.00
R. officinalis 0.61
T. capitatus en floracion 2.49
T. capitatus en estado vegetativo 0.10
T. lemmonii 1.10

3.4. Determinacion de la composicién de aceites esenciales.

Para analizar la composicién gquimica, se prepard una dilucién con hexano al
10% de cada muestra de aceite esencial obtenido. La composicién cuantitativa se
analiz6 por cromatografia de gases y la composicion cualitativa se analiz6 por
cromatografia de gases-espectrometria de masas.

3.4.1. Composicién cuantitativa. Cromatografia de gases.

La cromatografia de gases fue realizada utilizando un cromatdgrafo modelo
Clarus 500GC Perkin-Elmer, equipado con un detector de ionizacion de llama
(FID), una columna capilar Hewlett—Packard HP-1 (metil silicona) de 30 m de
longitud, 0.2 mm de didmetro interno y 0.33 um de espesor de pelicula.

El programa de temperatura de la columna utilizado fue 60°C durante cinco
minutos, con un gradiente de 3°C/min hasta llegar a 180°C, a continuacién se em-
pled un gradiente de 20°C/min hasta llegar a 280°C, manteniendo esta temperatura
durante diez minutos.

El gas portador, fue helio a un flujo de 1 ml/ min. El FID fue mantenido a una
temperatura de 250°C y el inyector a 220°C.
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Los indices de retencion de Kovats, empleados para identificar los compuestos,
fueron calculados usando una mezcla de hidrocarburos Cg-Csy, que se cromatogra-
fié cuando se analizaron las muestras. Una vez obtenidos los tiempos de retencion,
expresados en minutos, de cada uno de los componentes del aceite esencial, se
determino el indice de Kovats a partir de la siguiente formula:

IK = 100 * (n° C HCps + [(log TR X - log TR HC,.1) / (1og TR HCh1 - log TR HC,.1)])

Siendo:

n°® C HC,.1: numero de carbonos del hidrocarburo anterior al compuesto
TR X: tiempo de retencion del compuesto

TR HC,;: tiempo de retencidn del hidrocarburo anterior al compuesto
TR HC,.1: tiempo de retencidn del hidrocarburo posterior al compuesto

3.4.2. Composicion cualitativa. Cromatografia de gases-espectrometria de
masas.

La cromatografia de gases-espectrometria de masas se realiz6 con un aparato
Varian Saturn 2000 equipado con una columna capilar Varian C.S. VA-5MS de 30
m de longitud, 0.25 mm de diametro interno y 0.25 um de espesor de pelicula. El
modo de inyeccién empleado fue en split con un ratio de 1:25.

Los espectros de masas fueron obtenidos dentro de un rango de masas (m/z) de
28-400 u.m.a., con un voltaje de ionizacion de 70 eV.

Se usaron las mismas condiciones de trabajo que para el cromatdgrafo de ga-
ses.

Junto con las muestras se cromatografié una mezcla de hidrocarburos Cg-Cs,
para calcular posteriormente los indices de retencion de Kovats, de la forma descri-
ta en el apartado anterior.

Los compuestos fueron identificados por su espectro de masas (Adams, 2007),
confirmando su identidad con los indices de Kovats y comparando sus espectros de
masas y sus tiempos de retencion con otros de muestras patron o con datos dispo-
nibles en la libreria NIST 98 y en la literatura.

3.5. Obtencion de extractos acuosos.

Los extractos acuosos se obtuvieron siguiendo el método descrito por Pérez et
al. (2002). Para obtener los extractos acuosos necesarios para los ensayos in vitro,
se maceraron 20 g de hojas de L. camara, E. camaldulensis, E. africanus, C. lada-
nifer o A. gallica con 200 ml de agua destilada introduciéndose a continuacion en
un bafio a 80°C durante 15 minutos. A continuacion se filtro la solucién acuosa
obtenida, extrayéndose de nuevo el marco con 100 ml de agua destilada en bafio
maria a 80°C durante otros 15 minutos. Se volvi6 a filtrar y se reunieron los filtra-
dos obtenidos, centrifugdndolos a 3000 rpm durante 10 minutos. No se obtuvo
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sedimento en ninguno de los extractos preparados. El extracto obtenido se consi-
derd la concentracion béasica (100%). Se conservaron los extractos en congelador a
-40°C hasta el momento de su aplicacion en los ensayos. Para la preparacion de las
concentraciones de ensayo, se diluydé con agua destilada el extracto original
(100%), obteniéndose las concentraciones del 50, 30 y 10%.

Los extractos acuosos utilizados en los ensayos de invernadero y campo se ob-
tuvieron siguiendo el mismo protocolo, pero aumentando las cantidades de planta
(en este caso, L. camara, E. camaldulensis, E. africanus y C. ladanifer) y agua,
siempre en las mismas proporciones. En este caso, los extractos no se centrifuga-
ron, ya que al prepararlos para los ensayos in vitro se comprob6 que no dejaban
sedimento.

Diferentes etapas del proceso de obtencidn de extractos acuosos

3.6. Determinacion de la composicion de extractos acuosos.

Los extractos acuosos fueron liofilizados y se prepararon dos muestras de cada
uno de ellos a una concentracion de 3 mg/ml, una en agua y otra en metanol. Se
analizé la composicion de los extractos acuosos mediante HPLC-MS (High Per-
formance Liquid Chromatography) utilizando un sistema Waters Acquity HPLC-
PDA (Waters Corp., Milford, USA), acoplado a un Q-TOF espectrémetro de mi-
cromasas. El sistema estaba equipado con una bomba de disolventes binaria, un
inyector de muestras automatico, un compartimento para columnas y un detector
PDA 2996, conectado al software Waters Masslynx 4.1. Se utilizé una columna
Acquity BEH C18 (2.1 x 100 mm, 1.7 um) a 30°C. La fase movil estaba constituida
por acido férmico al 0.1% en agua ultrapura (1:1.000, v/v, fase A) y acetonitrilo al
0.1% en é&cido férmico (1:1.000, v/v, fase B). El gradiente utilizado fue 100% a
80% A en 3 minutos, 80% a 50% A en 7 minutos, 50% a 0% A en 3 minutos, man-
teniendo en 100% B 1 minuto y volviendo a 100% A en 2 minutos. El flujo fue de
0.2 ml/min. La temperatura del inyector de muestras se mantuvo a 20°C y el volu-
men de inyeccion fue de 5 pl.

Los espectros ultravioleta fueron adquiridos entre 210 y 500 nm con una reso-
lucion de 1.2 nmy 20 puntos/segundo de velocidad de muestreo.
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El anélisis de los espectros de masas fue llevado a cabo mediante ionizacién
por electrospray en modo positivo. El espectrémetro de masas fue calibrado con
formiato de sodio (10 ng/ul en 90:10 propan-2-ol:agua).

Las condiciones de analisis fueron las siguientes: voltaje capilar 3.0 kV, voltaje
de cono 30 eV, temperatura de desolvatacion 300°C, temperatura de la fuente
120°C, flujo de gas en el cono 50 I/h, flujo de gas de desolvatacién 650 I/h, energia
de colision 10 eV.

Los espectros de masas fueron adquiridos en modo centroide, en un rango de
exploracion de relacion masa-carga 100 a 1.400, con un tiempo de exploracion de
0.3 segundos y un tiempo entre exploraciones de 0.1 segundos.

3.7. Ensayos de actividad fitotoxica in vitro.

En los primeros ensayos in vitro realizados, en concreto los de evaluacion del
potencial herbicida de los extractos acuosos de L. camara, E. camaldulensis y E.
africanus sobre A. hybridus, P. oleracea y C. album, se utiliz6 una metodologia
distinta a la empleada en todos los demés ensayos in vitro. En los primeros, se eva-
lu6 de forma independiente (en 2 ensayos distintos) los efectos de los extractos
acuosos frente a la germinacién y el crecimiento de dichas arvenses, mientras que
en los demas tratamientos se evaluaron ambos efectos de forma conjunta (un Gnico
ensayo). También el método de medicion de las plantulas fue distinto en ambos
casos, aunque se evalud siempre la misma variable (longitud de la plantula, consi-
derada como longitud del coleoptilo mas longitud de la radicula). Ambos métodos
se describen detalladamente a continuacion.

3.7.1. Evaluacion del potencial de inhibicion de la germinacion.

Para llevar a cabo los ensayos de inhibicidn de la germinacién se sembraron 20
semillas de cada especie arvense (A. hybridus, P. oleracea y C. album) en placas
Petri de 9 cm de didmetro. Como sustrato se utilizaron dos discos de papel de filtro
de 9 cm de diametro y 50 g/m* de espesor, y otros dos cubrieron las semillas, sien-
do impregnados con 4 ml de agua destilada (control) o de la solucién correspon-
diente (10, 30, 50 y 100%) de los extractos acuosos de L. camara, E. camaldulensis
o E. africanus. Las placas se sellaron con Parafilm. Se realizaron 5 repeticiones
(100 semillas) por cada concentracion de los diferentes extractos, para cada una de
las 3 especies arvenses.

Las placas con semillas de A. hybridus se incubaron en cdmara de germinacion
(marca Selecta, modelo 484) a una temperatura constante de 27.0+£0.1°C, con un
fotoperiodo de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad (Steckel et al., 2004).

Las placas con semillas de P. oleracea y C. album se incubaron en cdmara de
germinacion (marca ASL, modelo F4), a una temperatura de 30.0+0.1°C durante 16
horas de luz y 20.0£0.1°C durante 8 horas de oscuridad (Angelini et al., 2003).
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Las condiciones de incubacion fueron seleccionadas en base a la bibliografia
existente y a ensayos preliminares.

El efecto de los extractos acuosos sobre la germinacion de las arvenses se eva-
lud registrando las semillas germinadas en cada placa. La primera lectura se realiz6
a los 3 dias de incubacién en el caso de A. hybridus y P. oleracea y a los 5 en el
caso de C. album (ya que su germinacién fue mas lenta). Las posteriores lecturas se
hicieron cada 2 dias, durante un total de 10 dias. Cada vez que se leyeron las placas
se sellaron de nuevo con Parafilm, no afadiéndose agua ni las correspondientes
soluciones acuosas durante el ensayo.

3.7.2. Evaluacién del potencial de inhibicién del crecimiento.

Los ensayos de inhibicion del crecimiento se realizaron sobre plantulas de la
arvense correspondiente (A. hybridus, P. oleracea y C. album) con una longitud de
radicula de entre 1 y 5 mm. Para obtener dichas plantulas, previamente se sembra-
ron 50 placas con 20 semillas de cada especie arvense, en las condiciones descritas
para los controles de los ensayos de inhibicion de la germinacion. En el caso de las
semillas de A. hybridus a los 2 dias de incubacién, a los 3, si se trataba de P. olera-
cea, y alos 5, en C. album, se consiguieron plantulas con estas caracteristicas. Para
el ensayo de inhibicion del crecimiento se dispusieron 10 plantulas en placas Petri
en las mismas condiciones descritas anteriormente para los ensayos de inhibicién
de la germinacidn, realizandose 5 repeticiones (50 plantulas) por cada concentra-
cioén de los correspondientes extractos, para cada una de las arvenses ensayadas.

Para evaluar la actividad de los extractos acuosos sobre el crecimiento de las
plantulas se midio la longitud de las mismas (hipocotilo mas radicula) con un pie
de rey digital. La primera medida se efectu6 a los 3 dias de incubacion. Posterior-
mente se midieron las plantulas cada 2 dias, durante un total de 7 dias. Cada vez
gue se efectud la medida, las placas se sellaron con Parafilm. No se afiadi6 agua ni
las correspondientes soluciones acuosas durante el ensayo.

3.7.3. Evaluacion del potencial de inhibicion de la germinacion y el crecimien-
to en un Unico ensayo.

Se sembraron 20 semillas de cada especie arvense (A. hybridus, P. oleracea, C.
album, C. canadensis o P. judaica) en las mismas condiciones descritas para los
ensayos anteriores, afiadiéndose 4 ml de agua destilada (control y ensayos con acei-
tes esenciales y compuestos patron) o de la solucién correspondiente (10, 30, 50 y
100%) de los extractos acuosos. Los aceites esenciales y los compuestos patrén
fueron afiadidos en volimenes de 0 (control, s6lo con agua destilada), 0.5, 1, 2y 4
pl, obteniéndose concentraciones de 0.125, 0.25, 0.5 y 1pl/ml respectivamente. Las
placas fueron selladas con Parafilm. Se realizaron 5 repeticiones (100 semillas) por
cada tratamiento.

En los ensayos realizados en Valencia, las semillas se incubaron en dos cama-
ras de germinacion (una, marca ASL, modelo F4 y otra marca CLIMAS modelo
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APG-GROW), a una temperatura de 30.0+0.1°C durante 16 horas de luz y
20.0+0.1°C durante 8 horas de oscuridad.

En los ensayos realizados en Palermo (ensayos de actividad herbicida de los
aceites esenciales de E. camaldulensis de Palermo, A. annua, L. angustifolia, R.
officinalis, T. capitatus (tanto floracion como estado vegetativo), P. odoratissimum,
T. vulgaris y O. vulgare, y de los compuestos eucaliptol, carvacrol y eugenol sobre
P. oleracea y C. canadensis) las semillas se incubaron en camara de cultivo WTB-
Binder a una temperatura constante de 25.0+£0.1°C, con un fotoperiodo de 12 horas
de luz y 12 horas de oscuridad.

Para evaluar la actividad herbicida tanto de los aceites esenciales y sus com-
puestos patron, como de los extractos acuosos, se hicieron lecturas de las placas, a
los 3 (s6lo en A. hybridus y P. oleracea, al iniciar la germinacion antes que las
demas especies arvenses), 5, 7, 10 y 14 dias de incubacidn. Se registr6 el niumero
de semillas germinadas y se obtuvieron imagenes digitales de las plantulas creci-
das, para posteriormente medir su longitud (coleoptilo méas radicula), procesando
las imagenes mediante el programa Image Tool. Cada vez que se leyeron las placas
se sellaron de nuevo con Parafilm, no afiadiéndose agua, soluciones de los extrac-
tos acuosos ni aceites esenciales o compuestos patron durante los ensayos.

3.7.4. Evaluacion de la reversibilidad de los efectos inhibitorios producidos
por aceites esenciales y compuestos patrén in vitro.

Se llevo a cabo una prueba preliminar con semillas de arvenses que habian sido
tratadas con aceites esenciales y compuestos patrén (ensayos descritos en el apar-
tado anterior), con el fin de evaluar la reversibilidad de los efectos fitotoxicos de
los mismos. Se emplearon semillas de P. oleracea y C. canadensis previamente
tratadas con aceites esenciales de E. camaldulensis (Sicilia), T. capitatus en estado
vegetativo, P. odoratissimum, O. vulgare, y con carvacrol y eugenol. Para ello, una
vez finalizado el ensayo de evaluacion de la actividad herbicida in vitro, las semi-
Ilas tratadas con aceites esenciales y compuestos puros que no habian germinado,
fueron trasferidas a agua destilada, para estudiar si el efecto inhibitorio ejercido por
estos aceites o por los compuestos puros sobre su germinacion era temporal, mien-
tras durase la exposicion a los mismos, o perduraba en su ausencia. Se colocaron
las semillas en placas Petri con agua destilada en las mismas condiciones de prepa-
racion e incubacion descritas para los controles de los ensayos anteriores, re-
gistrandose el nimero de semillas germinadas a los 20 dias.

3.8. Ensayos de actividad fitotdxica en invernadero.
3.8.1. Evaluacion del potencial herbicida.

Se realizaron 2 ensayos, en los invernaderos de la Universidad Politécnica de
Valencia, uno en los meses de junio a septiembre de 2008, en el que se evaluo el
potencial herbicida de los extractos acuosos de L. camara, E. camaldulensis y E.
africanus, y otro en los meses de julio a septiembre de 2009, en el que se evaluo el
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potencial herbicida del extracto acuoso de C. ladanifer y de los aceites esenciales
de E. camaldulensis y E. africanus.

En ambos ensayos se prepararon 3 bandejas (56.5 x 36.5 x 12 cm) por cada tra-
tamiento y 3 control (agua), con una capa de 5 cm de espesor de perlita en la base,
y una capa superior de 5 cm de suelo vegetal procedente de cultivo de citricos
abandonado. En el segundo ensayo se afiadieron, ademas de las mencionadas, 3
bandejas control con Tween (agua mas Tween 20), producto utilizado para emul-
sionar los aceites esenciales (Angelini et al., 2003). Previamente se verificd in vitro
que la dosis de Tween 20 empleada para emulsionar los aceites esenciales no tenia
efectos sobre la germinacion de semillas de A. hybridus, P. oleracea, C. album, C.
canadensis y P. judaica.

Se realizd una Unica aplicacion de los siguientes tratamientos: 41 de agua (con-
troles), 41 de agua mas Tween 20 a la concentracién de 100 mg/l (control mas
Tween 20), 41 de extracto a la concentracion del 100%, 41 de agua més aceite esen-
cial a la concentracién de 0.5 pl/ml, para llevar el suelo hasta la capacidad de cam-
po. Una vez por semana, se regd con agua destilada y se registraron e identificaron
las arvenses desarrolladas. Los ejemplares arvenses se recolectaron durante la flo-
racion y se evalué su peso fresco y seco. Durante ambos ensayos se registraron los
datos de temperatura y humedad relativa del invernadero con una sonda HOBO Pro
V2.

F -
Preparacion ensayos de invernadero

3.8.2. Evaluacién de la fitotoxicidad de aceites esenciales sobre cultivos.

En los invernaderos de la Unita di ricerca per il recupero e la valorizzazione
delle specie floricole mediterranee (CRA-SFM) de Bagheria (Palermo) se llevé a
cabo un ensayo para evaluar la posible toxicidad de los aceites esenciales de E.
camaldulensis (Sicilia), L. angustifolia, T. capitatus en estado vegetativo, P. odora-
tissimum y O. vulgare, y de carvacrol y eugenol sobre los cultivos Vicia faba L.
var. minor (Harz) Beck, Triticum durum Desf., Hordeum vulgare L., Avena sativa
L., Cicer arietinum L., Vicia sativa L. y Lens culinaris Medik.

Se prepard 1 semillero por cada cultivo, en bandejas de 40 alveolos de poliesti-
reno expandido, disponiendo 3 semillas en cada alveolo. Cuando las semillas ger-
minaron y se dispuso de plantulas de los distintos cultivos con al menos 2 hojas (a
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las 3 semanas después de montar los semilleros) se realizaron los tratamientos.
Para ello se prepararon soluciones con los aceites esenciales y los compuestos
patron utilizados en agua, a una concentracion de 1 pl/ml, utilizando como emul-
sionante aceite de soja al 40% “Fitoil”, de Agribiotec.

Los semilleros tenian 8x5 filas. En cada una de las 8 filas se realizaron los dis-
tintos tratamientos (sorteados al azar), habiendo 5 repeticiones, con 2-3 plantulas
cada una. Se aplicaron las soluciones de los aceites esenciales y carvacrol y euge-
nol con un pulverizador, mojando bien todas las plantulas.

Para evaluar los posibles efectos fitotdxicos de los aceites esenciales o los
compuestos patron sobre los diferentes cultivos, se realiz6 una inspeccion minucio-
sa de las plantulas a las 24 y 48h tras la aplicacion de los tratamientos.

Semilleros de cultivos para ensayo de fitotoxicidad y aplicacion de los tratamientos

3.9. Ensayo de actividad herbicida en campo.

Se realizé un ensayo de campo, para evaluar la actividad herbicida de los ex-
tractos acuosos de L. camara, E. camaldulensis y E. africanus, que se llevé a cabo
en una parcela del IVIA situada en Moncada (Valencia), en los meses de marzo a
agosto de 2008.

s Ll S

Montaje ensayo de campo. Primer tratamiento.

El suelo, de textura franca, fue homogeneizado mediante labor mecénica de 25
cm de profundidad. Se establecié un disefio experimental con cuadros de 0.25 m?
dispuestos al azar (3 repeticiones por tratamiento y 3 control). Se aplicé mediante
pulverizacion un primer tratamiento en preemergencia (17.03.2008) hasta llevar el
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suelo a la capacidad de campo a una profundidad de 10 cm. Se precisaron 10 | de
extracto o agua en cada cuadro. Posteriormente se realizaron otros 2 tratamientos,
con intervalos de 15 dias, aplicando 5 | por cuadro. Periddicamente se evalud la
germinacion y se identificaron las arvenses germinadas viables. EI muestreo de
arvenses se realiz6 en la época de floracion y se determiné su rendimiento en peso
fresco y seco.

3.10. Tratamiento y andlisis estadistico de datos.

Los datos se procesaron mediante el paquete estadistico Statgraphics Plus 5.1.
Se aplico un andlisis de la varianza (ANOVA) a los resultados obtenidos, verifi-
cando previamente la homocedasticidad de los datos mediante los test de Cochran,
Bartlett y Levene.

Los porcentajes de germinacion fueron transformados antes de proceder a rea-
lizar el ANOVA mediante la formula y=arcosenVx, donde x era el porcentaje de
germinacion en tanto por uno, para satisfacer los requerimientos de homocedastici-
dad. En algunos casos fue necesario trasformar los datos de longitud de plantulas a
y=log(x+1), para cumplir con este requisito.

Los resultados de los ensayos de invernadero y campo (nimero de plantas des-
arrolladas, peso fresco y seco) también fueron sometidos a un analisis de la varian-
za, comprobando previamente su homocedasticidad.

El ANOVA se realiz6 utilizando el test de comparacion maltiple de Fisher (in-
tervalos LSD, Least Significant Difference) para la separacién de medias, con un
nivel de confianza del 95% (P<0.05). Las diferencias significativas entre los distin-
tos tratamientos se han indicado con letras diferentes en la misma columna, en
todas las tablas de resultados.

En la presentacion de los resultados, las medias se acompafian, tanto en tablas
como en figuras, del correspondiente valor del error estandar.
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4. Resultados

4.1. Composicion de los aceites esenciales.
4.1.1. Lantana camara L.

La composicion del aceite esencial de L. camara varia con el origen geografico
de la planta que lo elabora. Anteriormente no se habia determinado la composicién
de aceite de L. camara obtenido a partir de planta desarrollada en Espafa. Fueron
identificados 34 compuestos, representando el 96.22% de su composicion (Tabla
2). Este aceite se caracterizé por la ausencia de monoterpenos, siendo los sesqui-
terpenos hidrocarbonados el grupo mas importante tanto desde el punto de vista
cualitativo (con 20 compuestos identificados) como cuantitativo (88.96%). A este
grupo pertenecieron los componentes mayoritarios del aceite: o-curcumeno
(23.09%), B-cariofileno (17.54%), y-curcumeno (14.64%) y y-muuroleno (12.54%).
El resto de compuestos identificados fueron 12 sesquiterpenos oxigenados (6.21%)
y 2 diterpenos oxigenados (1.05%).

Tabla 2. Composicién del aceite esencial de Lantana camara L. (Valencia).

Compuesto IK Area (%) Compuesto IK Area (%)
hSesquiterpenos 88.96 Sesq_uiterpenos 6.21
idrocarbonados oxigenados
a-Copaeno 1378 0.25+0.17 Hidrato de 1556 t
B-Bourboneno 1388 0.24+0.16 cis-sesquisabineno
B-Elemeno 1393 3.45+0.65 E-Nerolidol 1565 t
Italiceno 1404 0.78+0.48 Germacreno-D-4-ol 1577 t
Sesquituyeno 1405 0.84+0.17 Espatulenol 1581 0.62+0.02
a-Cedreno 1413  0.64 £0.07 Oxido de cariofileno 1586  1.63 +0.56
B-Cariofileno 1419 17.54 +0.56 Cedrol 1600 0.27+£0.03
B-Copaeno 1432 0.05+0.00 Epoxido de humuleno 1611  0.49 £ 0.06
a-trans-Bergamoteno 1436 t Zingiberenol 1611 1.26+£0.26
cis-p-Farneseno 1445 0.73+0.01 tau-Cadinol 1643 1.27+0.10
a-Humuleno 1457 7.43+0.64 a-Cadinol 1658 0.29 £0.04
a-Acoradieno 1467 0.22 £0.02 epi-p-Bisabolol 1674 0.39+0.17
B-Acoradieno 1470 t epi-a-Bisabolol 1687 t
y-Muuroleno 1479 1254 +1.43 Diterpenos 1.05
a-Curcumeno 1480 23.09+2.10 oxigenados ’
y-Curcumeno 1482 14.64+1.06 Fitol 1945 0.96 +0.32
a-Muuroleno 1500 0.35+0.03 Fitol isomero 1974  0.09 +0.02
B-Bisaboleno 1507 0.67 £0.06
B-Curcumeno 1518 4.83+0.38 TOTAL IDENTIFICADO 96.22
B-Sesquifelandreno 1525  0.68 +0.04

Compuestos por grupos fitoquimicos y en orden de elucion en columna HP-1. t, trazas < 0.04%. IK,
indice de Kovats relativo a C4-C4, n-alcanos en la columna HP-1.

Los aceites esenciales de L. camara de diversos origenes (India, Madagascar,
Camerun, Brasil y Algeria) se caracterizan por presentar un alto contenido de com-
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puestos sesquiterpénicos (Singh et al., 1991; Mollenbeck et al., 1997; Ngassoum et
al., 1999; Da Silva et al., 1999; Khan et al., 2002; Zoubiri y Baaliouamer, 2011),
siendo los compuestos mayoritarios a-farneseno (29%) y germacreno-D (20.5%)
en muestras de aceite esencial de L. camara de la India (Singh et al., 1991; Khan et
al., 2002), p-cariofileno (19%) (Mdllenbeck et al., 1997) y davanona (15%) (Ngas-
soum et al., 1999) en muestras de Madagascar, y ar-curcumeno (25%) en muestras
de Camerun (Ngassoum et al., 1999). En tres muestras de aceite esencial de L.
camara de diferentes zonas de la region del Amazonas de Brasil se determinaron
como compuestos mayoritarios limoneno (16.5%), germacreno-D (28.4%) y ar-
curcumeno (31.9%) (Da Silva et al., 1999), mientras que B-cariofileno (35.7%) fue
el compuesto mayoritario en muestras de aceite esencial de L. camara de Algeria
(Zoubiri y Baaliouamer, 2011).

No se encontraron compuestos monoterpénicos en el aceite esencial obtenido
en Espafia, sin embargo, el limoneno (16.5%), monoterpeno hidrocarbonado, fue el
componente mayoritario, junto con a-felandreno (16.4%) de la muestra A de Brasil
(Da Silva et al., 1999), que contuvo también grandes cantidades de sabineno
(8.9%). El aceite esencial de L. camara de CamerUn presentd monoterpenos tanto
hidrocarbonados: sabineno (7.0%), a-pineno (5.0%) y B-pineno (3.9%), como oxi-
genados: 1,8-cineol (1.7%) y linalol (1.3%). Asimismo, se identificaron monoter-
penos hidrocarbonados (sabineno y mirceno, 2.2 y 1.2 %, respectivamente) y oxi-
genados (1,8-cineol y linalol en porcentajes cercanos al 1%), ademas de grandes
cantidades del sesquiterpeno oxigenado davanona (7.3%) en el aceite esencial rico
en compuestos sesquiterpénicos de L. camara de India (Rana et al., 2005). El acei-
te esencial de L. camara de Algeria contenia sabineno (1.6%) y diversos monoter-
penos, en cantidades muy pequefias (por debajo del 1%).

4.1.2. Eucalyptus camaldulensis Dehnh.

El aceite esencial de E. camaldulensis se obtuvo de planta tanto de Valencia
como de Sparacia. En el aceite esencial de Valencia se identificaron un total de 50
compuestos que representaron el 95.40% de su composicion (Tabla 3). EI mayor
nimero de compuestos determinados fueron monoterpenos oxigenados (25), cons-
tituyendo un 19.86%, sin embargo, la fraccion mas abundante correspondi6 a los
sesquiterpenos oxigenados (48.27%), destacando el espatulenol (41.46%) como
compuesto mayoritario. Los monoterpenos hidrocarbonados constituyeron la si-
guiente fraccion en importancia (14 compuestos identificados, 26.38%). A este
grupo pertenecié el segundo compuesto mayoritario encontrado, el p-cimeno
(21.92%), mientras que el tercer compuesto mas importante determinado fue el
monoterpeno oxigenado criptona (7.76%).

En el aceite esencial de E. camaldulensis procedente de Sparacia (Tabla 4), se
identificaron 43 compuestos (95.62% de su composicion). Al igual que en el aceite
procedente de Valencia, la mayoria de compuestos identificados fueron monoter-
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penos oxigenados (24 de un total de 43), representando el 35.38% de la composi-
cion del aceite y constituyendo el grupo mas abundante. Los monoterpenos hidro-
carbonados, con 12 compuestos determinados (30.54%) fueron la siguiente frac-

cién en importancia.

Tabla 3. Composicion del aceite esencial de Eucalyptus camaldulensis Dehnh.

(Valencia).
Compuestos IK  Area (%) Compuestos IK Area (%)
Monoterpenos 26.38 m-Cumenol 1230 0.10 £0.00
hidrocarbonados ) Aldehido cuminico 1242 1.17+0.10
a-Tuyeno 931 0.27 £0.05 Carvona 1245 t
a-Pineno 939 1.29+0.07 Carvotanacetona 1249 0.07 £0.01
Tuya-2,4(10)-dieno 960 0.09 +0.01 Piperitona 1255 0.10+0.00
Verbeneno 967 t p-Ment-1-en-7-al 1279 2.09+0.47
Sabineno 977 t a-Terpinen-7-al 1285 t
B-Pineno 979 0.07+0.00 Timol 1293 0.38£0.06
Mirceno 991 t Carvacrol 1302 0.98+0.11
a-Felandreno 1006 0.10+0.07 3-0x0-p-Ment-1-en-7-al 1335 t
a-Terpineno 1017 0.08 £0.05 Sesquiterpenos 089
p-Cimeno 1026 21.92+1.61 hidrocarbonados '
o-Cimeno 1028 1.21+0.10 allo-Aromadendreno 1464 0.89+0.21
Limoneno 1030 1.11+0.17 Sesquiterpenos 48.07
y-Terpineno 1060 0.19+0.08 oxigenados '
m-Cimeneno 1085 0.05+0.02 10,11-epoxi-Calameneno 1492  0.59 £ 0.03
Monoterpenos 19.86 Espatulenol 1581 41.46+3.04
oxigenados ' Viridiflorol 1595 0.13+0.02
Dehidro-1,8-cineol 993 t Ledol 1604 0.76 +0.06
1,8-Cineol 1033 1.92+0.32 Espatulenol isémero 1610 1.08+0.19
Oxido de cis-linalol 1076 0.07 £0.01 iso-Espatulenol 1634 1.39+0.30
Oxido de trans-linalol 1088  0.09 +0.06 tau-Muurolol 1645 0.48+0.13
Linalol 1100 0.46+£0.19 iso-biciclogermacrenal 1734 1.92+0.29
a-Tuyona 1106 0.07 +0.01 Otros t
cis-p-Ment-2-en-1-ol 1126 0.09 +0.02 5-Metil-3-hexen-2-ona 896 t
a-Canfolenal 1130 0.39+0.03 2-Nonanona 1092 t
cis-p-Menta-2,8-dien-1-ol 1139 0.19 +0.03
trans-p-Ment-2-en-1-ol 1143 0.36 £ 0.01 TOTAL IDENTIFICADO 95.40
Terpinen-4-ol 1180 2.56+0.43
Criptona 1185 7.76 +0.62
a-Terpineol 1192 0.93+0.15
Mirtenal 1197 t
Verbenona 1208 0.08 +0.01

Compuestos por grupos fitoquimicos y en orden de elucion en columna HP-1. t, trazas < 0.04%. IK,
indice de Kovats relativo a C4-C3, n-alcanos en la columna HP-1.
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Tabla 4. Composicion del aceite esencial de Eucalyptus camaldulensis Dehnh.

(Sparacia, Sicilia).

Compuestos por grupos fitoquimicos y en orden de elucion en columna HP-1. t, trazas < 0.08%. IK,

indice de Kovats relativo a Cg-Cs, n-alcanos en la columna HP-1.
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Compuestos IK  Area (%) Compuestos IK  Area (%)
Monoterpenos Sesquiterpenos
hidrocarbonados 3054 hidrocarbonados 178
a-Tuyeno 931 0.68 B-Cariofileno 1419 0.39
a-Pineno 939 1.88 allo-Aromadendreno 1464 1.39
Tuya-2,4(10)-dieno 960 0.20 Sesquiterpenos 2770
Sabineno 977 t oxigenados )
B-Pineno 979 3.80 10,11-epoxi-Calameneno 1492 0.22
Mirceno 991 0.17 Espatulenol 1581 26.40
a-Felandreno 1006 0.44 B-Atlantol 1711 0.59
a-Terpineno 1017 0.15 iso-Espatulenol 1634 0.49
p-Cimeno 1026 19.58 Otros 0.22
Limoneno 1030 3.04 Fenil-etil-3-metil butanoato 1492 0.22
y-Terpineno 1060 0.36
p-Cimeneno 1093 024 TOTAL IDENTIFICADO 95.62
Monoterpenos
oxigenados 3538
1,8-Cineol 1033 4.23
Linalol 1100 0.62
B-Tuyona 1118 0.18
cis-p-Ment-2-en-1-ol 1126 0.27
a-Canfolenal 1130 t
trans-Pinocarveol 1142 1.03
trans-p-Ment-2-en-1-ol 1143 t
Alcanfor 1156 0.25
Pinocarvone 1171 0.30
Terpinen-4-ol 1180 4.95
Criptona 1185 10.75
a-Terpineol 1192 1.69
Mirtenol 1199 0.42
cis-Piperitol 1200 0.18
trans-Carveol 1221 0.08
m-Cumenol 1230 0.29
Aldehido cuminico 1242 3.72
Carvona 1245 0.22
Piperitona 1255 0.13
Felandral 1274 4.26
a-Terpinen-7-al 1285 0.11
p-cimen-7-ol 1294 0.78
Carvacrol 1302 0.75
3-0x0-p-Ment-1-en-7-al 1335 0.17
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El compuesto mayoritario, al igual que en el aceite esencial procedente de Va-
lencia, resultd ser el sesquiterpeno oxigenado espatulenol (26.40%). EI segundo y
tercer compuestos mas abundantes también coincidieron con los identificados para
el aceite procedente de Valencia, siendo p-cimeno (19.58%) y criptona (10.75%).

La composicion del aceite esencial de E. camaldulensis de diferentes origenes
ha sido estudiada. Se pueden distinguir dos grupos de aceites con componentes
distintos: los que contienen 1,8-cineol como compuesto mayoritario, que incluye E.
camaldulensis de Mali, Mozambique, Nigeria, Egipto e Ir&n (Chalchat et al., 2000;
Pagula et al., 2000; Oyedeji et al., 2000; Maximous, 2004; Sefidkon et al., 2006) y
los que contienen espatulenol, p-cimeno y criptona como compuestos principales, y
pequefias cantidades de 1,8-cineol, al que pertenecen ambos aceites de E. camaldu-
lensis estudiados, siendo similares a E. camaldulensis del sur de Florida, Jerusalén
y Grecia (Pappas y Sheppard-Hanger, 2000; Chalchat et al., 2001;Tsiri et al.,
2003). Ambos tipos fueron identificados en clones de E. camaldulensis de Austra-
lia (Dunlop et al., 2000). Recientemente ha sido estudiada la composicién y varia-
bilidad del aceite de E. camaldulensis de Cerdefia (Barra et al., 2010), siendo muy
diversa segun la procedencia de las muestras, y presentando grandes fluctuaciones
durante el estado vegetativo. Los componentes mayoritarios determinados fueron
p-cimeno (27.8-42.7%), 1,8-cineol (4.1-39.5), B-felandreno (3.9-23.8%), espatule-
nol (2.1-15.5%) y criptona (3.2-10.2%).

4.1.3. Eriocephalus africanus L.

Un total de 60 compuestos fueron identificados en el aceite esencial de E. afri-
canus, constituyendo el 96.68% de su composicién (Tabla 5). Los monoterpenos
oxigenados (con 12 compuestos identificados) representaron la fraccion mas abun-
dante (64.17%), siendo la artemisia cetona (56.46%) el compuesto mayoritario. Sin
embargo el mayor nimero de compuestos identificados (21), fueron sesquiterpenos
oxigenados, constituyendo la segunda fracciéon en importancia (21.26%). A esta
fraccion pertenecen el segundo y tercer compuesto mayoritarios: intermedeol
(9.59%) y y-eudesmol (5.64%). Los componentes hidrocarbonados determinados
en el aceite esencial fueron 10 monoterpenos hidrocarbonados (7.09%) y 7 sesqui-
terpenos hidrocarbonados (3.64%).

No existen muchos trabajos sobre la composicion de este aceite esencial. De 6
poblaciones de E. africanus del Cabo (Sudéafrica) estudiadas, sélo en una de ellas
se determind la artemisia cetona (11.8%) como componente mayoritario del aceite
esencial (Njenga, 2006). El resto de poblaciones presentaron espatulenol (9.5%-
40.0%), santolina alcohol (29.9%) y 1,8.cineol (23.6%) como componentes mayo-
ritarios. En el aceite esencial de 3 poblaciones de E. africanus de la provincia de
Valencia se identificaron como compuestos mayoritarios artemisia cetona (56.46-
56.58%), intermedeol (9.19-11.63%) y y-eudesmol (4.26-5.64%) (Merle et al.,
2007).
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Tabla 5. Composicion del aceite esencial de Eriocephalus africanus L. (Valen-

cia).
Compuestos IK Area (%) Compuestos IK Area (%)
Monoterpenos 709 Germacreno-D-4-ol 1577 t
hidrocarbonados ) Espatulenol 1581 0.53+0.23
Santolina trieno 903 0.24+£0.00 Oxido de Cariofileno 1586  0.29 +0.04
Artemisia trieno 924  0.28 £0.02 B-Copaen-4-a-ol 1590 0.06 +0.03
a-Pineno 939 3.09+0.35 Viridiflorol 1595 t
Canfeno 954 t Guaiol 1601 0.22+0.10
Sabineno 977 0.03+0.01 10-epi-y-Eudesmol 1625 0.02+0.01
B-Pineno 979 1.65+0.05 1-epi-Cubenol 1630 0.02+0.01
Mirceno 991 0.13+0.01 y-Eudesmol 1635 5.64+1.38
p-Cimeno 1026 1.67 +0.18 Cariofila-4,8-dien-5-0ol 1640 0.95+0.15
Limoneno 1030 t tau-Cadinol 1643 t
y-Terpineno 1060 t tau-Muurolol 1645 0.89+0.42
Monoterpenos 64.17 B-Eudesmol 1650 0.03+0.01
oxigenados ' a-Eudesmol 1655 0.05+0.02
Yomaogi alcohol 996  2.99+0.17 Selin-11-en-4-a-ol 1661 0.03 £0.03
1,8-Cineol 1033 0.06 +0.00 Intermedeol 1667 9.59 +0.89
Artemisia cetona 1062 56.46 +1.99 Cariofilenol 1672 0.12+0.02
Artemisia alcohol 1082 1.71+0.13 Diterpenos t
trans-Pinocarveol 1141 0.55 +0.07 oxigenados
Oxido de Nerol 1161 t Fitol 1945 t
Pinocarvona 1166 1.13+0.15 Otros 0.52
Terpinen-4-ol 1180 0.03+0.01 1-Octeno 793  0.07£0.02
Arte{ni’sia cetona 1186  0.68+0.06 1-Octen-3-ol 979 t
isdbmero Hexanal 803 t
Mirtenal 1197 0.45+0.02 Acetato de butilo 813 t
Mirtenol 1199 t 7-Metil-1-octeno 852 0.24+0.11
Acetato de geranilo 1380 0.11+0.01 1-Noneno 889  0.04 £0.02
Sesquiterpenos 364 Benzaldehido 966 0.03+0.01
hidrocarbonados ) 3-Octanona 984  0.10+0.02
a-Copaeno 1378 0.17+0.10 Acetato de
B-Cariofileno 1419 1.27+0.50 cis-3-Hexenilo 1006 0.04£0.02
a-Humuleno 1457 0.09 £0.05
allo-Aromadendreno 1464  0.03 +0.03 TOTAL IDENTIFICADO 96.68
Biciclogermacreno 1500 1.48+0.29
7-epi-a-Selineno 1522 0.30+£0.06
8-Cadineno 1526 0.30£0.06
Sesq_wterpenos 21.26
oxigenados
Kesano 1530 0.65+0.29
Liguléxido 1536 1.26 £0.03
Elemol 1549 0.82+£0.37
Liguldxido isémero 1558 0.09 +£0.04

Compuestos por grupos fitoquimicos y en orden de elucion en columna HP-1. t, trazas < 0.01%. IK,
indice de Kovats relativo a C4-C4, n-alcanos en la columna HP-1.
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4.1.4. Cistus ladanifer L.

En el aceite esencial de C. ladanifer se identificaron 75 compuestos (93.23%),
gran parte de ellos oxigenados (Tabla 6). La fraccién mayoritaria (49.31%) fue la
constituida por los monoterpenos oxigenados, a la que pertenecia mas de un tercio
de los compuestos identificados (26). La siguiente fraccidén en importancia fue la
de los sesquiterpenos oxigenados (22.42%), con 9 compuestos determinados. Los
monoterpenos hidrocarbonados constituyeron el 13.97% del aceite esencial, con 12
compuestos identificados. Viridiflorol (14.82%), trans-pinocarveol (13.18%) y a-
pineno (9.37%) fueron los componentes mayoritarios.

Se ha determinado la composicidn del aceite esencial de C. ladanifer de dife-
rentes origenes, siendo variables los compuestos mayoritarios. Los principales
componentes identificados en una muestra comercial de aceite esencial de C. lada-
nifer producido en Espafa fueron a-pineno (35%), canfeno (10%), p-cimeno (4%)
y acetato de bornilo (3.7%) (Simon-Fuentes et al., 1987). En el aceite esencial de
plantas de C. ladanifer de origen espafiol cultivadas en Corcega se determinaron
como principales componentes a-pineno (39%), viridiflorol (11.8%), acetato de
bornilo (3.1%) y ledol (3.3%) (Mariotti et al., 1997). Se compard el aceite esencial
de dos variedades de C. ladanifer de Francia (Robles et al., 2003), presentando
diferencias significativas en la concentracion de 8 compuestos. En ambas varieda-
des se detecto la presencia de a-pineno y viridiflorol. Las muestras de C. ladanifer
var. albiflorus contenian menores porcentajes de a-pineno, B-pineno, y-terpineno y
verbenona y mayores cantidades de benzaldehido, p-cimen-8-ol, ledol y viridiflorol
gue las muestras de C. ladanifer var. maculatus. En muestras de aceite esencial de
C. ladanifer de Portugal (Gomes et al., 2005) se determinaron como compuestos
mayoritarios viridiflorol (13.6-17.4%), globulol (3.1-5.0%) y un alcohol sesqui-
terpénico desconocido (2.7-6.0%), asi como el alcohol diterpénico 15-nor-labdan-
8-ol (1.7-5.2%). Los principales constituyentes del aceite esencial de hojas de C.
ladanifer del norte de Marruecos fueron viridiflorol (19.6%), acetato de bornilo
(16.7%) y canfeno (12.3%) (Greche et al., 2009).

4.1.5. Artemisia gallica Willd.

En el aceite esencial de A. gallica se identificaron un total de 54 compuestos,
representando el 90.81% de su composicion (Tabla 7). A. gallica elabora un aceite
esencial rico en monoterpenos oxigenados (79.38%). A esta fraccion pertenecieron
la mayor parte de compuestos identificados (24), incluyendo los componentes ma-
yoritarios, crisantenona (40.03%), filifolona (18.11%) y alcanfor (14.23%). Los
sesquiterpenos oxigenados constituyeron la segunda fraccion més abundante de
este aceite esencial, con 3 compuestos identificados (4.51%), siendo también im-
portante la fraccién de los monoterpenos hidrocarbonados, con 8 compuestos de-
terminados (3.65%).
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Tabla 6. Composicion del aceite esencial de Cistus ladanifer L. (Sierra de Gua-

darrama, Madrid).

Compuestos IK Area (%) Compuestos IK Area (%)
Monoterpenos 13.97 Viridifloreno 1494 0.35+0.05
hidrocarbonados ) a-Muuroleno 1500 t
Tricicleno 928 0.21+0.11 8-Cadineno 1527 t
a-Tuyeno 934 t a-Calacoreno 1548 0.16 +0.04
a-Pineno 940 9.37+252 f3-Calacoreno 1572 t
Canfeno 956 1.89+0.64 Sesquiterpenos 2242
Tuya-2,4(10)-dieno 960 0.41+0.21 oxigenados '
Sabineno 974 0.17+£0.12 Palustrol 1576 0.30£0.13
B-Pineno 982 t Espatulenol 1585 0.79+0.35
a-Terpineno 1022 t Viridiflorol 1603  14.82+1.82
p-Cimeno 1031 1.24 £0.08 Ledol 1613 5.56 + 0.70
Limoneno 1031 0.38 £0.03 1-epi-Cubenol 1635 0.15 £ 0.05
y-Terpineno 1067 0.30+0.13 Muurola-4,10(14)-dien-1-
p-Cimeneno 1093 t B-ol 1635 0.13+0.04
Monoterpenos 49.31 _ Ambroxido 1768 t
oxigenados ) Oxido de esclareol 1894 0.58 £0.12
1,8-Cineol 1040 0.10+0.07 Esclareolida 2093 0.09 +0.02
Oxido de cis-Linalol 1077 0.19+0.11 Aromaticos t
Linalol 1104 t Eugenol 1361 t
Oxido de cis-rose 1117 0.09 +£0.03 Cinamato de cinamilo 2465 t
cis-p-Ment-2-en-1-ol 1132 0.11 +£0.08 Otros 5.16
a-Canfolenal 1135 248 +0.18 cis-3-Hexenol 861 t
trans-Pinocarveol 1150 13.18 + 3.66 1,2,4,4-Tetrametil- 866 t
Alcanfor 1156 1.49+0.45 ciclopentano
2 (10)-Pinen-3-ona 1172 322+1.10 Benzaldehido 966 t
Borneol 1179 t 2,6,1-Trimetil-
p-Menta-1,5-dien-8-ol 1182 6.47 £0.98 ciclohexanona 1044 367+114
cis-Pinocanfona 1185 3.85+0.19 3-Metil-2-ciclohexen-1-
Terpinen-4-ol 1188 4.42 +£0.97 ona 1067 0.20+0.09
p-Metil-acetofenona 1192 t Acetofenona 1068 0.38 £0.12
p-Cimen-8-ol 1196 1.37+0.19 3,4,4-Trimetil-2- 1087 t
a-Terpineol 1203 1.85+0.18 ciclohexen-lona
Mirtenal 1205 2.02+0.15 Benzoato de isoamilo 1441 t
Verbenona 1219 1.17+£0.34 Benzoato de 1580 t
cis-Ocimenona 1240 0.60 +0.07 3-Hexenilo
trans-Ocimenona 1249 t Hexil 1503 t
Carvona 1255 0.23+0.09 bencenopropanoato
Piperitona 1262 0.27+£0.24 Benzoato de bencilo 1778 t
Acetato de bornilo 1291 5.61+0.77 Nonadecano 1909 t
Carvacrol 1316 0.10 £ 0.07 3-fenil-2-propenil bence-
Acetato de mirtenilo 1331 0.41+0.19 nopropanoato 2174 0.04£0.02
Acetato de trans-carvilo 1342 0.08 £ 0.05 Tricosano 2319 t
Sesquiterpenos 237 Pentacosano 2500 0.19+0.12
hidrocarbonados ' Heptacosano 2700 0.39+0.11
Ciclosativeno 1372 0.25+£0.23 Nonacosano 2900 0.29+0.11
o-Copaeno 1379 062+0.19 TOTAL IDENTIFICADO 93.23
a-Gurgujeno 1411 t
Aromadendreno 1464 0.99 £0.39

Compuestos por grupos fitoquimicos y en orden de elucién en columna HP-1. t, trazas < 0.05%. IK,
indice de Kovats relativo a C4-Cs, n-alcanos en la columna HP-1.
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No existen apenas estudios sobre la composicién del aceite esencial de A. ga-
llica. En un trabajo sobre distintas especies de Artemisia de Espafia se determind la
composicion del aceite esencial de A. gallica de Cullera (Valencia), siendo los
componentes mayoritarios alcanfor y a-tuyona (Villar et al., 1983).

Tabla 7. Composicién del aceite esencial de Artemisia gallica Willd. (Torre-
blanca, Castellén).

Compuestos IK  Area (%) Compuestos IK Area (%)
Monoterpenos 365 Sesquiterpenos 451
hidrocarbonados ' hidrocarbonados '
a-Pineno 939 0.14+0.03 Germacreno D 1484 1.30+0.35
Canfeno 956  0.69 +0.21 -Selineno 1492 2.99+0.21
Tuya-2,4(10)-dieno 960 0.29+£0.22 Biciclogermacreno 1500 0.22 £0.07
Sabineno 977 0.30+0.13 Sesquiterpenos 0.89
B-Pineno 979 t oxigenados )
a-Terpineno 1017 0.92+0.30 Espatulenol 1581 0.14+0.09
p-Cimeno 1026 1.18+0.22 Junenol 1628 0.15+0.01
Limoneno 1030 0.13+0.12 tau-Cadinol 1643 0.31+0.01
Monoterpenos 70,38 G a-Cadi?(ciIS) 5 1658 t
h . ermacra 5,
oxigenados 10(14)-trien-1-o-ol 1693 0.29 +0.06
1,8-Cineol 1033 0.15+0.07 f-Costol 1775 t
y-Terpineno 1060 0.04 £0.02 Aromaticos 1.05
Hidrato de cis-sabineno 1072 t Metil eugenol 1404  1.05+0.49
Hidrato de Diterpenos
trans-sabineno 1099 t hidrocarbonados 0.03
Filifolona 1109 18.11 +4.69 Kaureno 2048 0.03 £0.02
Crisantenona 1124 40.03 +2.86 Otros 1.27
trans-Pinocarveol 1141 t Mesitileno 995  0.27 £0.07
trans-p-Ment-2-en-1-ol 1143 t Metil-p-xileno 1028 0.12+0.06
trans-Verbenol 1153 2.13+0.02 Isobutil tiglato 1095 0.26 £0.04
Alcanfor 1156 14.23+1.36 2,4-Decadienal 1322 0.18+0.09
Pinocarvona 1166 t Docosano 2192  0.01+0.01
cis-Crisantenol 1169 t Tricosano 2300 0.03+0.03
Borneol 1179 0.29+0.01 Tetracosano 2400 0.09£0.04
p-Menta-1,5-dien-8-0l 1182 0.24 +0.04 Pentacosano 2500 0.08+0.03
Terpinen-4-ol 1188 2.15+1.09 Hexacosano 2600 0.06 £0.02
cis-Piperitol 1197 0.51+0.04 Heptacosano 2700 0.07+0.03
Verbenone 1215 0.30+0.04 Nonacosano 2900 0.10+0.04
trans-Piperitol 1218 0.30+0.04
Ascaridol 1247  0.85 +0.44 TOTAL IDENTIFICADO 90.81
trans-Ocimenona 1249 t
Piperitona 1262 t
Epoxido de 1266 t
cis-piperitone
Epéxido de 1269  0.05+0.01
trans-piperitone
Timol 1293 t

Compuestos por grupos fitoquimicos y en orden de elucién en columna HP-1. t, trazas < 0.01%. IK,
indice de Kovats relativo a C4-Cs, n-alcanos en la columna HP-1.

73



4. Resultados

4.1.6. Artemisia annua L.

Se identificaron 45 compuestos en el aceite esencial de A. annua, representan-
do el 95.32% de su composicién (Tabla 8). La fraccion mas importante, con gran
diferencia con respecto a las demas fracciones encontradas, fue la constituida por
los monoterpenos oxigenados (89.63%), con 19 compuestos determinados. A este
grupo pertenecian los componentes mayoritarios, p-tuyona (59.80%), cis-epoxi-
ocimeno (20.78%) y a-tuyona (3.25%). La segunda fraccion méas abundante fue la
constituida por los sesquiterpenos hidrocarbonados (2.88%), con 5 compuestos
identificados. En este aceite esencial no se hallaron sesquiterpenos oxigenados. La
tercera fraccién mas abundante del aceite fue la constituida por los monoterpenos
hidrocarbonados (2.11%), con 13 compuestos identificados.

Ha sido estudiado el aceite esencial de A. annua de diversos lugares, siendo
muy distintas las composiciones encontradas, variando los componentes mayorita-
rios segun su origen. El aceite esencial de plantas de A. annua de procedencia china
y vietnamita cultivadas en Holanda, presentd diferente composicion (Woerdenbag
et al., 1994), sugiriendo que existen diferentes quimiotipos de A. annua. En el de
origen chino, se identificO6 como componente mayoritario la artemisia cetona
(63.9%), siendo otros compuestos abundantes artemisia alcohol (7.5%), mirceno
(5.1%), a-guaiene (4.7%) y alcanfor (3.3%), mientras que las de origen vietnamita
presentaron grandes cantidades de alcanfor (21.8%) y germacreno-D (18.3%),
ademas de B-cariofileno (5.6%), trans-p-farneseno (3.8%) y 1,8-cineol (3.1%).

En otro estudio llevado a cabo en Finlandia con plantas de diferente origen,
también se observo gran variabilidad en los aceites esenciales, siendo alcanfor,
artemisia cetona, germacreno-D y B-cariofileno los componentes mayoritarios. Uno
de los aceites estudiados presentd excepcionalmente grandes cantidades de o-
pineno. La variabilidad observada en los aceites correspondi6 a los diferentes luga-
res de origen, por lo que la composicion esta regulada por la genética (Holm et al.,
1997).

En India, se estudid la influencia de diferentes tratamientos nutricionales en la
composicion del aceite esencial de A. annua (Malik et al., 2009), observandose
cambios tanto cuantitativos como cualitativos en la composicion tras la aplicacion
de diferentes tratamientos quimicos y bioldgicos. El aceite de plantas control era
rico en monoterpenos, con cis-limonene-1,2-epoxido (22.1%), artemisia cetona
(11.5%), iso-pinocanfona (11.4%), alcohol tuyilico (9.9%) y alcanfor (8.4%) como
componentes mayoritarios. El aceite esencial de plantas tratadas con Azospirillum
tenia como componentes mayoritarios neral (31.1%), B-cariofileno (25.1%), arte-
misia cetona (10.0%), alcohol tuyilico (9.4%), trans-bergamotene (8.5%) y espatu-
lenol (4.8%). El aceite esencial de plantas tratadas con N, P, K, y S presenté como
componentes mayoritarios alcohol tuyilico (33.3%), B-cariofileno (15.5%), cis-
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undec-5-eno (14.4%), artemisia cetona (6.0%), trans-nerolidol (5.8%) y undec-4-
eno (4.6%).

Tabla 8. Composicion del aceite esencial de Artemisia annua L. (Sparacia, Sici-
lia).

Compuestos IK  Area (%) Compuestos IK  Area (%)
Monoterpenos hidro- 211 Sesquiterpenos hidro- 288
carbonados ) carbonados )
cis-Salveno 848 t pB-Cariofileno 1419 0.65
a-Pineno 939 0.48 y-Elemeno 1492 0.28
a-Fencheno 953 t Isovalerato de geranilo 1576 1.11
Canfeno 954 0.15 Oxido de cariofileno 1586 0.84
Sabineno 977 0.80 Camazuleno 1727 t
B-Pineno 979 t Aromaéticos t
Mirceno 991 0.18 Eugenol 1361 t
a-Terpineno 1017 t Diterpenos oxigenados t
p-Cimeno 1026 0.20 Fitol 1945 t
Limoneno 1030 0.14 Otros 0.70
cis-Ocimeno 1043 0.16 1-Octen-3-ol 979 0.29
trans-Ocimeno 1053 t Butanoato de
y-Terpineno 1060 t cis-3-hexenilo 1187 0.29
Monoterpenos 8963 Acrilato Qe dodecilo 1698 t
oxigenados ' Heneicosano 2100 t
1,8-Cineol 1033 2.34 Tricosano 2300 0.04
Hidrato de cis-sabineno 1072 t Pentacosano 2500 0.08
Linalol 1100 t
o-Tuyona 1112 395 TOTAL IDENTIFICADO 95.32
B-Tuyona 1130 59.80
cis-epoxi-Ocimeno 1139 20.78
Tuyol 1150 1.03
trans-epoxi-Ocimeno 1157 1.24
Borneol 1169 t
Lavandulol 1172 t
Epoxido de rosafuran 1179 0.11
Terpinen-4-ol 1180 0.11
a-Terpineol 1192 0.26
Fragranol 1212 t
Acetato de linalilo 1257 0.71
Acetato de 3-tuyanilo 1266 t
Acetato de bornilo 1291 t
Acetato de lavandulilo 1292 t
Acetato de nerilo 1366 t

Compuestos por grupos fitoquimicos y en orden de elucion en columna HP-1. t, trazas < 0.04%. IK,
indice de Kovats relativo a C4-C4, n-alcanos en la columna HP-1.

75



4. Resultados

4.1.7. Lavandula angustifolia Mill.

La mayoria de compuestos presentes en el aceite esencial de L. angustifolia
fueron monoterpenos oxigenados (Tabla 9), constituyendo la fraccién mas impor-
tante tanto cualitativa (26 compuestos determinados, de un total de 56 compuestos
identificados) como cuantitativamente (89.80%). A esta fraccion pertenecieron los
componentes mayoritarios: linalol (33.53%), acetato de linalilo (22.33%), alcanfor
(10.96%) y 1,8-cineol (9.16%). El resto de terpenos identificados fueron 9 mono-
terpenos hidrocarbonados (3.24%), 4 sesquiterpenos hidrocarbonados (1.76%) y 4
sesquiterpenos oxigenados (1.27%).

Tabla 9. Composicion del aceite esencial de Lavandula angustifolia Mill. (Spa-
racia, Sicilia).

Compuestos IK Area (%) Compuestos IK Area (%)
Monoterpenos 3.04 Acetato de nerilo 1366 0.33+0.10
hidrocarbonados ) Acetato de geranilo 1386 0.72+0.23
a-Pineno 939 0.46 +0.08 Isovalerato de linalilo 1507 0.27 £ 0.05
Canfeno 954 0.31+0.01 Butanoato de geranilo 1566 t
Sabineno 977 0.14+0.01 Sesquiterpenos 176
B-pineno 979 0.48 £0.01 hidrocarbonados )
Mirceno 991 0.34+0.10 B-Cariofileno 1419 1.31+0.14
p-Cimeno 1026 t a-trans-Bergamoteno 1436 0.06 £ 0.05
Limoneno 1030 0.53+0.04 trans-B-Farneseno 1458 0.34 £0.05
cis-Ocimeno 1043  0.71+0.29 y-Muurolene 1479 0.05 +0.04
trans-Ocimeno 1053  0.27+£0.27 Sesquiterpenos 197
Monoterpenos 89.80 ) oxigenados '
oxigenados ) Oxido de Cariofileno 1586 1.19+0.13
1,8-Cineol 1033 9.16 £0.43 Guaiol 1601 t
Hidrato de cis-sabineno 1072 t v-Eudesmol 1635 t
Oxido de cis-linalol 1078  0.82+0.03 tau-Cadinol 1643 0.08 +£0.07
Oxido de trans-linalol 1093  0.54+0.03 Otros 2.40
Linalol 1100 33.53+3.00 1-Metoxihexano 726 0.03 £0.02
B-Tuyona 1130 0.11+0.11 1-Octen-3-ol 979 0.05 +0.02
Alcanfor 1156 10.96 +1.07 3-Octanona 984 0.03+0.02
Mentona 1164  0.05+0.05 Acetato de hexilo 1019 0.15+0.03
Borneol 1169  0.80+£0.01 Propanoato de hexilo 1116 0.16 +£0.10
Lavandulol 1172 0.40+0.40 Fenil etil alcohol 1126 0.25+0.13
Mentol 1181  1.77+0.13 Propanoato de 2-metil-hexilo 1159 0.08 £0.08
Terpinen-4-ol 1188 0.78+0.11 Acetato de isononilo 1187 0.47 £0.06
a-Terpineol 1192 2.02+0.84 Butanoato de hexilo 1206 t
y-Terpineol 1207  0.29+0.29 Butanoato de 2-metil hexilo 1242 0.03 +£0.02
Citronelol 1236 2.45+2.33 Isovalerato de hexilo 1248 0.04 +£0.03
Neral 1247 t Tiglato de hexilo 1336 0.34+ 0.05
Acetato de linalilo 1257 22.33+1.42 Acetato de 1,2,3-propanetriol 1359 0.77 £ 0.68
Geranial 1273 t
Formato de citronelilo 1278  0.07 +£0.07 TOTAL IDENTIFICADO 98.47
Formato de Nerilo 1280 0.22+0.22
Acetato de lavandulilo 1292 2.04+0.24
Formato de geranilo 1304 0.14+0.14

Compuestos por grupos fitoquimicos y en orden de elucién en columna HP-1. t, trazas < 0.03%. IK,
indice de Kovats relativo a C4-C4, n-alcanos en la columna HP-1.
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Existe mucha bibliografia sobre la composicion del aceite esencial de L. angus-
tifolia. El aceite obtenido de sus flores presenta como componentes mayoritarios
acetato de linalilo, linalol, lavandulol, 1,8-cineol, acetato de lavandulilo y alcanfor
(Lis-Balchin y Hart, 1999). En el aceite esencial de 2 poblaciones de L. angustifo-
lia cultivadas en Grecia (Hassiotis et al., 2010) se determinaron como compuestos
mayoritarios acetato de linalilo (30.62%), linalol (29.56%), 1,8-cineol (5.18%) y
alcanfor (4.03%) en la primera poblacién, y la segunda, situada a mayor altura y
con mayor precipitacion que la anterior, present6 los mismos componentes mayori-
tarios, en diferentes proporciones: acetato de linalilo (26.92%), linalol (16.78%),
1,8-cineol (15.55%) y alcanfor (7.41%). Los componentes mayoritarios determina-
dos en el aceite esencial de L. angustifolia cultivada en India (Verma et al., 2010)
fueron acetato de linalilo (47.56%), linalol (28.06%), acetato de lavandulilo
(4.34%) y o-terpineol (3.75%). Los resultados obtenidos coinciden con la biblio-
grafia existente sobre la composicion de este aceite esencial.

4.1.8. Rosmarinus officinalis L.

Se identificaron un total de 50 compuestos en el aceite esencial de R. officina-
lis, representando el 99.92% de su composicién (Tabla 10). La mayor parte de ellos
fueron sustancias monoterpénicas, tanto hidrocarbonadas (19.71%) como oxigena-
das (71.41%), perteneciendo a esta Ultima fraccién los componentes mayoritarios:
1,8-cineol (33.65%), alcanfor (18.04%) y borneol (7.72%). Respecto a los mono-
terpenos hidrocarbonados, destacan los porcentajes alcanzados por a-pineno
(5.64%), B-pineno (3.86%), canfeno (3.02%) y limoneno (2.20%). Asimismo, se
encontraron importantes cantidades de p-cariofileno (6.64%), siendo el componen-
te mayoritario de la fraccion sesquiterpénica hidrocarbonada.

El aceite esencial de R. officinalis se clasifica en 3 quimiotipos: cineolifero (al-
to contenido en 1,8-cineol), canforifero (alcanfor>20%) y verbenonifero (verbeno-
na>15%). Algunos otros quimiotipos han sido reconocidos por la abundancia rela-
tiva de otros compuestos como a-pineno (ltalia y Marruecos), mirceno (Portugal,
Argentina y Brasil), cantidades similares de 1,8-cineol y alcanfor (India) o de 1,8-
cineol y a-pineno (Libano). La mayoria de R. officinalis espontaneo de Sicilia per-
tenece al grupo cineolifero (Napoli et al., 2010). El aceite esencial determinado
también se incluye dentro de este grupo.

4.1.9. Thymus capitatus (L.) Hoffmanns. et Link.

El aceite esencial de T. capitatus en floracién mostr6 gran actividad frente a las
arvenses ensayadas. Al estar disponible la planta en floracion solamente durante un
periodo limitado de tiempo, se verifico la posibilidad de utilizar el aceite obtenido
de plantas en estado vegetativo, determinando la composicion de aceite esencial de
T. capitatus en floracion (Tabla 11) y en estado vegetativo (Tabla 12).
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Tabla 10. Composicion del aceite esencial de Rosmarinus officinalis L. (Spara-

cia, Sicilia).
Compuestos IK  Area (%) Compuestos IK  Area (%)
Monoterpenos Sesquiterpenos
hidrocarbonados 19.71 hidrocarbonados 142
Tricicleno 928 0.08 B-Cariofileno 1423 6.64
a-Tuyeno 931 0.05 a-Humuleno 1459 0.65
a-Pineno 939 5.64 trans-p-Farneseno 1464 t
Canfeno 956 3.02 B-Bisaboleno 1511 0.13
Sabineno 978 0.12 B-Sesquifelandreno 1527 t
B-Pineno 982 3.86 Sesquiterpenos 086
Mirceno 993 1.10 oxigenados )
a-Felandreno 1010 0.10 Oxido de cariofileno 1588 0.86
a-Terpineno 1022 0.39 a-Bisabolol 1690 t
p-Cimeno 1032 0.79 Aromaticos t
Limoneno 1036 2.20 Eugenol 1365 t
cis-p-Ocimeno 1043 0.71 Metil eugenol 1415 t
trans-B-Ocimeno 1053 0.27 Otros 0.52
y-Terpineno 1065 0.95 1-Octen-3-ol 989 0.08
Terpinoleno 1090 0.43 Metil jasmonato 1646 0.11
Monoterpenos 71.41 Acrilato de dodecilo 1665 0.27
oxigenados ) Talato de dibutilo 1983 0.06
1,8-Cineol 1039 33.65
Hidrato de cis-sabineno 1073 t TOTAL IDENTIFICADO 99.92
Oxido de cis-linalol 1078 0.18
Linalol 1106 3.42
a-Fenchol 1121 t
B-Tuyona 1125 0.73
cis-p-Ment-2-en-1-ol 1130 t
cis-epoxi-Ocimeno 1139 0.14
Alcanfor 1156 18.04
Hidrato de canfeno 1158 t
d-Terpineol 1179 t
Borneol 1182 7.72
Terpinen-4-ol 1187 131
p-Cimen-8-ol 1196 0.07
a-Terpineol 1202 4.30
Mirtenol 1208 t
y-Terpineol 1209 t
Acetato de linalilo 1257 1.12
Acetato de bornilo 1290 0.73
Acetato de lavandulilo 1296 t
Timol 1299 t
Carvacrol 1305 t

Compuestos por grupos fitoquimicos y en orden de elucién en columna HP-1. t, trazas < 0.03%. IK,

indice de Kovats relativo a Cg-Cs, n-alcanos en la columna HP-1.
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Fueron identificados 30 compuestos en el aceite esencial de T. capitatus en
plena floracion, alcanzando el 97.60% de su composicion (Tabla 11), mientras que
33 compuestos se determinaron en el aceite esencial de T. capitatus en estado vege-
tativo, representando el 97.88% (Tabla 12). Ambos aceites esenciales mostraron
una composicién similar, siendo la fracciéon méas abundante la de los monoterpenos
oxigenados (78.94% en floracion y 68.79% en estado vegetativo). La siguiente
fraccion en importancia, y a la que pertenecieron el mayor nimero de compuestos
identificados, fue la de los monoterpenos hidrocarbonados (10.42% y 18.35% res-
pectivamente). Ambos aceites presentaron los mismos componentes mayoritarios:
carvacrol (77.02 y 65.55%, respectivamente), p-cimeno (6.78 y 12.07%) y B-
cariofileno (4.42 y 6.99%). Los sesquiterpenos hidrocarbonados constituyeron la
tercera fraccion mas importante en ambos aceites (4.74 y 8.02%).

Tabla 11. Composicion del aceite esencial de Thymus capitatus (L.) Hoff-
manns. et Link (Enna, Sicilia) en floracion.

Compuestos IK  Area (%) Compuestos IK  Area (%)
Monoterpenos 10.42 Sesq_uiterpenos 132
hidrocarbonados oxigenados
a-Pineno 939 0.48 Espatulenol 1581 t
Canfeno 954 0.19 Oxido de cariofileno 1586 1.32
B-Pineno 979 0.08 Diterpenos 011
Mirceno 991 1.06 hidrocarbonados )
a-Felandreno 1006 0.05 Abietatriene 2072 0.11
6-3-Careno 1010 t Aromaticos 1.77
a-Terpineno 1017 0.64 Eugenol 1361 1.77
p-Cimeno 1026 6.78 Acetato de chavibetol 1520 t
Limoneno 1030 0.17 Otros 0.30
y-Terpineno 1060 0.97 1-Octen-3-ol 979 0.30
Terpinoleno 1090 t 3-Octanol 997 t
Monoterpcjenos 78.94 2-Nonanona 1092 t
oxigenados
1.8-Cineol 1033 . TOTAL IDENTIFICADO 97.60
Hidrato de cis-sabineno 1079 0.38
Hidrato de trans-sabineno 1095 t
Linalol 1100 0.40
Borneol 1179 t
Terpinen-4-ol 1188 0.82
Carvacrol 1302 77.02
Acetato de carvacrilo 1374 0.32
Sesquiterpenos
hidrocarbonados 4.74
B-Cariofileno 1419 4.42
B-Bisaboleno 1507 0.24
5-Cadineno 1526 0.08

Compuestos por grupos fitoquimicos y en orden de elucién en columna HP-1. t, trazas < 0.02%. IK,
indice de Kovats relativo a C4-C4, n-alcanos en la columna HP-1.
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Tabla 12. Composicion del aceite esencial de Thymus capitatus (L.) Hoff-
manns. et Link (Riesi, Sicilia) en estado vegetativo.

Compuestos IK Area (%) Compuestos IK Area (%)
Monoterpenos Sesquiterpenos
hidrocarbonados 18.35 hidrocarbonados 8.02
a-Tuyeno 931 0.86+0.05 B-Cariofileno 1419 6.99+0.23
a-Pineno 939 0.65+0.03 Aromadendreno 1442  0.10+£0.05
Canfeno 954  0.33+0.07 a-Humuleno 1457 t
B-Pineno 979 0.10+0.03 allo-Aromadendrene 1459  0.04 +£0.04
Mirceno 991 1.39+0.12 Biciclogermacreno 1500 0.21 +0.02
a-Felandreno 1006 0.01+0.01 B-Bisaboleno 1507 0.68 £0.10
§-3-Careno 1010 t y-Cadineno 1516 t
a-Terpineno 1017 0.55+0.07 3-Cadineno 1526 t
p-Cimeno 1026 12.07£1.09 Sesquiterpenos 234
Limoneno 1030 0.38+0.11 oxigenados )
y-Terpineno 1060 2.01+0.34 Espatulenol 1581 0.21+0.12
Terpinoleno 1090 t Oxido de cariofileno 1586 2.13+0.22
Monoterpenos 68.79 Otros 0.38
oxigenados ) 1-Octen-3-ol 979  0.32+0.07
Hidrato de cis-sabineno 1079  0.33+0.05 3-Octanol 997 t
Hidrato de trans-sabineno 1095 t Heneicosano 2100 0.06 +£0.01
Linalol 1100 1.26 £0.05
Borneol 1179 ¢ TOTAL IDENTIFICADO 97.88
Terpinen-4-ol 1188 1.11+0.32
Criptona 1202 0.04 +£0.02
Carvacrol 1302 65.55+1.44
Acetato de carvacrilo 1374 0.50+0.19

Compuestos por grupos fitoquimicos y en orden de elucién en columna HP-1. t, trazas < 0.05%. IK,
indice de Kovats relativo a Cg-C3, n-alcanos en la columna HP-1.

En un estudio de los aceites esenciales de T. capitatus de la costa Jonica de Si-
cilia se determinaron como componentes mayoritarios carvacrol (86.3%), [-
cariofileno y a-elemol (1.4%) (Ruberto y Biondi, 1992).

Los aceites esenciales de diversas poblaciones de T. capitatus del sur de Italia
fueron analizados, siendo los componentes mayoritarios timol y carvacrol, segui-
dos por y-terpineno, p-cimeno y borneol. Fueron identificando 3 quimiotipos, en
funcion del contenido en timol (), carvacrol (b) o ambos (c). EI quimiotipo (a), el
mas extendido en la zona muestreada, result ser anémalo, al compararlo con tra-
bajos previos sobre otras poblaciones de T. capitatus de Sicilia, Cerdefia y Albania,
que contenian como componente mayoritario carvacrol, presentando pequefias
cantidades de timol, inferiores al 1%, correspondiendo al quimiotipo carvacrol (b)
(Ruberto y Biondi, 1992; Falchi Delitala et al., 1983; De Leo et al., 2001). En la
zona muestreada este quimiotipo fue el menos representado, sélo encontrdndose en
areas de la costa Jonica y Adriatica, lo que hace pensar en una posible conexién
con las condiciones climaticas donde crece la planta, que habria que estudiar mas a
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fondo. EI quimiotipo timol/carvacrol se encontré heterogéneamente en toda el area
de estudio, por lo que debe ser un cruce de los quimiotipos (a) y (b). Todos los
aceites estudiados mostraron contenidos en timol y carvacrol superiores al 50%
(Miceli et al., 2006).

4.1.10. Tagetes lemmonii A. Gray

Se identificaron 28 compuestos en el aceite esencial de T. lemmonii represen-
tando el 97.72% de su composicion (Tabla 13). La mayoria de compuestos deter-
minados fueron monoterpenos oxigenados (13 compuestos, alcanzando un
92.75%). Los monoterpenos hidrocarbonados constituyeron la segunda fraccién
mas abundante del aceite, con 5 compuestos identificados (4.24%). Destacaron
como componentes mayoritarios dihidro-tagetona (61.00%), trans-ocimenona
(15.00%) vy cis-tagetona (14.38%).

Tabla 13. Composicion del aceite esencial de Tagetes lemmonii A. Gray
(Bagheria, Sicilia).

Compuestos IK  Area (%) Compuestos IK  Area (%)
Monoterpenos 424 $esquiterpenos 0.73
hidrocarbonados ' hidrocarbonados '
Mirceno 991 0.35 B-Cariofileno 1419 0.39
a-Felandreno 1006 0.35 Germacreno D 1484 0.34
p-Cimeno 1026 t Biciclogermacreno 1500 t
cis-Ocimeno 1043 3.54 Sesquiterpenos t
allo-Ocimeno 1136 t oxigenados
Monoterpenos 92.75 ) Espatulenol 1581 t
oxigenados ) Oxido de cariofileno 1586 t
dihidro-Tagetona 1063 61.00 Otros t
6,7-epoxi-Mircene 1096 0.28 2-metil-etil-Butanoato 844 t
Linalol 1100 t 2-Hexenal 847 t
cis-epoxi-Ocimeno 1139 t 3-Hexen-1-ol 850 t
trans-Tagetona 1153 0.22 1-Hexanol 863 t
cis-Tagetona 1162 14.38 6,10,14-trimetil-2- 1851 ¢
Terpinen-4-ol 1180 t pentadecanona
Criptona 1185 0.21
cis-Ocimenona 1240 131 TOTAL IDENTIFICADO 97.72
trans-Ocimenona 1249 15.00
Felandral 1274 t
Carvacrol 1302 t
p-vinil-Guaiacol 1313 0.35

Compuestos por grupos fitoquimicos y en orden de elucion en columna HP-1. t, trazas < 0.03%. IK,
indice de Kovats relativo a C4-Cs, n-alcanos en la columna HP-1.

Apenas se han llevado a cabo estudios sobre la composicion del aceite esencial
de T. lemmonii. Se determind la composicion de este aceite esencial obtenido de
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plantas cultivadas en Estados Unidos (Tucker y Maciarello, 1996), siendo los com-
ponentes  mayoritarios  dihidro-tagetona  (42.52+11.27%), trans-tagetona
(16.10+18.21%) y trans-ocimenona (14.18+3.31%).

4.1.11. Pelargonium odoratissimum (L.) L Hér.

En el aceite esencial de P. odoratissimum fueron identificados 42 compuestos,
representando el 95.92% de su composicion (Tabla 14). La mayor parte de com-
puestos pertenecieron a la fraccion de los monoterpenos oxigenados, que fue
ademas la méas abundante (24 compuestos determinados, 75.05%). A esta fraccion
pertenecieron los compuestos mayoritarios del aceite: citronelol (20.40%), o-
terpineol (12.60%) y geraniol (12.30%).

Tabla 14. Composicion del aceite esencial de Pelargonium odoratissimum (L.)
L’ Hér. (muestra comercial).

Compuestos IK  Area (%) Compuestos IK  Area (%)
Monoterpenos 205 Acetato de nerilo 1367 1.82
hidrocarbonados ' Acetato de geranilo 1387 4.23
a-Pineno 939 1.30 Butanoato de geranilo 1563 2.56
Canfeno 956 0.17 Sesquiterpenos t
Sabineno 978 t hidrocarbonados
B-Pineno 982 0.58 B-cariofileno 1423 t
Mon_oterpenos 75.05 Sesq_uiterpenos 152
oxigenados oxigenados
1,8-Cineol 1039 1.34 Hedicariol 1542 t
Oxido de cis-linalol 1078 0.15 Guaiol 1603 0.46
Linalol 1106 4.19 10-epi-y-Eudesmol 1629 0.28
B-Tuyona 1125 t y-Eudesmol 1642 t
3-Terpinen-1-ol 1140 t B-Eudesmol 1661 t
cis-B-Terpineol 1145 0.59 a-Eudesmol 1664 t
Alcanfor 1156 0.87 Bulnesol 1674 0.78
Mentona 1159 1.70 Otros 17.30
neo-Tuyol 1164 0.79 Dipropilenglicol 1043 2.84
Mentol 1173 1.13 Fenil-etil-alcohol 1127 2.32
a-Terpineol 1202 12.60 Acetato de isononilo 1178 4.94
Mirtenol 1208 - Diacetato de 1,2,3-
y-Terpineol 1209 3.93 propanotriol 1363 715
Citronelol 1237 20.40 3-bencilene-2-Bornanona 1952 0.05
Neral 1241 t Dibutil talato 1983 t
Geraniol 1250 12.30
Geranial 1266 1.20 TOTAL IDENTIFICADO 95.92
Formato de citronelilo 1278 3.34
Formato de nerilo 1286 t
Acetato de lavandulilo 1296 t
Formato de geranilo 1305 1.91

Compuestos por grupos fitoquimicos y en orden de elucién en columna HP-1. t, trazas < 0.03%. IK,
indice de Kovats relativo a C4-C4, n-alcanos en la columna HP-1.
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Existen pocos trabajos sobre la composicion quimica de P. odoratissimum. Se
determind la composicion de este aceite esencial obtenido de plantas cultivadas en
el Reino Unido (Lis-Balchin y Roth, 2000), siendo los componentes mayoritarios
metil eugenol (31.2-79.8%), iso-mentona (4.6-16.9%) y L-fenchona (2.5-7.9%). En
plantas cultivadas en Brasil, se detectaron como componentes del aceite esencial
metil eugenol (96.8%), metil isoeugenol (1.7%), biciclogermacreno (0.9%) y ger-
macreno B (0.3%). La composicién de la muestra comercial de P. odoratissimum
es muy diferente de la recogida en estos trabajos. Probablemente sea debido a que
se haya obtenido el aceite esencial de plantas de origen diverso.

4.1.12. Thymus vulgaris L.

Se identificaron 28 compuestos en el aceite esencial de T. vulgaris, alcanzando
el 99.55% de su composicion (Tabla 15). La mayoria resultaron ser monoterpenos
(25), constituyendo los monoterpenos oxigenados la fraccién mas abundante desde
el punto de vista cuantitativo, con 12 compuestos identificados, que representaron
el 56.06% del aceite. La segunda fraccion mas importante fueron los monoterpenos
hidrocarbonados, con 13 compuestos adjudicados, que representaron el 40.77%.
Los componentes mayoritarios fueron timol (42.17%), p-cimeno (25.37%), v-
terpineno (7.43%) y linalol (5.23%).

Tabla 15. Composicion del aceite esencial de Thymus vulgaris L. (muestra co-
mercial).

Compuestos IK  Area (%) Compuestos IK  Area (%)
Monoterpenos 40.77 Borneol 1169 0.30
hidrocarbonados ' Terpinen-4-ol 1180 0.48
Tricicleno 928 0.09 a-Terpineol 1192 0.74
a-Pineno 939 1.17 y-Terpineol 1207 0.06
Canfeno 954 1.81 Nerol 1239 t
trans-p-Mentano 980 t Acetato de linalilo 1257 0.08
B-Pineno 982 0.34 Timol 1293 42.17
cis-p-Mentano 991 t Carvacrol 1302 2.69
Mirceno 993 1.45 Acetato de nerilo 1366 0.33
a-Felandreno 1006 t Sesquiterpenos 248
a-Terpineno 1017 2.20 hidrocarbonados '
p-Cimeno 1026 25.37 B-Cariofileno 1419 2.29
Limoneno 1030 0.63 a-Humuleno 1457 0.19
y-Terpineno 1060 7.43 Sesquiterpenos 024
Terpinoleno 1090 0.28 oxigenados '
Moqoterp;nos 56.06 Oxido de cariofileno 1586 0.24
oxigenados
1.8-Cineol 1033 3.98 TOTAL IDENTIFICADO 99.55
Linalol 1100 5.23
Isoborneol 1152 t

Compuestos por grupos fitoquimicos y en orden de elucién en columna HP-1. t, trazas < 0.02%. IK,
indice de Kovats relativo a C4-C4, n-alcanos en la columna HP-1.
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Han sido descritos diferentes quimiotipos de T. vulgaris (Thompson et al.,
2003; Kaloustian et al., 2005) en funcidn de sus principales componentes y su bio-
sintesis. Estos compuestos incluyen geraniol, linalol, a-terpineol, hidrato de sabi-
neno, 1,8-cineol, carvacrol y timol (Chizzola et al., 2008). El aceite esencial identi-
ficado es quimiotipo timol. Probablemente la secuencia biogenética (y-terpineno —
p-cimeno — timol) define este quimiotipo (Piccaglia y Marotti, 1991). La compo-
sicion determinada es muy similar a la encontrada en aceite esencial de T. vulgaris
de Rio de Janeiro (Brasil), coincidiendo los componentes mayoritarios, a excepcion
del linalol, que no fue identificado en la muestra de Brasil, siendo superior el con-
tenido en y-terpineno (Porte y Godoy, 2008).

4.1.13. Origanum vulgare L.

El aceite esencial de O. vulgare se caracterizé por la ausencia de sustancias
sesquiterpénicas (Tabla 16). Un total de 23 compuestos fueron identificados, alcan-
zando el 99.25% de su composicion. Se trata de un aceite esencial constituido por
sustancias monoterpénicas, tanto hidrocarbonadas (50.54%), como oxigenadas
(48.65%). Los componentes mayoritarios fueron carvacrol (29.16%), p-cimeno
(27.58%), limoneno (13.63%) y timol (12.06%).

Tabla 16. Composicion del aceite esencial de Origanum vulgare L. (muestra
comercial).

Compuestos IK  Area (%) Compuestos IK  Area (%)
Monoterpenos 50.54 p-Cimen-8-ol 1196 t
hidrocarbonados ' a-Terpineol 1202 2.77

a-Pineno 939 4.44 y-Terpineol 1207 0.43
Canfeno 954 0.27 Timol 1293 12.06
a-Terpineno 1017 1.37 Carvacrol 1302 29.16
p-Cimeno 1026 27.58 Acetato de a-terpinilo 1362 t
Limoneno 1030 13.63 Otros 0.06
y-Terpineno 1060 0.66 Pentacosane 2499 0.04
p-Menta-3,8-diene 1075 t
p-Menta-2.4-diene 1087 ¢ TOTAL IDENTIFICADO 99.25
Terpinoleno 1090 2.59
Monoterpenos 48,65
oxigenados
1,8-Cineol 1033 1.43
Linalol 1100 2.25
1-Terpineol 1135 t
cis-p-Terpineol 1143 t
Isoborneol 1152 t
Borneol 1169 0.21
Terpinen-4-ol 1180 0.34

Compuestos por grupos fitoquimicos y en orden de elucion en columna HP-1. t, trazas < 0,05%. IK,
indice de Kovats relativo a C4-C4, n-alcanos en la columna HP-1.
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Se han descrito diferentes quimiotipos del aceite esencial de O. vulgaris, como
carvacrol (Fisher et al., 1988; Franz y Novak, 1997; Rodrigues et al., 2004), timol,
cariofileno, sabineno, y-terpineno y B-cubeneno (Schulz et al., 2003; Baranska et
al., 2005). El aceite analizado corresponde a quimiotipo carvacrol. Se identifico el
carvacrol como el principal componente de O. vulgare cultivado en Brasil (Rodri-
gues et al., 2004). Se han hallado composiciones muy diversas en el aceite esencial
de O. vulgare, al ser una especie con una amplia area de distribucion. El aceite de
O. vulgare cultivado en Francia se caracterizé por tener un alto contenido en ses-
quiterpenos (Figuérédo et al., 2006).

4.2. Composicién de los extractos acuosos.

Los extractos acuosos de L. camara, E. camaldulensis, E. africanus, C. ladani-
fer, y A. gallica se analizaron por HPLC-Masas utilizando como fase mévil meta-
nol-agua o acetonitrilo-agua. La complejidad de los extractos acuosos hizo que nos
plantearamos posponer su andlisis en profundidad para un estudio posterior me-
diante el empleo de patrones. No obstante, de la observacion del espectro de ultra-
violeta y de los correspondientes espectros de masas por electrospray en modo
positivo, podemos deducir que los extractos mas activos en los ensayos de inverna-
dero y campo, E. camaldulensis y E. africanus, contienen &cidos fendlicos, y fla-
vonoides tanto al estado de genina como de heterdsidos derivados principalmente
del kaempferol. En cuanto a los &cidos fenodlicos es interesante destacar la presen-
cia de fenilpropanoides como el acido clorogénico en E. africanus.

4.3. Actividad fitotdxica in vitro de los aceites esenciales.
4.3.1. Lantana camara L.

El potencial herbicida del aceite esencial de L. camara se ensayo in vitro frente
a Amaranthus hybridus, Portulaca oleracea, Chenopodium album, Conyza cana-
densis y Parietaria judaica. Se evaluaron los efectos del aceite sobre la germina-
cion (Tabla 17) y el crecimiento (Tabla 18 y Figura 1A, B y C) de dichas arvenses.
El aceite esencial de L. camara no mostro efectos significativos sobre la germina-
cion de P. oleracea, C. album y C. canadensis. En C. album las semillas tratadas
con las diferentes concentraciones del aceite tuvieron porcentajes de germinacion
mayores que el control, sin llegar a ser estas diferencias en ningln caso significati-
vas. En cambio, este aceite demostré un gran efecto inhibitorio sobre la germina-
cion tanto de A. hybridus como de P. judaica, siendo activas todas las dosis ensa-
yadas, que redujeron la germinacién significativamente con respecto al control,
pero sin diferencias entre ellas. En A. hybridus la aplicacién del aceite de L. cama-
ra disminuy0 la germinacion desde un 86.2% hasta un 96.6%, y en P. judaica des-
de un 82.6% hasta inhibirla totalmente.
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Tabla 17. Germinacion de semillas de A. hybridus, P. oleracea, C. album, C.
canadensis y P. judaica tratadas con aceite esencial de L. camara.

Concentracion

Germinacion (%) t e.s.

Amaranthus Portulaca Chenopodium Conyza Parietaria

(Hl/ml) : - . ar

hybridus oleracea Album canadensis judaica

0 (control) 87.0+x6.4a 100.0+0.0a 35.0+5.2a 780+94a 230%49a
0.125 6.0£29b 95.0+2.7a 520+4.6a 70.0+57a 0.0+00b
0.250 120+6.0b 920+3.0a 500+7.7a 550+74a 20x20b
0.5 50+2.7b 940+19a 56.0+5.6a 60.0+16.8a 3.0x20b
1 3.0+x20b 97.0+12a 470+58a 67.0+128a 4.0+19b

El aceite esencial de L. camara tuvo un marcado efecto inhibitorio sobre el
crecimiento de plantulas de A. hybridus. Todas las concentraciones probadas mos-
traron actividad con respecto al control (Figura 1A), inhibiendo el crecimiento
desde un 74.9 hasta un 91.3% sin diferencias significativas entre ellas.

Figura 1. Efecto del aceite esencial de L. camara sobre el crecimiento de
plantulas de A. hybridus (A), P. oleracea (B) y C. album (C).
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A pesar de no haber mostrado efectos sobre su germinacion, el aceite esencial
de L. camara controlé el crecimiento de P. oleracea, reduciéndolo desde un 30.9
hasta un 46.9%. Todas las dosis probadas mostraron efectos inhibitorios significa-
tivos con respecto al control, sin haber diferencias entre las 3 menores, pero si fue-
ron significativas las diferencias entre ellas y la dosis maxima aplicada (Figura
1B).

Al igual que sucedi6 con P. oleracea, el aceite esencial de L. camara no logré
controlar la germinacién de C. album, pero mostr6 efectos inhibitorios sobre su
crecimiento. Todas las concentraciones aplicadas tuvieron un efecto significativo
con respecto al control, reduciendo la longitud de las plantulas desde un 32 hasta
un 47.3%, sin diferencias entre ellas (Figura 1C).

El aceite esencial de L. camara no tuvo efectos significativos sobre el creci-
miento de C. canadensis (Tabla 18), en cambio, sobre el crecimiento de P. judaica
mostré un fuerte efecto inhibitorio (al igual que sobre su germinacion). Todas las
concentraciones aplicadas mostraron efecto significativo con respecto al control
(Tabla 18), sin diferencias entre ellas. La longitud de las plantulas se redujo desde
un 89% hasta un 98.9%.

Tabla 18. Efecto del aceite esencial de L. camara sobre la
longitud de plantulas de C. canadensis y P. judaica.

Concentracion Longitud (mm +es.)
(H/ml) Conyza canadensis  Parietaria judaica
0 (control) 1.55+0.08 a 1741+1.37a
0.125 156+0.14a -
0.250 1.33+0.09a 0.20£0.20b
0.5 1.69+£0.20a 143+091b
1 150+£0.13a 1.91+147b
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4.3.2. Eucalyptus camaldulensis Dehnh.

El aceite esencial de E. camaldulensis obtenido a partir de plantas de Valencia
se ensay6 en A. hybridus, P.oleracea, C. album, C. canadensis y P. judaica para
verificar su potencial herbicida, mientras que el aceite esencial de E. camaldulen-
sis obtenido de plantas de Sparacia (Sicilia) se probd en P. oleracea y C. canaden-
sis. El primero mostr6é un gran potencial herbicida, al inhibir totalmente la germi-
nacion de A. hybridus, P. oleracea y P. judaica a todas las concentraciones aplica-
das (Tabla 19), y lo mismo sucedié en C. canadensis a todas las concentraciones
excepto la de 0.5 pl/ml, en que hubo una germinacion muy baja, del 1%. En cam-
bio, frente a C. album, las dos concentraciones mas bajas tuvieron un efecto esti-
mulante sobre la germinacion, incrementadndola un 60% (concentracion 0.125
pl/ml) y un 62.9% (concentracion de 0.25 pl/ml), mientras que la concentracion de
0.5 ul/ml no mostré diferencias significativas con el control, y la concentracion
mayor (1 pl/ml) inhibi6 la germinacién un 57.1%.

Tabla 19. Germinacion de semillas de A. hybridus, P. oleracea, C. album, C.
canadensis y P. judaica tratadas con aceite esencial de E. camaldulensis (Va-
lencia).

- Germinacion (%) * e.s.
Concentracion

Amaranthus Portulaca Chenopodium Conyza Parietaria

(ul/ml) ! . N

hybridus oleracea album canadensis judaica

0 (control) 87.0+6.4a 100.0+0.0a 35.0+5.2b 78.0+9.4a 230x49a
0.125 0.0+0.0b 0.0+0.0b 56.0+29a 0.0£00b 0.0£00b
0.250 0.0+00b 0.0+00b 57.0+46a 0.0+0.0b 0.0+00b
0.5 0.0+00b 0.0+00b 39.0+8.7b 1.0+£10b 0.0%00b
1 0.0+0.0b 0.0+0.0Db 150+45¢c 0.0+£00b 0.0+00b

Control A. hybridus

Semillas de A. hybridus, P. oleracea y C. album tratadas con la maxima concentracion (1ul/ml) de
aceite de E. camaldulensis (Valencia).
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Semillas de C. canadensis y P. judaica tratadas con la maxima concentracion (1pl/ml) de aceite de
E. camaldulensis (Valencia).

El aceite esencial de E. camaldulensis obtenido de plantas de Sparacia (Sicilia)
no mostré un potencial herbicida tan efectivo como el del aceite de E. camaldulen-
sis de plantas de Valencia, pero también controld la germinacién de las arvenses
sobre las que se aplico (Tabla 20). En P. oleracea, inhibié totalmente la germina-
cién a la dosis mayor aplicada, mientras que las concentraciones de 0.25 y 0.5
pI/ml mostraron diferencias significativas con el control y entre ellas, inhibiendo la
germinacion un 27.3 y un 60.2% respectivamente. En C. canadensis hubo diferen-
cias en la germinacion entre todas las dosis de aceite aplicadas y el control. La
germinacion se redujo un 36.2% a la concentracion de 0.125 pl/ml y un 79.8% a la
de 0.25 pl/ml. Entre las dos concentraciones mas altas de aceite aplicadas no hubo
diferencias significativas, controlando totalmente la germinacién la dosis de 0.5
pl/ml, y reduciéndola un 98.9% la de 1 pl/ml.

Tabla 20. Germinacion de semillas de P. oleracea y C. cana-
densis tratadas con aceite esencial de E. camaldulensis (Spa-

racia, Sicilia).
Concentracion Germinacion (%) + e.s.

(HI/ml) Portulaca oleracea Conyza canadensis

0 (control) 88.0+2.0a 940+24a

0.125 84.0+3.3ab 60.0+6.3b

0.250 640+116b 19.0+58¢

0.5 35.0+£10.2¢c 0.0+£0.0d

1 0.0+0.0d 1.0+1.0d

En cuanto a los efectos de ambos aceites sobre el crecimiento de las plantulas,
dado que el aceite de E. camaldulensis (Valencia) inhibié completamente la germi-
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nacion de A. hybridus, P. oleracea y P. judaica, en estas especies sélo hubo datos
de longitud de las plantulas control (Tabla 21). En cuanto a C. canadensis, hubo
diferencias significativas entre el crecimiento de las plantulas control y las tratadas
con la concentracion 0.5 pl/ml, que mostraron una reduccién de la longitud del
91.6%. Este aceite esencial sélo mostrd efectos inhibitorios en la germinacién de
C. album a la concentracion mas alta empleada (1 ul/ml) (Tabla 19), sin embargo,
todas las concentraciones fueron efectivas inhibiendo el crecimiento de las plantu-
las, mostrando diferencias significativas la longitud de las plantulas control con la
longitud de las plantulas tratadas con las diferentes concentraciones del aceite (Fi-
gura 2). Ademas hubo diferencias entre la longitud de las plantulas tratadas con la
concentracién mayor (1 pl/ml), que presentaban una reduccién del crecimiento del
92%, vy la longitud de las plantulas tratadas con las demas concentraciones aplica-
das, que presentaban reducciones del crecimiento del 61.8 al 67.8%, sin haber dife-
rencias entre ellas.

Tabla 21. Efecto del aceite esencial de E. camaldulensis (Valencia)
sobre la longitud de plantulas de A. hybridus, P. oleracea, C. cana-
densis y P. judaica.

i6 i *es.
Concentracién Longitud (mm % e.s.)

(ul/ml) Amaranthus  Portulaca Conyza Parietaria
hybridus oleracea canadensis judaica
0 (control) 2477182 1443+x049 155+0.08a 1741137
0.125 - - - -
0.250 - - - -
0.5 - - 0.13+0.13b -
1 - - - -

Figura 2. Efecto del aceite esencial de E. camaldulensis (Valencia) sobre el
crecimiento de plantulas de C. album.
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El aceite esencial de E. camaldulensis (Sparacia, Sicilia) mostrd efecto inhibi-
torio sobre el crecimiento de las dos arvenses en las que se aplico, P. oleracea (Fi-
gura 3A) y C. canadensis (Figura 3B), siendo significativas las diferencias obser-
vadas en la longitud de las plantulas control y la longitud de las plantulas tratadas
con todas las concentraciones del aceite, en ambas especies. En P. oleracea, la
longitud de las plantulas tratadas con las concentraciones menores del aceite, 0.125
y 0.25 pl/ml, se redujo un 68.4 y un 81.2% respectivamente, sin diferencias entre
ellas. Las plantulas tratadas con la concentracion 0.5 pl/ml mostraron una inhibi-
cion del crecimiento del 90.9%, siendo significativa la diferencia con la concentra-
cion de 0.125 pl/ml. En C. canadensis, todas las concentraciones aplicadas reduje-
ron el crecimiento de las plantulas, siendo significativas las diferencias entre ellas.
La longitud de las plantulas se redujo un 42.9, 71 y 94.6% a las concentraciones de
0.125, 0.25 y 1 pl/ml, respectivamente.

Figura 3. Efecto del aceite esencial de E. camaldulensis (Sparacia, Palermo)
sobre el crecimiento de plantulas de P. oleracea (A) y C. canadensis (B).
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4.3.3. Eriocephalus africanus L.

Para verificar su potencial herbicida, el aceite esencial de E. africanus fue en-
sayado in vitro sobre A. hybridus, P. oleracea, C. album, C. canadensis y P. judai-
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ca, mostrando un gran poder inhibitorio de la germinacion de A. hybridus, C. ca-
nadensis y P. judaica, ya que todas las concentraciones del aceite esencial fueron
efectivas en el control de la germinacidn de estas especies, sin diferencias signifi-
cativas entre ellas (Tabla 22). Frente a la germinacion de P. oleracea este aceite
esencial no fue tan activo, ya que sélo tuvieron efecto inhibitorio las dos concen-
traciones mas altas de aceite empleadas (0.5 y 1 pl/ml), reduciendo la germinacién
un 23 y un 24% respectivamente. El aceite esencial de E. africanus mostré efectos
estimulatorios sobre la germinacion de C. album, incrementandose la germinacion
al aplicar todas las concentraciones del aceite, sin haber diferencias estadisticamen-
te significativas entre ellas.

Tabla 22. Germinacion de semillas de A. hybridus, P. oleracea, C. album, C.
canadensis y P. judaica tratadas con aceite esencial de E. africanus.

. Germinacion (%) + e.s.
Concentracion

Amaranthus Portulaca Chenopodium Conyza Parietaria

(ul/ml) " . S

hybridus oleracea album canadensis judaica

0 (control) 87.0+6.4a 1000+0.0a 35.0+5.2b 780+94a 230+49a
0.125 0.0+0.0b 940+3.7a 68.0+3.7a 1.0£10b 0.0%00b
0.250 1.0+£1.0b 96.0+19a 60.0+5.7a 1.0£10b 0.0%00b
0.5 1.0+10b 770+£7.7b 63.0+3.7a 70+37b 0.0x00b
1 0.0+00b 76.0+10.0b 55.0+5.7a 3.0+12b 0.0+£00b

En cuanto a los efectos sobre el crecimiento de las plantulas, el aceite esencial
de E. africanus redujo el crecimiento de todas las arvenses en las que se prob6. En
A. hybridus, practicamente control6 el crecimiento a todas las concentraciones
ensayadas, sin diferencias entre ellas (Tabla 23). En P. judaica, al no germinar
semillas tratadas con las diferentes concentraciones del aceite esencial solo se eva-
lud la longitud de las plantulas control (Tabla 23). En C. canadensis, hubo diferen-
cias significativas en la longitud de todas las plantulas tratadas con las distintas
concentraciones del aceite esencial de E. africanus excepto la de 0.5 pl/ml (Tabla
23). La longitud de las plantulas se redujo desde un 53.5 a un 91.6%.

Tabla 23. Efecto del aceite esencial de E. africanus sobre la longitud de
plantulas de A. hybridus, C. canadensis y P. judaica.

Concentracion

Longitud (mm te.s.)

(Hl/mi) Amaranthus hybridus  Conyza canadensis  Parietaria judaica
0 (control) 2477 +182a 1.55+0.08 a 1741 +1.37
0.125 - 0.13£0.13¢c -
0.250 0.82+0.82b 0.26 £0.26 ¢ -
0.5 0.28+0.28b 0.94+0.27 ab -
1 - 0.72+0.31 bc -
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En P. oleracea, todas las plantulas tratadas con las distintas concentraciones
del aceite esencial de E. africanus mostraron una longitud menor gue las control
(Figura 4A), siendo significativa la diferencia entre la longitud de las plantulas
tratadas con la concentracién mayor del aceite esencial (1 pl/ml) y las dos menores
(0.125 y 0.25 pl/ml). La longitud de las plantulas se redujo un 67.9, 67.5, 75.3 y
78.3% al aplicar las concentraciones de 0.125, 0.25, 0.5 y 1 pl/ml, respectivamente.
También en C. album el aceite esencial de E. africanus control6 el crecimiento de
las plantulas tratadas con todas las concentraciones con respecto a las control (Fi-
gura 4B), sin diferencias entre concentraciones, excepto entre la concentracion de
0.5y lade 1 pl/ml. El crecimiento de las plantulas fue inhibido desde un 44.1 hasta
un 52.5%.

Figura 4. Efecto del aceite esencial de E. africanus sobre el crecimiento de
plantulas de P. oleracea (A) y C. album (B).
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4.3.4. Cistus ladanifer L.

El potencial herbicida del aceite esencial de C. ladanifer fue ensayado in vitro
frente a A. hybridus, P. oleracea, C. album, C. canadensis y P. judaica. Su activi-
dad fue distinta segln la arvense sobre la que actud: inhibié completamente la
germinacion de A. hybridus, y controld casi totalmente la germinacion de C. cana-
densis y P. judaica a todas las concentraciones probadas, sin diferencias entre ellas
(Tabla 24). En P. oleracea redujo la germinacion a las 3 dosis mayores empleadas
(0.250, 0.5y 1 pl/ml), en un 12.8, 49.5 y 58.6% respectivamente. Sin embargo, no
mostré un efecto significativo sobre la germinacion de C. album.

Tabla 24. Germinacion de semillas de A. hybridus, P. oleracea, C. album, C.
canadensis y P. judaica tratadas con aceite esencial de C. ladanifer.

L Germinacion (%) + e.s.
Concentracion

(HI/ml) Amaranthus Portulaca Chenopodium Conyza Parietaria
hybridus oleracea album canadensis judaica

0 (control) 96.0+29a 99.0+1.0a 42.0+6.0a 95.0+3.2a 27.0zx4.1la

0.125 0.0+0.0b 90.0+4.2ab 230+41a 1.0+10b 1.0+10b

0.250 0.0+£0.0b 86.3+3.8b 270+25a 1.0+10b 0.0%00b

0.5 0.0+0.0b 50.0+85¢c 253+89a 1.0+10b 1.0+10b

1 0.0+0.0b 41.0+80¢c 33.0+75a 1.0+10b 1.0+1.0b

En cuanto a los efectos sobre el crecimiento de las plantulas, el aceite esencial
de C. ladanifer se mostrd activo, reduciéndolo en todas las especies. En A. hybri-
dus, al no germinar semillas tratadas con este aceite esencial, sélo existen datos de
plantulas control (Tabla 25). En C. canadensis, P. judaica y C. album, hubo dife-
rencias entre el crecimiento de las plantulas control y las tratadas con las diferentes
concentraciones del aceite esencial, sin diferencias significativas entre concentra-
ciones (Tabla 25 y Figura 5A). La longitud de las plantulas tratadas se redujo entre
un 93.8 y un 98.5% en C. canadensis y desde un 96.4 a un 97.7% en P. judaica
(Tabla 25). En C. album el crecimiento de las plantulas se inhibi6 entre un 82 y un
86.3% (Figura 5A).

Tabla 25. Efecto del aceite esencial de C. ladanifer sobre la longitud de
plantulas de A. hybridus, C. canadensis y P. judaica.

Concentracién Longitud (mm +es.)
(H/ml) Amaranthus hybridus ~ Conyza canadensis  Parietaria judaica
0 (control) 21.79+1.24 454+0.36a 16.85+1.68a
0.125 - 0.25+0.25b 0.61+0.61b
0.250 - 0.28+0.28b -
0.5 - 0.07+£0.07b 0.59+0.59b
1 - 0.07+0.07b 0.39+0.39b
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Las pléntulas de P. oleracea tratadas con las dos concentraciones mas bajas del
aceite esencial de C. ladanifer, 0.125 y 0.250 pl/ml, mostraron diferencias signifi-
cativas en la longitud con respecto a las plantulas tratadas con las concentraciones
mas altas, 0.5y 1 pl/ml (Figura 5B). El crecimiento de las plantulas de P. oleracea
se redujo desde un 76.6 a un 89.1%. El aceite esencial de C. ladanifer mostrd un
fuerte efecto fitotoxico, inhibiendo el crecimiento de todas las plantulas sobre las
que se probd, que tenian un aspecto anormal y verdoso.

Plantulas de P. oleracea y C. album tratadas con la concentracion maxima (1pl/ml) de aceite esen-
cial de C. ladanifer

Figura 5. Efecto del aceite esencial de C. ladanifer sobre el crecimiento de
plantulas de C. album (A) y P. oleracea (B).
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4.3.5. Artemisia gallica Willd.

El aceite esencial de A. gallica se ensay0 in vitro sobre A. hybridus, P. olera-
cea, C. album, C. canadensis y P. judaica, para verificar su potencial herbicida,
mostrando gran actividad sobre A. hybridus y P. judaica, ya que inhibié completa-
mente la germinacion de ambas especies a todas las dosis aplicadas (Tabla 26). En
C. canadensis inhibid fuertemente la germinacion a todas las concentraciones en-
sayadas, llegando a controlarla totalmente la dosis de 0.250 pl/ml, sin diferencias
significativas entre concentraciones (Tabla 26). No mostrd efectos significativos
sobre la germinacion de C. album (Tabla 26). En P. oleracea, redujo la germina-
cion de forma significativa sélo a las dos concentraciones mayores, con diferencias
entre ellas, consiguiendo una reduccion maxima del 57.6% la dosis de 1 pl/ml (Ta-

bla 26).

Tabla 26. Germinacion de semillas de A. hybridus, P. oleracea, C. album, C.
canadensis y P. judaica tratadas con aceite esencial de A. gallica.

Concentracion

Germinacion (%) + e.s.

Amaranthus Portulaca Chenopodium Conyza Parietaria

(pi/ml) " . D

hybridus oleracea album canadensis judaica

0 (control) 96.0+29a 99.0+1.0a 42.0+6.0a 95.0+3.2a 27.0zx4.1la
0.125 0.0+0.0b 88.0+3.4ab 270+49a 3.0£20Db 0.0£0.0b
0.250 0.0+0.0b 84.0+5.3ab 36.0+3.3a 0.0+£00b 0.0+00b
0.5 0.0+0.0b 740+3.7b 288+55a 1.0£10b 0.0%00b
1 0.0+0.0b 420+169¢c 260+40a 1.0+£10b 0.0£0.0Db

Al no germinar las semillas de A. hybridus y P. judaica tratadas con aceite
esencial de A. gallica, en estas especies solo se evalud el crecimiento de las plantu-
las control (Tabla 27). En C. canadensis, todas las concentraciones probadas in-
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hibieron el crecimiento de las plantulas, sin diferencias entre ellas (Tabla 27). La
méaxima inhibicion del crecimiento (95.6%) se logré con la concentracion de 1
p/ml.

Tabla 27. Efecto del aceite esencial de A. gallica sobre la longitud de
plantulas de A. hybridus, C. canadensis y P. judaica.

Concentracién Longitud (mm £ es.)
(H/ml) Amaranthus hybridus ~ Conyza canadensis ~ Parietaria judaica
0 (control) 21.79+£1.24 454+0.36a 16.85 +1.68
0.125 - 0.36 £0.23b -
0.250 - - -
0.5 - 0.24+£0.24b -
1 - 0.20+£0.20b -

Sobre el crecimiento de P. oleracea, todas las concentraciones mostraron efec-
to con respecto al control, siendo significativas las diferencias en la longitud de las
plantulas tratadas con las dos concentraciones menores y las dos concentraciones
mayores del aceite. La maxima reduccion del crecimiento fue del 92.2% (Figura
6A). Este aceite esencial inhibi¢ significativamente el crecimiento de plantulas de
C. album a todas las concentraciones probadas, de un 26.7 a un 46.6%, mostrando
diferencias las dos concentraciones menores con la mayor (Figura 6B).

Figura 6. Efecto del aceite esencial de A. gallica sobre el crecimiento de
plantulas de P. oleracea (A) y C. album (B).
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4.3.6. Artemisia annua L.

Para evaluar el potencial herbicida del aceite esencial de A. annua, se ensayo in
vitro contra P. oleracea y C. canadensis. No se observaron efectos significativos
de este aceite esencial sobre la germinacion (Tabla 28) ni sobre el crecimiento de
P. oleracea (Tabla 29). En C. canadensis, no se observaron diferencias en la ger-
minacion de las semillas control y las tratadas con las concentraciones mas bajas
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del aceite, pero la concentracion mayor (1 pl/ml) redujo la germinacion un 96.3%
(Tabla 28). Todas las concentraciones del aceite ensayadas controlaron el creci-
miento de plantulas de C. canadensis. La longitud de las plantulas tratadas se redu-
jo con respecto al control un 24, 17.4 (no significativo), 42.5 y 90.6%, a las con-
centraciones de 0.125, 0.25, 0.5 y 1 pl/ml, respectivamente (Figura 7).

Tabla 28. Germinacion de semillas de P. oleracea y C.
canadensis tratadas con aceite esencial de A. annua.

Concentracion Germinacion (%) t e.s.
(pl/ml) Portulaca oleracea  Conyza canadensis
0 (control) 870+12a 820+34a
0.125 80.0+35a 780%6.4a
0.250 87.0+x25a 80.0x45a
0.5 87.0x51a 62.0+144a
1 80.0+32a 3.0+38b

Tabla 29. Efecto del aceite esencial de A. annua
sobre la longitud de plantulas de P. oleracea.

Concentracion Longitud (mm t e.s.)
(Kl/ml) Portulaca oleracea
0 (control) 12.29+0.87a
0.125 13.45+0.79a
0.250 14.60 £ 0.60 a
0.5 12.87+0.76 a
1 10.39+1.49a

Figura 7. Efecto del aceite esencial de A. annua sobre el crecimiento de plantu-
las de C. canadensis.
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4.3.7. Lavandula angustifolia Mill.

El aceite esencial de L. angustifolia se ensayé in vitro frente a P. oleracea y C.
canadensis para evaluar su potencial herbicida. Sobre la germinacion de P. olera-
cea mostro efecto unicamente a la dosis maxima (1 pl/ml), reduciendo la germina-
cion un 19.3% (Tabla 30). En cambio, en C. canadensis esta concentracion con-
trol6 totalmente la germinacion (Tabla 30). Sobre esta arvense, las tres concentra-
ciones mayores del aceite esencial aplicadas inhibieron la germinacion, existiendo
diferencias significativas entre ellas. Las concentraciones de 0.25 y 0.5 pl/ml redu-
jeron la germinacion un 35.4 y 85.4% respectivamente (Tabla 30).

Tabla 30. Germinacion de semillas de P. oleracea y C. cana-
densis tratadas con aceite esencial de L. angustifolia.

Concentracion Germinacion (%) £ es.
(Hl/mI) Portulaca oleracea Conyza canadensis
0 (control) 88.0+20a 820+34a
0.125 78.8+3.8ab 740+ 13.1ab
0.250 86.0+4.3a 53.0+109b
0.5 85.0+13a 120+51¢c
1 71.0+58b 0.0+0.0d

Sobre el crecimiento de P. oleracea, este aceite esencial mostrd efecto a las
tres concentraciones mayores aplicadas, con diferencias significativas entre ellas.
La longitud de las plantulas tratadas se redujo un 24.8, 59.9 y 76.1% a las concen-
traciones de 0.25, 0.5 y 1 pl/ml respectivamente (Figura 8A). Frente al crecimiento
de C. canadensis, solamente la dosis de 0.5 pl/ml fue activa, reduciendo la longitud
de las plantulas tratadas un 53.8% con respecto a la de las plantulas control (Figura
8B). No se evalu6 el crecimiento de plantulas tratadas con la concentracion de 1
pl/ml, al no germinar las semillas bajo esta dosis.

Figura 8. Efecto del aceite esencial de L. angustifolia sobre el crecimiento de
plantulas de P. oleracea (A) y C. canadensis (B).
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4.3.8. Rosmarinus officinalis L.

Para evaluar el potencial herbicida del aceite esencial de R. officinalis, se en-
say0 in vitro sobre P. oleracea y C. canadensis. Este aceite no mostr6 gran efecto
frente a P. oleracea, ya que Unicamente inhibié su germinacion a la dosis maxima
aplicada (1 pl/ml), reduciéndola tan solo un 13.6% (Tabla 31). Sobre C. canadensis
revel6 mayor actividad, ya que las tres concentraciones mayores (0.25, 0.5y 1
pl/ml) inhibieron significativamente su germinacion, en un 40.4, 70.2 y 97.9%
respectivamente (Tabla 31).

Tabla 31. Germinacion de semillas de P. oleracea y C. canadensis
tratadas con aceite esencial de R. officinalis.

Concentracion Germinacion (%) * e.s.
(Hl/mi) Portulaca oleracea Conyza canadensis
0 (control) 88.0+2.0a 940+24a
0.125 83.0+12ab 90.0+4.2a
0.250 88.0+25a 56.0£9.1b
0.5 81.0+£7.0ab 280+140c
1 76.0+40b 20+£20d

Sobre el crecimiento de ambas arvenses, este aceite fue efectivo a todas las
concentraciones ensayadas. En P. oleracea, no se observaron diferencias significa-
tivas entre la longitud de las plantulas tratadas con las 3 dosis menores, que presen-
taban reducciones del 37.2, 36.3 y 44.7% con respecto al control, pero si entre ellas
y la concentracién de 1 pl/ml, que inhibi6 el crecimiento de las plantulas un 67.7%
(Figura 9A). En C. canadensis se constataron diferencias entre las longitudes de las
plantulas tratadas con todas las concentraciones del aceite esencial (Figura 9B). El
crecimiento de las plantulas disminuyé desde un 46.1 a un 98.5%.
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Figura 9. Efecto del aceite esencial de R. officinalis sobre el crecimiento de
plantulas de P. oleracea (A) y C. canadensis (B).
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4.3.9. Thymus capitatus (L.) Hoffmanns. et Link.

Se ensay0 el potencial herbicida del aceite esencial de T. capitatus obtenido en
floracion sobre P. oleracea y C. canadensis. Debido a los buenos resultados obte-
nidos, y al hecho de que la planta en floracion esta disponible solamente por un
periodo de tiempo determinado, se decidié ensayar asimismo el potencial herbicida
del aceite esencial de T. capitatus obtenido de plantas en estado vegetativo frente a
las mismas arvenses, para comparar su actividad, en vistas a su posible uso indis-
tinto. Los resultados obtenidos por ambos aceites esenciales fueron muy semejan-
tes, produciendo los mismos efectos al aplicarse a las concentraciones ensayadas.
Por tanto, presentamos a continuacion solamente los resultados mostrados por el
aceite esencial de T. capitatus obtenido en floracion.

El aceite esencial de T. capitatus produjo un fuerte efecto inhibitorio sobre la
germinacion de ambas arvenses, bloqueandola totalmente en C. canadensis a todas
las concentraciones aplicadas (Tabla 32), y en P. oleracea a las dos concentracio-
nes superiores (0.5 y 1 pl/ml), mientras que las concentraciones de 0.125 y 0.25
plI/ml también redujeron su germinacion, un 47.1'y un 92% con respecto al control,
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no siendo significativas las diferencias entre las concentraciones de 0.25, 0.5y 1
pl/ml (Tabla 32).

Tabla 32. Germinacion de semillas de P. oleracea y C. canadensis
tratadas con aceite esencial de T. capitatus.

Concentracién Germinacion (%) + e.s.
(1l/ml) Portulaca oleracea Conyza canadensis
0 (control) 870+12a 940+24a
0.125 46.0+14.b 0.0+£0.0b
0.250 70+£3.7¢c 0.0+0.0b
0.5 0.0£0.0c 0.0+0.0b
1 0.0£0.0c 0.0+0.0b

En cuanto a los efectos sobre el crecimiento de plantulas de estas arvenses, en
C. canadensis, al no germinar ninguna de las semillas tratadas con las diferentes
concentraciones del aceite esencial (Tabla 32), no se pudo evaluar la actividad so-
bre el crecimiento. De igual manera, en P. oleracea, al no germinar las semillas
tratadas con las concentraciones mayores del aceite (0.5 y 1 pl/ml), no se dispone
de datos de longitud de plantulas sometidas a esas dosis. Las plantulas tratadas con
las concentraciones de 0.125 y 0.25 pl/ml presentaron una longitud un 71.5 y un
86.2% menor que las control, sin haber diferencias significativas entre ambas con-
centraciones (Tabla 32 y Figura 10).

Figura 10. Efecto del aceite esencial de T. capitatus sobre el crecimiento de
plantulas de P. oleracea.
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Control P. oleracea Control C. canadensis

Semillas de P. oleracea y C. canadensis tratadas con la maxima concentracion ensayada (1pl/ml) de
aceite esencial de Thymus capitatus.

4.3.10. Tagetes lemmonii A. Gray.

El aceite esencial de T. lemmonii se ensay6 in vitro sobre P. oleracea y C. ca-
nadensis, mostrando actividad herbicida contra ambas arvenses, controlando tanto
su germinacion (Tabla 33) como su crecimiento (Figura 11A y B). Frente a la ger-
minacion de P. oleracea, el aceite esencial de T. lemmonii sélo fue activo a las dos
dosis mayores probadas, consiguiendo reducirla un 25.1% la concentracion de 0.5
pl/ml y un 95.7% la de 1 pl/ml. En cambio, todas las dosis de este aceite esencial
controlaron la germinacion de C. canadensis, sin haber diferencias significativas
entre las concentraciones de 0.125, 0.25 y 0.5 pl/ml, que inhibieron la germinacion
desde un 70.5 a un 93.2%, pero si las hubo entre las concentraciones de 0.125, 0.5
y lade 1 pl/ml. A esta Gltima dosis se redujo la germinacién un 97.7%.

En cuanto a los efectos del aceite de T. lemmonii sobre el crecimiento de las
plantulas, en P. oleracea, todas las concentraciones del aceite fueron efectivas in-
hibiendo el crecimiento de la arvense (Figura 11A). Las 3 dosis menores redujeron
la longitud de las plantulas desde un 33.5 a un 53.4%, sin haber diferencias signifi-
cativas entre ellas, pero si con la concentracién mayor (1 pl/ml), que provocé una
reduccion en la longitud de las plantulas del 85.9%. Sobre el crecimiento de C.
canadensis, este aceite esencial tuvo un efecto inhibitorio mayor, reduciéndose la
longitud de las plantulas desde un 78.8% hasta un 94.9% (Figura 11B). Hubo dife-
rencias estadisticamente significativas entre todas las concentraciones y el control,
y entre la menor y la mayor concentracion.
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Tabla 33. Germinacion de semillas de P. oleracea y C. cana-
densis tratadas con aceite esencial de T. lemmonii.

Concentracion Germinacién (%) * e.s.
(HI/ml) Portulaca oleracea  Conyza canadensis
0 (control) 89.0+29a 440+102a
0.125 90.0+20a 13.0+4.4b
0.250 90.0+2.7a 3.0+£20hbc
0.5 66.7+4.4b 12.0+4.6b
1 38+24c 1.0+£1.0c

Figura 11. Efecto del aceite esencial de T. lemmonii sobre el crecimiento de
plantulas de P. oleracea (A) y C. canadensis (B).
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4.3.11. Perlargonium odoratissimum (L.) L’Hér.

Para evaluar el potencial herbicida del aceite esencial de P. odoratissimum se
ensay0 in vitro contra P. oleracea y C. canadensis, mostrando mayor actividad
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frente a la germinacion de C. canadensis, ya que la inhibi6 totalmente a las dos
concentraciones mayores aplicadas (0.5 y 1 pl/ml), mientras que las concentracio-
nes menores (0.125 y 0.25 ul/ml) también fueron activas, reduciendo la germina-
cion un 46.8 'y 74.5 % respectivamente (Tabla 34). En cambio, sélo las dos concen-
traciones mayores del aceite esencial redujeron significativamente la germinacion
de P. oleracea, un 19.3 y un 96.6 %, respectivamente (Tabla 34).

Tabla 34. Germinacion de semillas de P. oleracea y C. cana-
densis tratadas con aceite esencial de P. odoratissimum.

Concentracién Germinacion (%)  es.
(HI/mI) Portulaca oleracea  Conyza canadensis
0 (control) 88.0+20a 940+24a
0.125 81.0+24ab 50.0+10.7b
0.250 77.0+8.0ab 240+10.0c
0.5 71.0+4.3b 0.0+0.0d
1 3.0+£30c 0.0+0.0d

Sobre el crecimiento de ambas arvenses todas las concentraciones de este acei-
te esencial fueron efectivas, reduciendo la longitud de las plantulas tratadas con
respecto a las control (Figura 12A y B). En C. canadensis, al no germinar las semi-
llas tratadas con las concentraciones 0.5 y 1 pl/ml, no se evalué el crecimiento de
plantulas bajo estas dosis (Tabla 34, Figura 12B), mientras que las tratadas con las
dosis 0.125 y 0.25 pl/ml presentaron una inhibicion del crecimiento del 41 y
63.2%, sin diferencias entre ellas. En P. oleracea, todas las concentraciones del
aceite esencial redujeron la longitud de las plantulas, sin diferencias significativas
en los efectos entre la concentracion de 0.25y 0.5 pl/ml, y entre lade 0.5y 1 pl/ml.
El crecimiento de las plantulas se inhibi6 desde un 31.2 a un 90.6%.

Figura 12. Efecto del aceite esencial de P. odoratissimum sobre el crecimiento
de plantulas de P. oleracea (A) y C. canadensis (B).
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4.3.12. Thymus vulgaris L.

El potencial herbicida del aceite esencial de T. vulgaris se ensayé in vitro en P.
oleracea y C. canadensis, siendo més activo frente a la germinacion de C. cana-
densis, ya que todas las concentraciones fueron efectivas controlando la germina-
cion, sin diferencias entre ellas, llegando a inhibirla totalmente las 3 concentracio-
nes superiores (0.25, 0.5 y 1 ul/ml), mientras que la concentracion menor (0.125
pl/ml) redujo la germinacién un 79.5% (Tabla 35). En P. oleracea, este aceite in-
hibié la germinacién a las 3 concentraciones mayores, 0.25, 0.5 y 1 pl/ml en un
32.4, 89.9 y 98.9% respectivamente, siendo significativas las diferencias entre la
concentracion de 0.25 pl/ml y las dos més elevadas (Tabla 35).

Tabla 35. Germinacion de semillas de P. oleracea y C. cana-
densis tratadas con aceite esencial de T. vulgaris.

Concentracion Germinacion (%) + e.s.
(Hl/ml) Portulaca oleracea Conyza canadensis
0 (control) 88.8+55a 68.3+13.0a
0.125 73.8+9.7ab 140+11.7b
0.250 60.0+10.0b 0.0+£0.0b
0.5 9.0+£6.8¢C 0.0+0.0b
1 1.0+£09c 0.0+0.0b

En cuanto a los efectos sobre el crecimiento de las arvenses, en C. canadensis,
al ser 0 la germinacion de las semillas bajo las dosis 0.25, 0.5y 1 pl/ml, no se eva-
lué el crecimiento de plantulas tratadas con dichas concentraciones del aceite esen-
cial. Las plantulas tratadas con la concentracion de 0.125 pl/ml presentaron una
longitud un 80.1% menor que las control (Figura 13A). En P. oleracea, todas las
concentraciones del aceite tuvieron un efecto inhibitorio sobre el crecimiento de la
arvense, siendo significativas las diferencias entre las dos concentraciones menores
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y lade 1 pl/mly entre la de 0.125 pl/ml y las dos mayores (0.5 y 1 pl/ml). Se in-
hibié el crecimiento de las plantulas desde un 56.2 a un 98.8% (Figura 13B).

Figura 13. Efecto del aceite esencial de T. vulgaris sobre el crecimiento de
plantulas de C. canadensis (A) y P. oleracea (B).
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4.3.13. Origanum vulgare L.

El aceite esencial de O. vulgare se ensayo in vitro frente a P. oleracea y C. ca-
nadensis para evaluar su potencial herbicida, mostrando gran actividad frente a
ambas arvenses a las dos dosis mayores aplicadas (0.5 y 1 pl/ml), que inhibieron
totalmente la germinacion de C. canadensis, mientras en P. oleracea también la
concentracion de 1 pl/ml control6 totalmente la germinacion y la de 0.5 pl/ml la
redujo un 71.6% (Tabla 36). Las dosis més bajas (0.125 y 0.25 pl/ml) no tuvieron
ningun efecto sobre la germinacidn de P. oleracea pero inhibieron la germinacion
de C. canadensis un 64.2 y 92.6%, respectivamente, no siendo significativas las
diferencias entre la concentracion de 0.25 pl/ml y las dos superiores en C. cana-
densis (Tabla 36).
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Tabla 36. Germinacion de semillas de P. oleracea y C. cana-
densis tratadas con aceite esencial de O. vulgare.

Concentracién Germinacion (%)  e.s.
(HI/ml) Portulaca oleracea  Conyza canadensis
0 (control) 88.0x20a 95.0+2.2a
0.125 88.0+t4.1a 34.0+134b
0.250 87.0+3.0a 70+x49c
0.5 25.0+£6.5b 0.0£00c
1 0.0£0.0c 0.0£00c

Sobre el crecimiento de las dos arvenses, el aceite esencial de O. vulgare fue
activo a todas las dosis aplicadas (Figura 14A y B). No se evalu6 el crecimiento de
plantulas de P. oleracea tratadas con la concentracion de 1 pl/ml, ni de C. cana-
densis tratadas con las concentraciones de 0.5y 1 pl/ml, al no germinar las semillas
bajo estos tratamientos (Tabla 36, Figura 14A y B). En P. oleracea, hubo diferen-
cias en la longitud de las plantulas tratadas con todas las concentraciones evaluadas
(0.125, 0.25 y 0.5 pl/ml) y las plantulas control, siendo ademas significativas las
diferencias en la longitud entre todas las concentraciones, que presentaron una
reduccién del 28.6, 58.2 y 77.6% respectivamente en comparacion con las plantu-
las control (Figura 14A). En C. canadensis, también fueron significativas las dife-
rencias en la longitud de las plantulas tratadas con las dosis de 0.125 y 0.25 pl/ml,
gue disminuyeron su crecimiento un 67.2 y 85.6% con respecto a las control (Figu-
ra 14B).

Figura 14. Efecto del aceite esencial de O. vulgare sobre el crecimiento de
plantulas de P. oleracea (A) y C. canadensis (B).
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4.4. Actividad fitotdxica in vitro de los extractos acuosos.
4.4.1. Lantana camara L.

El potencial herbicida del extracto acuoso de L. camara se ensayo in vitro fren-
te a A. hybridus, P. oleracea, C. album, C. canadensis y P. judaica, mostrando la
mayor actividad frente a C. canadensis, ya que las concentraciones de 10, 30 y
50% inhibieron completamente su germinacion, mientras que la de 100% la redujo
un 77.8%, sin ser significativas estas diferencias (Tabla 37). En cambio, no mostrd
ningun efecto sobre la germinacion y el crecimiento de P. oleracea y P. judaica
(Tablas 37 y 38), ni sobre la longitud de plantulas de C. canadensis (Tabla 38).

Este extracto se mostr6 muy activo sobre la germinacion de C. album, redu-
ciéndola a todas las dosis probadas, siendo la maxima inhibicién del 96.7% a las
dos concentraciones mayores, sin diferencias significativas entre ellas (Tabla 38),
sin embargo, Unicamente estas dos concentraciones tuvieron efecto sobre el creci-
miento de la arvense, reduciendo la longitud de las plantulas un 14.9 y un 25.9%
respectivamente (Figura 15B).

Plantulas de C. album control y tratadas con extracto de L. camara al 50 y 100%.

Finalmente, solo las dos concentraciones superiores del extracto controlaron la
germinacion de A. hybridus, disminuyéndola un 53.3 y 64.4% respectivamente, sin
diferencias significativas entre ellas (Tabla 37), mientras que todas las concentra-
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ciones inhibieron el crecimiento de las plantulas, logrando una reduccion del desa-
rrollo de las mismas hasta del 41.6%, a la dosis de 100% (Figura 15A).

Tabla 37. Germinacion de semillas de A. hybridus, P. oleracea, C. album, C.
canadensis y P. judaica tratadas con extracto acuoso de L. camara.

. Germinacion (% t e.s.)
Concentracion

(%) Amaranthus Portulaca Chenopodium Conyza Parietaria
hybridus oleracea album canadensis judaica

0 (control) 450+27a 740x10.2a 90.0+3.2a 36.0+109a 56.6+£50a

10 340+19ab 68.0x+44a 50.0£39b 0.0+00b 413+6.2a

30 320+46ab 78.0+34a 35.0+55¢ 0.0+00b 59.0+34a

50 21.0+46bc 67.0+4.6a 3.0x1.2d 0.0+00b 608+7.2a

100 16.0+4.8c 71.0+6.0a 3.0+20d 80+46b 425+80a

Figura 15. Efecto del extracto acuoso de L. camara sobre el crecimiento de
plantulas de A. hybridus (A) y C. album (B).
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Tabla 38. Efecto del extracto acuoso de L. camara sobre el crecimiento
de plantulas de P. oleracea, C. canadensis y P. judaica.

Concentracion Longitud (mm £ e.s.)
(%) Portulaca oleracea  Conyza canadensis Parietaria judaica
0 (control) 8.19+049a 1.79+0.18 a 19.20+1.79a
10 7.80+£0.57a - 1741 +0.69a
30 8.20+0.48a - 1730+ 1.64a
50 9.13+£0.58a - 16.97+£1.20a
100 749+046a 0.94+0.43a 22.04+2.40a

4.4.2. Eucalyptus camaldulensis Dehnh.

El potencial herbicida del extracto acuoso de E. camaldulensis, se ensay6 in vi-
tro sobre A. hybridus, P. oleracea, C. album, C. canadensis y P. judaica, mostran-
do el mayor efecto en C. canadensis, ya que inhibié completamente su germinacion
a todas las concentraciones aplicadas (Tabla 39). En A. hybridus todas las concen-
traciones inhibieron la germinacion (Tabla 39), sin ser significativas las diferencias
entre las 3 dosis mayores, gue mostraron gran actividad, reduciendo la germinacion
de A. hybridus desde un 95.6% hasta controlarla totalmente. Asimismo, todas las
concentraciones de este extracto inhibieron el crecimiento de plantulas de A. hybri-
dus, manifestando diferencias significativas en la longitud entre todas ellas, y sien-
do la mayor reduccidn del crecimiento observada del 63.6% (Figura 16A).

Solamente las dos concentraciones mas elevadas del extracto (50 y 100%) tu-
vieron efecto inhibidor sobre la germinacion de P. oleracea, sin diferencias signifi-
cativas entre ellas, reduciéndola un 44.6 y 47.3% respectivamente (Tabla 39).
Igualmente, solo estas dos concentraciones redujeron el crecimiento de las plantu-
las de P. oleracea, sin diferencias entre ellas, siendo la reducciéon méaxima del
33.9% (Figura 16B).

Tabla 39. Germinacion de semillas de A. hybridus, P. oleracea, C. album, C.
canadensis y P. judaica tratadas con extracto acuoso de E. camaldulensis.

., Germinacion (% + e.s.)
Concentracion

(%) Amaranthus Portulaca Chenopodium Conyza Parietaria
hybridus oleracea album canadensis judaica

0 (control) 450+27a 740+10.2a 90.0+3.2a 36.0+£109a 56.6+50a

10 22.0+3.4b 60.0 £8.9ab 86.0+3.7a 0.0+£0.0b 49.0+40a

30 20x12c 64.0+4.3ab 69.0+6.8b 0.0+0.0b 420+25a

50 0.0x£0.0c 41.0+98b 63.0+25b 0.0+00b 450+6.1a

100 1.0£1.0c 39.0£7.0Db 740+4.0b 0.0+0.0b 520+51a

Las 3 concentraciones mayores del extracto mostraron efecto inhibitorio sobre
la germinacion de C. album, siendo la reduccién maxima del 30% (Tabla 39),
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mientras que Unicamente la concentracién del 100% tuvo efecto sobre el creci-
miento de plantulas de C. album, reduciendo la longitud de las mismas un 46%
(Tabla 40).

Por ultimo, en P. judaica este extracto no mostrd ningln efecto, ni sobre su
germinacion (Tabla 39) ni sobre su crecimiento (Tabla 40).

Figura 16. Efecto del extracto acuoso de E. camaldulensis sobre el crecimiento
de plantulas de A. hybridus (A) y P. oleracea (B).
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Tabla 40. Efecto del extracto acuoso de E. camaldulensis sobre el creci-
miento de plantulas de C. album, C. canadensis y P. judaica.

Concentracion Longitud (mm £e.s.)
(%) Chenopodium album  Conyza canadensis  Parietaria judaica
0 (control) 1844 +£0.29a 1.79+0.18 19.20+1.79a
10 1543+0.73a - 16.36 £0.90 a
30 17.08+1.25a - 22.00+164a
50 1469 +0.75a - 1755+1.47a
100 9.96 £0.47 b - 16.90+0.79a
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4.4.3. Eriocephalus africanus L.

Se estudié el potencial herbicida in vitro del extracto acuoso de E. africanus
frente a A. hybridus, P. oleracea, C. album, C. canadensis y P. judaica, mostrando
la mayor actividad, al igual que en los extractos anteriores, sobre la germinacion de
C. canadensis, ya que fue practicamente inhibida por completo a las concentracio-
nes de 10-50%, sin diferencias significativas entre ellas (Tabla 41). Extrafiamente,
a la concentracion del 100% este extracto no mostré diferencias significativas con
el control (Tabla 41). Sobre el crecimiento de plantulas de C. canadensis se mani-
festaron los mismos resultados (Tabla 42), siendo el maximo efecto inhibitorio
conseguido por este extracto del 92.7%.

La germinacion de A. hybridus fue completamente inhibida por el extracto de
E. camaldulensis a la concentracion del 100% (Tabla 41), sin mostrar diferencias la
actividad de esta dosis con la de 50% (82.2% de inhibicion). Todas las concentra-
ciones redujeron significativamente la longitud de las plantulas (Figura 17), siendo
la mayor reduccién del crecimiento del 46.5%.

Todas las concentraciones del extracto inhibieron significativamente la germi-
nacion de P. oleracea, sin diferencias entre ellas (Tabla 41), logrando reducir la
germinacion entre un 48.6 y un 67.6%. Sin embargo el extracto no tuvo efecto
sobre el crecimiento de plantulas de esta arvense (Tabla 42).

La germinacion de C. album fue reducida por todas las concentraciones del ex-
tracto (Tabla 41), siendo la méaxima inhibicién del 53.3%, pero Unicamente las dos
concentraciones mayores redujeron el crecimiento de las plantulas, un 25.6 y un
50%, respectivamente (Tabla 42).

Tabla 41. Germinacion de semillas de A. hybridus, P. oleracea, C. album, C.
canadensis y P. judaica tratadas con extracto acuoso de E. africanus.

L Germinacion (% + e.s.)
Concentracion

(%) Amaranthus Portulaca Chenopodium Conyza Parietaria
hybridus oleracea album canadensis judaica
0 (control) 450+27a 740%+102a 900+32a 36.0+109a 56.6+5.0a
10 300+57a 38.0x98b 720+3.7b 20+12hb 29.1+4.0b
30 14.0+7.0b 36.0+29b 63.0+3.4bc 00+00b 269+6.8bc
50 80+6.8bc 29.0%+19b 54.0+5.3cd 1.0+10b 82+65d
100 00+£00c 240+58hb 42.0+9.2d 39.0+11.7a 9.5+28cd

Sobre la germinacion de P. judaica todas las concentraciones del extracto tu-
vieron efecto inhibitorio (Tabla 41), siendo la reduccion maxima del 85.5% a la
concentracion del 50%, sin diferencias con la del 100% (83.2% de inhibicion).
Todas las concentraciones del extracto redujeron la longitud de las plantulas de P.
judaica (Tabla 42), pero la longitud de las plantulas tratadas con el 50% no pre-
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sent6 diferencias significativas con respecto a la de las plantulas control. La con-
centracion del 100% consiguio la mayor reduccion del crecimiento, un 66.8% (Ta-
bla 42).

Figura 17. Efecto del extracto acuoso de E. africanus sobre el crecimiento de
plantulas de A. hybridus.
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Tabla 42. Efecto del extracto acuoso de E. africanus sobre la longitud
de plantulas de P. oleracea, C. album, C. canadensis y P. judaica.

i +
Concentracion Longitud (mm * e:s.)

(%) Portulaca Chenopodium Conyza Parietaria
oleracea album canadensis judaica
0 (control) 8.38+£0.63a 2058+0.37a 1.79+0.18a 19.20+x1.79a
10 856+0.19a 17.60+x0.65ab 097+059b 10.11+1.31bc
30 8.67 £0.60 a 17.77£0.64 a - 12.64 £0.66 b
50 7.88£0.60 a 1532+0.68b 0.13%£0.13b 14.74x0.55ab
100 7.00+0.77 a 10.30+042c 237+0.30a 6.37x0.51c

4.4 4. Cistus ladanifer L.

Para evaluar el potencial herbicida del extracto acuoso de C. ladanifer se en-
sayo0 in vitro sobre A. hybridus, P. oleracea, C. album, C. canadensis y P. judaica.
Al igual que ocurria con el resto de extractos anteriores, la mayor actividad frente a
la germinacion se mostro en C. canadensis, ya que la concentracion del 50% redujo
la misma un 97.2%, sin haber diferencias significativas entre ésta y las concentra-
ciones de 30 y 100% (Tabla 43), sin embargo este extracto no tuvo efectos sobre el
crecimiento de plantulas de C. canadensis (Tabla 44), ni tampoco sobre las de C.
album y P. judaica (Tabla 44). Sobre C. album el extracto no manifesté ningun
efecto (Tablas 43 y 44), mientras que en P. judaica las dos concentraciones mas
altas redujeron la germinacion un 32.9 y 36.4% (50 y 100%, respectivamente) sin
diferencias entre ellas (Tabla 43).
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Frente a la germinacion de P. oleracea, el extracto no fue activo (Tabla 43),
mientras que las concentraciones del 10 y 30% produjeron un efecto estimulatorio
del crecimiento de sus plantulas (Tabla 44).

La concentracion del 100% fue la més efectiva sobre la germinacion de A. hy-
bridus, reduciéndola un 21.1% (Tabla 43). Tanto esta concentracion como la del
50% inhibieron el crecimiento de las plantulas, un 25.6 y 19.5% respectivamente,
sin diferencias significativas entre ellas (Figura 18).

Tabla 43. Germinacion de semillas de A. hybridus, P. oleracea, C. album, C.
canadensis y P. judaica tratadas con extracto acuoso de C. ladanifer.

Germinacion (% * e.s.)

Concentracion

(%) Amaranthus Portulaca  Chenopodium Conyza Parietaria
hybridus oleracea album canadensis judaica
0 (control) 97.0+2.0a 900+52a 780+6.8a 36.0+109a 56.6+50a
10 83.8+6.0bc 81.2+58a 76.0+73a 240+7.8ab 51.0%56ab
30 90.0+16bc 920+3.0a 82.0+3.0a 20+12c 49.0+58abhc
50 969+24ab 920%25a 73.0+3.4a 1.0+£10c 38.0+5.4hc
100 765+34c 75.0+5.2a 78.0+49a 7.0+3.0bc 36.0+19¢c

Figura 18. Efecto del extracto acuoso de C. ladanifer sobre el crecimiento de
plantulas de A. hybridus.
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Tabla 44. Efecto del extracto acuoso de C. ladanifer sobre el crecimiento de
plantulas de P. oleracea, C. album, C. canadensis y P. judaica.

i +
Concentracion Longitud (mm +es.)

(%) Portulaca Chenopodium Conyza Parietaria
oleracea album canadensis judaica
0 (control) 8.98+0.24b 20.05+1.65a 1.79+£0.18a 19.20+1.79a
10 1463 +0.94a 1855+0.29a 1.36+£0.35a 21.15+234a
30 1485 +0.79a 18.87+1.62a 0.70+0.44 a 2023+1.44a
50 10.36 £0.70 b 18.74+1.19a 049+049a 16.94+1.16a
100 10.55+0.68 b 15.33+1.26a 1.39+0.60 a 1495+1.71a
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4.4.5. Artemisia gallica Willd.

La actividad herbicida del extracto acuoso de A. gallica se evalu6 in vitro fren-
te a A. hybridus, P. oleracea, C. album, C. canadensis y P. judaica. Nuevamente la
especie cuya germinacion se vio méas afectada fue C. canadensis, ya que todas las
concentraciones la redujeron drasticamente, sin diferencias significativas entre
ellas (Tabla 45), llegando a inhibirla completamente (concentraciones 10 y 100%).
Este extracto no tuvo ningun efecto sobre la germinacion de P. oleracea, C. album
y P. judaica (Tabla 45). Sélo las dos concentraciones mayores (50 y 100%) in-
hibieron la germinacion de A. hybridus, un 27.9 y 63.9% respectivamente, siendo
significativa la diferencia entre ellas (Tabla 45).

Las concentraciones de 30 y 50% inhibieron el crecimiento de plantulas de C.
canadensis un 71.4 y 78.7%, sin diferencias entre ellas (Tabla 46). No hubo efectos
significativos del extracto sobre el crecimiento de plantulas de A. hybridus, C. al-
bum y P. judaica, mientras que todas las concentraciones estimularon el crecimien-
to de plantulas de P. oleracea (Tabla 46).

Tabla 45. Germinacion de semillas de A. hybridus, P. oleracea, C. album, C.
canadensis y P. judaica tratadas con extracto acuoso de A. gallica.

Germinacion (% t e.s.)

Concentracion

(%) Amaranthus Portulaca  Chenopodium Conyza Parietaria
hybridus oleracea album canadensis judaica

0 (control) 97.0+2.0a 90.0%5.2a 780+6.8a 930+34a 67.1+46a

10 86.7+6.3ab 97.0t1.2a 88.0+3.0a 0.0+£0.0b 53.7+83a

30 910+4.6ab 940+24a 820+34a 3.0+£30b 36.0+86a

50 70.0+89b 91.0+10a 68.8+34a 3.0+£30b 482+71a

100 350+106c 97.0+20a 73.8+38a 0.0+00b 36.2+88a

Tabla 46. Efecto del extracto acuoso de A. gallica sobre la longitud de plantu-
las de A. hybridus, P. oleracea, C. album, C. canadensis y P. judaica.

., i tes.
Concentracion Longitud (mm £ e..)

(%) Amaranthus Portulaca Chenopodium Conyza Parietaria
hybridus oleracea album canadensis judaica
0 (control) 23.13+x051a 8.98+0.24d 20.05+165ab 3.71+0.34a 2032+172ab
10 2232+121a 18.26+0.84a 23.67+0.87a - 26.60 £4.00 a
30 2317+111a 16.23+178ab 2335+1.60a 1.06+0.15b 28.07+286a
50 1830+ 1.19a 13.15+0.68 ¢ 2189+134a 0.79+0.13b 14.54 + 1.58 b
100 19.57+2.18a 13.85+0.88bc  17.95+047b - 22.23 £3.54 ab

4.5. Actividad fitotoxica in vitro de compuestos patrén presentes en los aceites
esenciales.

El potencial herbicida in vitro de algunos compuestos patron presentes en la
composicion de varios de los aceites esenciales utilizados se verificd, para analizar
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su influencia en la actividad herbicida del aceite esencial. Entre ellos, se probo el
eucaliptol (1,8-cineol), que se encontraba en cantidades variables, desde trazas
(aceite esencial de T. capitatus en floracion) hasta como compuesto mayoritario
(aceite esencial de R. officinalis) en la mayoria de los aceites esenciales utilizados
(datos en %): E. camaldulensis, tanto de Valencia (1.92), como de Sparacia (Sici-
lia) (4.23), E. africanus (0.06), C. ladanifer (0.10), A. gallica (0.15), A. annua
(2.34), L. angustifolia (9.16), R. officinalis (33.65), T. capitatus en floracion (tra-
zas), P. odoratissimum (1.34), T. vulgaris (3.98), O. vulgare (1.43). También se
probé el carvacrol, compuesto mayoritario en tres de los aceites esenciales que
mostraron mayor actividad herbicida, el de T. capitatus en estado vegetativo
(65.55) y en floracion (77.02), y el de O. vulgare (29.16), encontrandose ademas en
los aceites esenciales de E. camaldulensis, tanto de Valencia (0.98) como de Spa-
racia (Sicilia) (0.75), C. ladanifer (0.10), R. officinalis (trazas), T. lemmonii (trazas)
y T. vulgaris (2.69). Por ultimo se prob6 también el eugenol, compuesto presente
en trazas en los aceites esenciales de C. ladanifer, A. gallica de Puzol, A. annua y
R. officinalis, y en un 1.77% en el aceite esencial de T. capitatus en floracién.

4.5.1. Eucaliptol.

El potencial herbicida del eucaliptol (1,8-cineol) se ensay0 in vitro frente a P.
oleracea y C. canadensis. No mostro efectos significativos ni sobre la germinacion
(Tabla 47) ni sobre el crecimiento (Tabla 48) de P. oleracea, no teniendo actividad
herbicida sobre esta arvense a las concentraciones aplicadas, mientras que en C.
canadensis, todas las dosis probadas fueron efectivas, inhibiendo tanto su germina-
cién como su crecimiento (Tabla 47, Figura 19). No hubo diferencias significativas
en la germinacion de C. canadensis entre las 3 dosis menores, reduciéndola hasta
un 35.1% con respecto al control, mientras que la concentracion de 1 pl/ml, mas
activa, inhibi6 la germinacion un 86.3% (Tabla 47).

Tabla 47. Germinacion de semillas de P. oleracea y C. canadensis
tratadas con eucaliptol.

Concentracion Germinacion (% *e.s.)
(Hl/mi) Portulaca oleracea Conyza canadensis
0 (control) 88.8+55a 95.0+2.2a
0.125 83.0x6.4a 53.0+126b
0.250 85.0+35a 50.0+11.2b
0.5 80.0+2.7a 61.7+56b
1 80.0+3.2a 13.0+x4.1c

Todas las concentraciones de eucaliptol probadas inhibieron el crecimiento de
C. canadensis (Figura 19). La longitud de las plantulas se redujo de un 64.4 a un

117



4. Resultados

90.1%, siendo significativas las diferencias entre la concentracion de 1 pl/ml y las
de 0.25y 0.5 pl/ml.

Tabla 48. Efecto del eucaliptol sobre la longitud
de plantulas de P. oleracea.

Longitud (mm *e.s.)

Concentracion (pl/ml)

Portulaca oleracea

0 (control)
0.125
0.250

0.5
1

17.86+141a
1857 +0.84a
19.61+0.85a
1828+ 1.34a
1857+1.30a

Figura 19. Efecto del eucaliptol sobre el crecimiento de C. canadensis.
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4.5.2. Carvacrol.

El potencial herbicida del carvacrol se ensay6 in vitro sobre P. oleracea y C.
canadensis, mostrando gran actividad, al impedir la germinacion de ambas arven-
ses a todas las concentraciones aplicadas (Tabla 49). No se evaluaron los efectos
del carvacrol sobre el crecimiento de plantulas al no germinar ninguna de las semi-
Ilas tratadas.

Tabla 49. Germinacion de semillas de P. oleracea y C. canadensis
tratadas con carvacrol.

Concentracion (ul/ml)

Germinacion (% t e.s.)

Portulaca oleracea

Conyza canadensis

0 (control) 88.8+55a 95.0+2.2a
0.125 0.0+00b 0.0x0.0b
0.250 0.0+00b 0.0x0.0b

0.5 0.0+00b 0.0x0.0b
1 0.0+00b 0.0+0.0b
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4.5.3. Eugenol.

El eugenol patrén se ensay0 sobre P. oleracea y C. canadensis para estudiar su
potencial herbicida, mostrando efecto inhibitorio todas las concentraciones aplica-
das sobre la germinacion de ambas arvenses (Tabla 50). En P. oleracea las dos
concentraciones mayores inhibieron totalmente la germinacién, mientras que las
dos menores la redujeron un 64 y 94.4% respectivamente. En C. canadensis, la
dosis maxima control6 completamente la germinacion, mientras que las 3 menores
la disminuyeron desde un 52.6 a un 96% (Tabla 50).

Tabla 50. Germinacion de semillas de P. oleracea y
C. canadensis tratadas con eugenol.

Concentracién Germinacion (% + e.s.)
(ul/ml) Portulaca oleracea  Conyza canadensis
0 (control) 88.8+55a 95.0+22a
0.125 32.0+109b 45.0+22.1b
0.250 50+x50¢c 23.0+159hbc
0.5 0.0+£00c 3.8+38¢c
1 0.0£0.0c 0.0+0.0¢c

En cuanto a los efectos del eugenol sobre el crecimiento de ambas arvenses, en
P. oleracea, al no germinar las semillas tratadas con las dos concentraciones mayo-
res (Tabla 50), no se evalu6 el crecimiento de plantulas sometidas a esas dosis,
mientras que las tratadas con 0.125 y 0.25 ul/ml presentaron una longitud un 95.2 y
98.3% menor que las control (Figura 20A). En C. canadensis, no se evalué la lon-
gitud de plantulas tratadas con la méxima concentracion, al no producirse germina-
cion de semillas bajo esa dosis (Tabla 50). Las plantulas tratadas con el resto de
concentraciones presentaron una inhibicién del crecimiento de hasta el 93% (Figu-
ra 20B). No se constataron diferencias significativas entre las distintas concentra-
ciones en el crecimiento de plantulas de ninguna de las dos arvenses (Figura 20A 'y
B).

Figura 20. Efecto del eugenol sobre el crecimiento de plantulas de P. oleracea
(A) y C. canadensis (B).
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4.6. Reversibilidad de los efectos inhibitorios producidos por aceites esenciales
y compuestos patrén in vitro.

Las Unicas semillas de P. oleracea que no germinaron al ser transferidas a agua
fueron las previamente tratadas con aceite esencial de O. vulgare a 1 pl/ml (Tabla
51). Las semillas de C. canadensis que no recuperaron la capacidad germinativa
fueron las tratadas con aceites esenciales de T. capitatus en estado vegetativo a
0.250y 0.5 pl/ml y O. vulgare a 0.125 y 0.25 pl/ml y con carvacrol a 0.125, 0.25y
1 pl/ml (Tabla 51).

Los porcentajes de germinacion de las semillas de P. oleracea y C. canadensis
germinadas al trasferirlas en agua fueron bajos (Tabla 51), no superando en P. ole-
racea el 35% (semillas tratadas con aceite esencial de E. camaldulensis a 0.125
pl/ml), mientras que en C. canandensis no superaron el 17.5% (aceite esencial de
T. capitatus en estado vegetativo a 0.125 pl/ml). Las semillas germinadas genera-
ron plantulas poco viables, debilitadas, con aspecto verdoso y anormal.

Tabla 51. Germinacion de semillas de P. oleracea y C. canadensis tratadas con
aceites esenciales y compuestos patrén transferidas a agua.

Tratamiento Concentracion Germinacién (% * e.s.)
. ensayo previo -
previo (u/ml) Portulaca oleracea Conyza canadensis
Aceite esencial 0.125 - -
Eucalyptus 0.250 35.0%-* -
camaldulensis 0.5 21.3+9.0 -
(Palermo) 1 25+25 -
Aceite esencial 0.125 28.3+1.7 175+11.3
Thymus 0.250 200+40 0.0£00
capitatus 0.5 11.3+8.0 0.0+£0.0
estado vegetativo 1 120149 13+13
. . 0.125 - -
Aceite esencial
. 0.250 - -
Pelargor_uum 05 ) )
odoratissimum 1 6.0+60 ]
Aceite esencial 0.125 ) 0.0+ -*
Origanum 0.250 - 0.0+£0.0
vulgare 0.5 32075 1.0+1.0
1 0.0+£0.0 11.0+6.0
0.125 20+£1.2 0.0+£0.0
Carvacrol 0.250 1.0£1.0 0.0+£0.0
0.5 20+£1.2 3.0+1.2
1 20+1.2 0.0+0.0
0.125 225+175 75+£75
Eugenol 0.250 6.0+4.38 5.0+0.0
0.5 40+24 1.3x13
1 3.0+£3.0 30+x1.2

*sin inferencia estadistica.
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4.7. Actividad fitotoxica de extractos acuosos y aceites esenciales en inverna-
dero.

4.7.1. Actividad herbicida de extractos acuosos.

Se llevaron a cabo 2 ensayos de invernadero para verificar el potencial herbici-
da mostrado in vitro por los extractos acuosos. En el primero se evaluaron los ex-
tractos de L. camara, E. camaldulensis y E. africanus, y en el segundo el de C.
ladanifer.

Desde la semana 1 (Figura 21), se observaron diferencias significativas en el
nimero de arvenses contabilizadas en las bandejas tratadas con E. africanus
(4.3£1.8) y E. camaldulensis (6.0£2.3), con respecto a las control (35.7+11.5) y las
tratadas con L. camara (30.7+6.8). Estas diferencias se mantuvieron hasta la cuarta
semana, en la que se constataron diferencias significativas entre todos los trata-
mientos y el control, teniendo menor efecto el extracto de L. camara, ya que redujo
en un 21.3% el namero de arvenses con respecto al control, mientras que E. africa-
nus y E. camaldulensis inhibieron el desarrollo de arvenses un 52.5 y 38.4% con
respecto al control. En la quinta semana se redujeron las diferencias (el extracto de
L. camara se igualé en nimero de arvenses con el control), y la sexta semana no se
observaron diferencias significativas entre tratamientos, por lo que el efecto de los
dos extractos méas activos, E. africanus y E. camaldulensis se puede estimar en
unas 6 semanas.

Si se considera el nimero de gramineas y de dicotiledoneas por separado, el
efecto de los extractos sobre las gramineas finalizaria en la semana 5, ya que en
esta semana no hubo diferencias significativas en el nimero de gramineas contabi-
lizado en las bandejas tratadas con los diferentes extractos y las control, mientras
que las diferencias en el nimero de dicotiledoneas se mantendrian hasta la semana
8, entre las bandejas control y las tratadas con extracto de E. africanus y E. camal-
dulensis.

Aunque el peso fresco y seco de las plantulas recolectadas de las bandejas tra-
tadas con E. africanus, E. camaldulensis y L. camara fue menor que el de las ex-
traidas de las bandejas control, estas diferencias no fueron significativas (Tabla
52).

Tabla 52. Efecto de los extractos acuosos de L. camara, E. camaldulensis
y E. africanus sobre la biomasa de arvenses en ensayo de invernadero.

Peso plantas extraidas (g + e.s.)

Tratamiento

Fresco Seco
Control 171.2+78a 225+13a
Lantana camara 1534 +2.7a 195+05a
Eucalyptus camaldulensis 136.9 +26.8 a 180+3.7a
Eriocephalus africanus 1496 +12.1a 16.6+04a
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Las condiciones de temperatura y humedad relativa registradas en el invernade-
ro durante la realizacion de este ensayo se muestran en la Figura 22.

Figura 21. Valores medios de arvenses contabilizadas en bandejas control y
tratadas con extractos acuosos de L. camara, E. camaldulensis y E. africanus.
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Figura 22. Temperatura y humedad relativa medias registradas en el inverna-
dero durante la realizacion del ensayo de actividad herbicida de los extractos
acuosos de L. camara, E. camaldulensis y E. africanus.
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El extracto de C. ladanifer no mostr6 apenas actividad herbicida en invernade-
ro. Sélo hubo diferencias en el nimero de arvenses contabilizadas entre las bande-
jas tratadas con este extracto y las control en la primera semana tras la aplicacion
del tratamiento. Aunque el peso fresco y seco de las plantas extraidas de bandejas
tratadas con extracto de C. ladanifer fue menor que el de las extraidas de bandejas
control, al igual que sucedi6 con los otros extractos acuosos, las diferencias no
fueron significativas (Tabla 53). En la Figura 24 se recogen las condiciones de
temperatura y humedad relativa registradas en el invernadero durante la realizacién
de este ensayo.
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Tabla 53. Efecto del extracto acuoso de C. ladanifer sobre la
biomasa de arvenses en ensayo de invernadero.

Peso plantas extraidas (g + e.s.)

Tratamiento

Fresco Seco
Control 189+6.8a 32+12a
Cistus ladanifer 79+49a 1.2+09a

Bandejas control y tratadas con extractos de Lantana camara, Eucalyptus camaldulensis y Eriocep-
halus africanus en invernadero a las 3 y a las 4 semanas después de la aplicacion de los tratamientos.

4.7.2. Actividad herbicida de aceites esenciales.

Se realiz6 un ensayo en invernadero para evaluar el potencial herbicida de los
aceites esenciales de E. camaldulensis y E. africanus. Se utilizaron estos aceites
debido a la actividad mostrada in vitro y a la disponibilidad de planta para la ob-
tencion de las cantidades de aceite esencial requeridas para el ensayo. La dosis
probada en ambos aceites fue 0.5 pl/ml, ya que no hubo diferencias significativas
entre la actividad de las concentraciones de 0.5y 1 pl/ml sobre las arvenses ensa-
yadas in vitro, excepto en el caso del aceite de E. camaldulensis sobre C. album.

No mostraron actividad herbicida en invernadero ninguno de los dos aceites
esenciales. No se constataron diferencias significativas en el nimero de arvenses
contabilizadas en las bandejas tratadas con los aceites esenciales de E. camaldulen-
sis y E. africanus y las control en ningin momento del ensayo (Figura 23). Tampo-
co fueron significativas las diferencias en cuanto al peso fresco y seco de las plan-
tas extraidas de las distintas bandejas durante el ensayo (Tabla 54), aunque el peso
de las tratadas con E. africanus fue notablemente menor.

Tabla 54. Efecto de los aceites esenciales de E. camaldulensis y E. africanus
sobre la biomasa de arvenses en ensayo de invernadero.

Peso plantas extraidas (g + e.s.)

Tratamiento

Fresco Seco
Control 189+6.8a 32+12a
Control con Tween 17.7+104 a 30x15a
Eucalyptus camaldulensis 153+4.0a 22+03a
Eriocephalus africanus 57+35a 0.8+0.3a
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En la Figura 24 se recogen las condiciones de temperatura y humedad relativa
registradas en el invernadero durante la realizacidn de este ensayo.

Figura 23. Valores medios de arvenses contabilizadas en bandejas control,
control con Tween y tratadas con aceites esenciales de E. camaldulensis y E.
africanus.
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Figura 24. Temperatura y humedad relativa medias registradas en el inverna-
dero durante la realizacion del ensayo de actividad herbicida del extracto
acuoso de C. ladanifer y los aceites esenciales de E. camaldulensis y E. africa-
nus.
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4.7.3. Fitotoxicidad de aceites esenciales y compuestos patron sobre cultivos.

No se constataron efectos fitotoxicos sobre ninguna plantula de Vicia faba var.
minor, Triticum durum, Hordeum vulgare, Avena sativa, Cicer arietinum, Vicia
sativa y Lens culinaris tratatada con los aceites esenciales de E. camaldulensis de
Palermo, L. angustifolia, T. capitatus en estado vegetativo, P. odoratissimum y O.
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vulgare, o con los compuestos puros carvacrol y eugenol, ni a las 24 ni a las 48h
tras la aplicacion.

4.8. Actividad herbicida de extractos acuosos en campo.

Se ensay6 en campo el potencial herbicida de los extractos acuosos de L. ca-
mara, E. camaldulensis y E. africanus. A partir de la octava semana (Figura 25), se
observaron diferencias entre tratamientos, siendo significativamente menor el
namero de plantas en los cuadros tratados con extracto de E. africanus (44.4% de
inhibicion de la germinacion de arvenses en la octava semana llegando hasta el
maximo de 68.9% cinco semanas después). E. camaldulensis tuvo un efecto menor,
mostrando las mayores diferencias con el control también en la decimotercera se-
mana, con un 39.6% de inhibicion. El extracto de L. camara no control6 la germi-
nacion de plantulas, la estimulé un 36.0% (semana 16).

El ensayo finaliz6 la decimosexta semana, al igualarse el nimero de plantas
crecidas en los cuadros control y los tratados con los extractos de E. africanus y E.
camaldulensis. No se registraron diferencias significativas en cuanto al peso fresco
y seco de las plantas extraidas de los distintos cuadros durante el ensayo (Tabla
55).

Figura 25. Valores medios de arvenses contabilizadas en cuadros control y
tratados con extractos de L. camara, E. camaldulensis y E. africanus en campo.
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Tabla 55. Efecto de los extractos acuosos de L. camara,
E.camaldulensis y E. africanus sobre la biomasa de arvenses en
ensayo de campo.

Peso plantas extraidas (g + e.s.)

Tratamiento

Fresco Seco
Control 2509+515a 459+151a
Lantana camara 253.2+18.0a 51.6 £6.7a
Eucalyptus camaldulensis 2345+99a 484 +3.7a
Eriocephalus africanus 200.8 £56.54a 33.1+9.8a

Ensayo de campo trascurridas 13 semanas.
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5. Discusion

Los aceites esenciales y extractos acuosos de las especies estudiadas han mos-
trado tener efectos fitotdxicos, inhibiendo la germinacion y el crecimiento de plan-
tas arvenses, por lo que podrian ser una alternativa a los herbicidas sintéticos respe-
tuosa con el medio ambiente y la salud de las personas. Otros autores habian de-
mostrado anteriormente las propiedades alelopaticas de aceites esenciales y extrac-
tos acuosos de diferentes especies y su potencial para el control de arvenses (Dias
et al., 1995; Dudai et al., 1999; De Feo et al., 2002; Angelini et al., 2003; Javaid et
al., 2006; Azirak y Karaman, 2008; Shafique et al., 2011).

De los resultados obtenidos, podemos afirmar que la actividad de los aceites y
extractos depende de varios factores: uno de ellos es la especie frente a la que ac-
than (Lee et al., 2002), ya que en algunos casos son selectivos, inhibiendo la ger-
minacion de determinadas arvenses, pero sin mostrar efectos o incluso estimulando
la germinacion de cultivos u otras especies arvenses distintas, como en el caso de
los extractos de Cistus ladanifer L. y Lavandula stoechas L., que inhibieron in
vitro la germinacion de Phlaris minor L., la principal arvense en cultivo de trigo en
el sur de Portugal, mientras estimularon el crecimiento de este Gltimo (Dias et al.,
1995). La especie Alcea pallida Waldst. & Kit. fue la Gnica que mostro resistencia
a los aceites ensayados frente a ella y otras arvenses (Azirak y Karaman, 2008).
Otro factor es su composicion, y la concentracion a la que se aplican sus compues-
tos, ya que especialmente en el caso de los aceites esenciales, hay algunos muy
potentes, que muestran gran actividad inhibitoria frente a todas las especies ensa-
yadas incluso a bajas concentraciones, como en el caso del aceite de Satureja mon-
tana L., que inhibi6 la germinacién de todos los cultivos (rdbano, pimienta y le-
chuga) y arvenses (Chenopodium album L., Portulaca oleracea L. y Echinochloa
crus-galli (L.) Beauv. frente a los que se prob6 (Angelini et al., 2003), y el de los
aceites de Mentha spicata L., Origanum onites L., Origanum vulgare ssp. hirtum
(Link) letswaart, que inhibieron la germinacion de todas las arvenses (Amaranthus
retroflexus L., Echinochloa crus-galli (L.) Beauv., Oryza sativa L., Portulaca ole-
racea L., Setaria verticillata (L.) Beauv.) y cultivos (tomate y algod6n) sobre los
que se ensayaron (Argyropoulos et al., 2008). Por Gltimo, la diversidad de meca-
nismos de accion del conjunto de compuestos presentes en los extractos o aceites
condiciona la toxicidad sobre una especie determinada, ya que puede que la especie
sea sensible 0 no segln su metabolismo, y evita la aparicion de resistencias. Los
herbicidas sintéticos comerciales, aunque son numerosos, suelen atacar en los
mismos puntos a las especies arvenses (Duke et al., 2000b). Se ha observado poco
solapamiento entre los lugares moleculares de accion de las fitotoxinas sintéticas y
las naturales (Dayan et al., 1999b).

Se han estudiado los cambios fisioldgicos y bioquimicos producidos por la ac-
tividad alelopatica de aceites esenciales (Asplund, 1968; Lorber y Muller, 1976;
El-Deek y Dan Hess, 1986; Fischer, 1986 y 1991; Koitabashi et al., 1997). La pe-
roxidacion lipidica, ampliamente reconocida como un evento toxicolégico prima-
rio, es causado por la generacion de radicales libres de diversas fuentes, incluyendo
los hidroperdxidos organicos y reacciones de oxidacion-reduccion (Scrivanti et al.,
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2003). Los eventos secundarios, incluyen cambios en la estructura, permeabilidad y
fluidez de la membrana, desestabilizacién lisosomal y estimulacién de la apoptosis
(Dorman et al., 1995; Sikkema et al., 1995).

Los monoterpenos, que se encuentran formando parte de la composicion de
numerosos aceites esenciales, son importantes agentes alelopaticos en climas cali-
dos y secos, donde acttan en la fase de vapor, ya que la alta densidad de vapor de
los aceites esenciales penetra en el suelo, afectando adversamente a las plantas que
crecen alrededor de la planta que los produce (Kohli y Singh, 1991; Vaughn y
Spencer, 1993; Koitabashi et al., 1997).

Aunque ninguna caracteristica estructural concreta de los monoterpenos es un
factor critico en la inhibicion de la germinacién, algunos de los compuestos mas
fitotoxicos contienen en su estructura oxigeno (carbonilos, carboxilos o alcoholes),
mientras los compuestos menos fitotoxicos son hidrocarbonados (Vaughn y Spen-
cer, 1993; Asplund, 1968). No obstante, las interacciones con monoterpenos hidro-
carbonos ciclicos conducen a cambios en la estructura y la funcion de las membra-
nas, lo que a su vez puede afectar al crecimiento y actividad de las células (Sikke-
ma et al., 1995).

En estudios previos, las plantas expuestas a vapores de monoterpenos han mos-
trado severos dafios internos (Scrivanti et al., 2003). La ausencia de una variedad
de organulos intactos y la presencia de fragmentos de membrana indican que en el
interior de las raices inhibidas se produce la degradacién estructural y la descom-
posicién (Lorber y Muller, 1976). Como los &cidos grasos y otros lipidos son com-
ponentes estructurales de la membrana, es razonable suponer que la degradacion de
las membranas resulta en un aumento de los lipidos libres en el citoplasma de las
células afectadas. Estos lipidos pueden ser el objetivo de una accion oxidativa, con
lo que se puede establecer una correlacién entre la peroxidacion lipidica y la in-
hibicion del crecimiento de raices (Scrivanti et al., 2003).

La mayoria de trabajos que estudian la actividad alelopatica de determinadas
especies, normalmente se centran en ensayar el poder inhibitorio del aceite esencial
(Dudai et al., 1999; Angelini et al., 2003; Scrivanti et al., 2003; Arminante et al.,
2006; Azirak y Karaman, 2008; Verdeguer et al., 2009; Rolim de Almeida et al.,
2010; Verdeguer et al., 2011) o de los extractos, principalmente acuosos (Dias et
al., 1995 y 2004; Fernandez et al., 2006; Bagavathy y Xavier, 2007; Naseem et al.,
2009), y en menor manera, extractos organicos (Yun y Choi, 2003; Pérez-Leal et
al., 2005; Azizi y Fuji, 2006), sobre la germinacion y el crecimiento de otras espe-
cies, pero en comparacion con los anteriores, son relativamente pocos los trabajos
que contrastan al mismo tiempo la actividad fitotoxica de aceites esenciales y ex-
tractos acuosos de la misma planta (Lee et al., 2002; Rosado et al., 2009).

Al comparar la actividad fitotdxica in vitro de aceites esenciales y extractos
acuosos obtenidos de la misma planta (L. camara, E. camaldulensis, E. africanus,
C. ladanifer y A. gallica) se observa, en general, que los aceites esenciales son mas
activos, ya que inhiben la germinacion y el crecimiento de mayor nimero de espe-
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cies arvenses, y mas severamente que los extractos acuosos (Tablas 56 y 57), pero
también se observa cierta “complementariedad” entre la actividad del aceite y ex-
tracto de L. camaray E. africanus, en el sentido de que el extracto acuoso se mues-
tra mas efectivo en especies donde no lo ha sido el aceite esencial y viceversa.

Sobre tomate, lechuga y melisa, el aceite esencial de Ocimum basilicum L.
mostré mayor actividad fitotdxica que su extracto acuoso (Rosado et al., 2009), sin
embargo extractos acuosos de T. minuta mostraron mayor potencial alelopatico que
sus aceites esenciales (Lee et al. 2002). Las diferencias observadas en la actividad
de extractos acuosos y aceites esenciales de una misma especie sobre otra son de-
bidas a su diverso contenido en sustancias alelopéticas, y a la distinta naturaleza
quimica de las mismas.

El aceite esencial de L. camara control6 completamente la germinacion de P.
judaica y redujo la de A. hybridus en un 96.6% (Tabla 56). Su extracto acuoso, no
mostré efecto sobre P. judaica, y revel6 menor actividad que el aceite esencial en
A. hybridus, ya que la maxima inhibicién de la germinacion conseguida fue del
64.4%. Sin embargo, mientras el aceite esencial no tuvo efecto sobre la germina-
cién de C. album ni de C. canadensis, su extracto acuoso controlé en gran medida
la germinacién de ambas, inhibiéndola un 96.7 y 100%, respectivamente, mostran-
do la “complementariedad” a que haciamos referencia anteriormente. Ni el extracto
ni el aceite esencial de L. camara manifestaron efecto alguno sobre P. oleracea,
por lo que no se recomienda L. camara para el control de esta arvense. Sobre el
crecimiento de las arvenses, de nuevo el aceite esencial de L. camara exhibié ma-
yor actividad (Tabla 57), ya que lo controld en todas las especies sobre las que se
aplico, excepto C. canadensis, llegando a reducirlo un 91.3% en A. hybridus,
46.9% en P. oleracea, 47.3% en C. album, y 98.9% en P. judaica, mientras su ex-
tracto acuoso solamente inhibi6 el de A. hybridus y C. album, un 41.6%, y 25.9%,
respectivamente, sin mostrar efectos sobre las otras arvenses.

La actividad mostrada por el aceite esencial de E. camaldulensis fue mucho
mayor que la de su extracto acuoso (Tabla 56), ya que controlé totalmente la ger-
minacion de 4 de las 5 especies sobre las que se ensayd (A. hybridus, P. oleracea,
C. canadensis y P. judaica), y disminuy6 un 57.1% la de C. album, mientras que el
extracto inhibié completamente la germinacion de 2 de las 5 especies sobre las que
se aplicd (A. hybridus y C. canadensis), redujo un 33.9 y un 30% la de P. oleracea
y C. album, y no tuvo efecto sobre P. judaica. Asimismo, el aceite esencial mostrd
mayores efectos sobre el crecimiento de las plantulas (Tabla 57), reduciéndolo en
mas del 90% en las especies evaluadas (C. album y C. canadensis). En las especies
restantes la germinacion fue completamente inhibida a todas las concentraciones,
por lo que no se valoraron los efectos sobre el crecimiento. Su extracto consiguio
reducciones del 63.6, 33.9 y 46.9% en A. hybridus, P. oleracea y C. album, no
mostrando efecto sobre P. judaica. Extractos acuosos de E. camaldulensis inhibie-
ron la germinacion in vitro y redujeron el peso fresco y seco de Convolvulus arven-
sis L., Hordeum vulgare L., Sisymbrium irio L., Carthamus oxycantha M.B., Avena
fatua L.) y Chenopodium album L. (Khan et al., 2008).
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Tabla 56. Maximo efecto inhibitorio sobre la germinacion de arvenses produ-
cido por los aceites esenciales y extractos acuosos ensayados.

Tratamiento

Inhibicion de la germinacion (%)

A. hybridus P. oleracea C. album C. canadensis P. judaica
L. camara (a) 96.6 n.s. n.s. n.s. 100
L. camara (e) 64.4 n.s. 96.7 100 n.s.
E. camaldulensis Val. (a) 100 100 57.1 100 100
E. camaldulensis Val. () 100 47.3 30 100 n.s.
E. camaldulensis Sic. (a) 100 100
E. africanus (a) 100 24 e.e. 98.7 100
E. africanus (e) 100 67.6 53.3 100 85.5
C. ladanifer (a) 100 58.6 n.s. 99 100
C. ladanifer (e) 211 n.s. n.s. 97.2 36.4
A. gallica (a) 100 57.6 n.s. 100 100
A. gallica () 63.9 n.s. n.s. 100 n.s.
A. annua (a) n.s. 96.3
L. angustifolia (a) 19.3 100
R. officinalis (a) 13.6 97.9
T. capitatus (a) 100 100
T. lemmonii (a) 95.7 97.7
P. odoratissimum (a) 96.6 100
T. vulgaris (a) 98.9 100
O. vulgare (a) 100 100

a=aceite esencial, e=extracto acuoso, n.s.=efecto no significativo, e.e.=efecto estimulatorio

Tabla 57. Méaximo efecto inhibitorio sobre el crecimiento de arvenses produci-

do por los aceites esenciales y extractos acuosos ensayados.

Tratamiento

Inhibicion del crecimiento (%)

A. hybridus P. oleracea C. album C. canadensis P. judaica
L. camara (a) 91.3 46.9 47.3 n.s. 98.9
L. camara (e) 41.6 n.s. 25.9 n.s. ns.
E. camaldulensis Val. (a) - - 92 91.6 -
E. camaldulensis Val. (e) 63.6 33.9 46 - n.s.
E. camaldulensis Sic. (a) 90.9 94.6
E. africanus (a) 98.9 78.3 52.5 91.6 -
E. africanus (e) 46.5 n.s. 50 92.7 66.8
C. ladanifer (a) - 89.1 86.3 98.5 97.7
C. ladanifer (e) 25.6 n.s. n.s. n.s. n.s.
A. gallica (a) - 92.2 46.6 95.6 -
A. gallica (e) n.s. e.e. n.s. 78.7 n.s.
A. annua (a) n.s. 90.6
L. angustifolia (a) 76.1 53.8
R. officinalis (a) 67.7 98.5
T. capitatus (a) 86.2 -
T. lemmonii (a) 85.9 94.9
P. odoratissimum (a) 90.6 63.2
T. vulgaris (a) 98.8 80.1
O. vulgare (a) 77.6 85.6

a=aceite esencial; e=extracto acuoso; n.s.=efecto no signiticativo; e.e.=efecto estimulatorio;
-=germinacion 0 a todas las concentraciones ensayadas.
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Si comparamos los resultados obtenidos por el aceite esencial y el extracto
acuoso de E. africanus, nuevamente el aceite mostré mayor actividad (Tabla 56),
ya que consiguid inhibir totalmente la germinacion de A. hybridus y P. judaica, y
redujo un 98.7 y 24% la de C. canadensis y P. oleracea, respectivamente. Sin em-
bargo, tuvo un efecto estimulatorio sobre la germinacion de C. album, revelandose
de nuevo en esta especie el efecto “complementario” del extracto acuoso, al inhibir
la germinacion de C. album hasta en un 53.3% y la de P. oleracea en un 67.6%.
Asimismo, el extracto control6 completamente la germinacion de A. hybridus y C.
canadensis, y redujo un 85.5% la de P. judaica. El aceite esencial de E. africanus
redujo el crecimiento de todas las arvenses sobre las que se ensayd (Tabla 57), un
98.9% en A. hybridus, un 78.3% en P. oleracea, un 52.5% en C. album y un 91.6%
en C. canadensis, mientras que el extracto acuoso consiguié inhibir el crecimiento
de A. hybridus, C. album, C. canadensis y P. judaica en un 46.5, 50.0, 92.7 y
66.8%, respectivamente, sin embargo no tuvo efecto sobre el de P. oleracea.

El aceite esencial de C. ladanifer inhibié completamente la germinacién de A.
hybridus y P. judaica, y redujo la de C. canadensis y P. oleracea un 98.9 y 58.6%
respectivamente, sin mostrar efectos sobre la de C. album (Tabla 56), mientras que
su extracto acuoso no llegé a inhibir totalmente la germinacién de ninguna arvense,
manifestando un efecto inhibitorio menor que el aceite esencial, ya que disminuyd
la germinacion de A. hybridus, C. canadensis y P. judaica en un 21.1, 97.2 y
36.4%, respectivamente, sin mostrar efectos sobre la de P. oleracea y C. album. El
aceite esencial redujo el crecimiento de todas las arvenses evaluadas (Tabla 57), un
98.5% en C. canadensis, un 97.7% en P. judaica, 89.1% en P. oleracea y 86.3% en
C. album. El extracto de nuevo mostré menor actividad, ya que solamente inhibio
el crecimiento de A. hybridus, en un 25.6%, no mostrando efectos sobre el creci-
miento de C. album, C. canadensis y P. judaica, y estimulando el crecimiento de P.
oleracea, a las concentraciones menores aplicadas.

Los efectos fitotdxicos del aceite esencial de A. gallica fueron mucho mayores
gue los de su extracto acuoso (Tabla 56), ya que el aceite controlé totalmente la
germinacion de A. hybridus, C. canadensis y P. judaica y redujo la de P. oleracea
un 57.6%, no mostrando efectos significativos sobre C. album, mientras que el
extracto solo fue activo frente a C. canadensis, consiguiendo inhibir completamen-
te su germinacién, y A. hybridus, reduciéndola un 63.9%. Asimismo, el aceite ex-
hibi6 mayor actividad frente al crecimiento de plantulas (Tabla 57), reduciendo el
desarrollo de C. canadensis, P. oleracea y C. album en un 95.6, 92.2 y 46.6 %
respectivamente, mientras que el extracto solamente control6 el crecimiento de C.
canadensis, disminuyéndolo un 78.7%, sin mostrar efectos sobre A. hybridus, C.
album y P. judaica, y manifestando un efecto estimulatorio sobre el crecimiento de
P. oleracea.

Todos los aceites esenciales y extractos acuosos ensayados, han mostrado efec-
tos fitotdxicos in vitro sobre alguna de las especies arvenses sobre las que se han
aplicado (Tablas 56 y 57), siendo en estos casos la actividad dependiente de la
concentracién, o no constatandose diferencias significativas entre concentraciones.
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Cabe destacar que los Unicos efectos estimulatorios producidos por aceites esencia-
les se han dado sobre la germinacion de C. album (Tabla 56). Las dos concentra-
ciones menores del aceite esencial de E. camaldulensis y todas las del aceite de E.
africanus estimularon la germinacion de esta arvense. Observadas al microscopio,
las semillas de C. album presentaban una especie de cubierta, que podria impedir
su germinacion (Bouwmeester y Karssen, 1993). El efecto estimulatorio de ambos
aceites podria explicarse porque contribuirian a la rotura de esta cubierta, estimu-
lando de este modo la germinacién de la arvense. En concreto, en el caso de E.
camaldulensis se observa un claro efecto dosis-dependiente, ya que las dos concen-
traciones menores del aceite estimularon la germinacion, la tercera igual6 los resul-
tados con el control, y la dosis méxima resulté toxica, inhibiendo la germinacion
un 57.1%.

Asimismo, Unicamente los extractos acuosos de C. ladanifer, a las concentra-
ciones de 10 y 30% (Tabla 44) y A. gallica, a todas las concentraciones (Tabla 46)
mostraron efectos estimulatorios, sobre el crecimiento de P. oleracea (Tabla 57).
En diferentes estudios se ha observado que aleloquimicos que inhibian el creci-
miento de especies a ciertas concentraciones, pueden estimularlo a concentraciones
menores (Narwal, 1994). Los aleloguimicos que estimulan la germinacion y el
crecimiento de otras plantas constituyen una importante area de estudio (Rice,
1986). Los efectos alelopaticos estimulatorios se pueden emplear para el desarrollo
de promotores del crecimiento naturales (Oudhia et al., 1998).

Merece un especial comentario la alta germinacién registrada por las semillas
de C. canadensis tratadas con extracto de E. africanus a la concentracion maxima,
100%, que fue igual al control, mientras las dosis menores del mismo extracto in-
hibieron casi completamente la germinacion de esta arvense (Tabla 41). Es necesa-
rio profundizar el estudio de estos efectos, con repeticiones empleando las mismas
y nuevas dosis intermedias entre 50 y 100%.

Al comparar la fitotoxicidad en invernadero de los aceites esenciales (E. ca-
maldulensis y E. africanus) y extractos acuosos ensayados (L. camara, E. camaldu-
lensis, E. africanus y C. ladanifer), no se repitié la gran actividad mostrada in vitro
por los aceites, ya que no manifestaron efecto alguno en comparacion con el con-
trol. Los extractos acuosos exhibieron diferentes efectos: E. africanus y E. camal-
dulensis fueron los mas activos, controlando el desarrollo de arvenses durante 6
semanas y consiguiendo reducciones en el nimero de arvenses del 52.5 y 38.4%,
con respecto al control, mientras que el efecto de L. camara se prolong6 5 sema-
nas, con una inhibicion maxima del desarrollo de arvenses del 21.3% y C. ladanifer
s6lo mostrd diferencias significativas con el control la primera semana.

La pérdida de efectividad en invernadero de los aceites esenciales se debi6 a la
rapida volatilizacion de los compuestos activos, por lo que se deben desarrollar
formulas alternativas de aplicacion de los mismos, como la microencapsulacion,
que aumentaria su eficacia, al ralentizar su degradacién al ambiente, y ademas sim-
plificaria su manejo (Dayan et al., 2009). Recientemente, se realizaron ensayos in
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vitro con aceites esenciales de Melissa officinalis L., Lavandula angustifolia Mi-
ller, Salvia officinalis L. y Thymus vulgaris L. microencapsulados, comparando su
actividad con la del aceite esencial puro frente a la germinacion de Raphanus sati-
vus L., Lepidium sativum L. y Lactuca sativa L. La microencapsulacién modificd
sensiblemente la actividad inhibitoria de los aceites ensayados, disminuyéndola.
Solamente el aceite esencial de T. vulgaris microencapsulado mostr6é actividad
comparable al aceite puro frente a Lepidium sativum L. y Lactuca sativa L. La
pérdida de actividad de los aceites esenciales podria ser debida a cambios en su
composicion debidos al proceso de microencapsulacion, que debe ser estudiado en
mayor profundidad (Scarfato et al., 2007). También se podrian emplear formula-
ciones con emulsionantes y mojantes que retengan los compuestos volatiles de los
aceites esenciales.

En los ensayos de invernadero, se realiz6 solamente una aplicacion de los ex-
tractos acuosos y aceites esenciales. Se debe estudiar mas a fondo la duracion y
reversibilidad de los efectos fitotdxicos producidos tanto por los extractos acuosos,
como por los aceites esenciales, para optimizar la aplicacién de los mismos. En la
prueba preliminar llevada a cabo para estudiar la reversibilidad de los efectos pro-
ducidos por aceites esenciales de E. camaldulensis de Sicilia, T. capitatus, P. odo-
ratissimum, O. vulgare, carvacrol y eugenol in vitro, se observo que cuanto a ma-
yores dosis se habian sometido las semillas, mas irreversibles eran los efectos fi-
totoxicos, no recuperando su capacidad de germinacion.

La actividad fitotdxica exhibida por los extractos acuosos de E. africanus y E.
camaldulensis en invernadero se mantuvo en campo, ya que ambos mostraron dife-
rencias con el control durante 16 semanas, consiguiendo reducciones maximas en
el nimero de arvenses desarrolladas del 68.9 y 39.6% con respecto al control, en la
semana 13. El extracto de L. camara, que habia mostrado efectos fitotoxicos sobre
distintas arvenses in vitro y en invernadero, aungque no tan potentes como los ex-
tractos anteriores, estimuld el desarrollo de arvenses en campo. La pérdida de efec-
tividad podria deberse a que las especies arvenses desarrolladas en campo no fue-
ron sensibles a este extracto. Se han descrito efectos alelopéticos negativos (esti-
mulatorios) de L. camara sobre algunas variedades de arroz (Oudhia y Tripathi,
2000).

Uno de los inconvenientes del manejo de extractos acuosos es su posible de-
gradacion con el tiempo, lo que no permite su conservacion a largo plazo, salvo en
condiciones de congelacion. Es necesario un estudio profundo de los extractos de
E. africanus y E. camaldulensis, para determinar su composicién quimica y esta-
blecer formulados estables de los mismos, ya sean liquidos o en polvo deshidrata-
do.

De todos los aceites esenciales ensayados, el més activo fue E. camaldulensis
de Valencia, ya que control6 totalmente la germinacion de 4 de las 5 especies sobre
las que actud, practicamente a todas las concentraciones aplicadas (Tablas 19 y 56).
Los aceites de T. capitatus, O. vulgare y E. camaldulensis de Sparacia (Sicilia),
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también mostraron gran actividad fitotoxica, llegando a inhibir completamente la
germinacion de las dos especies frente a las que se probaron (Tabla 56), aunque de
ellos T. capitatus mostré mayores efectos a las concentraciones méas bajas (Tablas
20, 32 y 36). Otros aceites que impidieron completamente la germinacion de algu-
na de las arvenses sobre las que actuaron fueron A. gallica (blogqued totalmente la
germinacion de 3 de las 5 arvenses sobre las que se ensay0), E. africanus y C. la-
danifer (ambos inhibieron totalmente la germinacion de 2 de las 5 especies sobre
las que se aplicaron) (Tabla 56). T. vulgaris, P. odoratissimum y L. angustifolia
controlaron totalmente la germinacién de C. canadensis, mostrando ademas los dos
primeros gran actividad frente a P. oleracea, inhibiendo su germinacion en més del
95% (Tabla 56). L. camara inhibi6 completamente la germinacion de P. judaica,
mostrando gran efecto también sobre la germinacién de A. hybridus (96.6% de
inhibicidn), pero siendo inactiva sobre las otras arvenses ensayadas (Tabla 56). Los
restantes aceites esenciales (R. officinalis y T. lemmonii) mostraron efectos fi-
totdxicos sobre las arvenses ensayadas (C. canadensis y P. oleracea) sin llegar a
bloquear su germinacion totalmente, aunque T. lemmonii inhibi6 la germinacion de
ambas en mas del 95% (Tabla 56). El aceite esencial de A. annua fue el menos
activo de todos, ya que sélo redujo la germinacién de C. canadensis, a la concen-
tracion mayor aplicada (Tabla 56).

La distinta actividad de los aceites esenciales esté relacionada con las diferen-
cias en su composicion quimica. Algunos autores han afirmado que aceites ricos en
compuestos oxigenados son mas activos que los que tienen un alto contenido de
compuestos hidrocarbonados (Scrivanti et al., 2003; Lopez et al., 2009). Sin em-
bargo los aceites esenciales ensayados no han mostrado mayor actividad a mayor
contenido en compuestos oxigenados, por lo que la compleja mezcla de compues-
tos presentes en cada aceite esencial condiciona su actividad. La bioactividad de
los aceites esenciales, normalmente atribuida a los compuestos mayoritarios, tam-
bién puede ser debida a los efectos combinados de diversos componentes minorita-
rios o a los efectos sinérgicos de algunos compuestos (Barney et al., 2005; Koroch
et al., 2007).

Los aceites esenciales estudiados presentaron diferencias en el contenido de
compuestos monoterpénicos y sesquiterpénicos, asi como en las fracciones hidro-
carbonadas y oxigenadas de ambos grupos de compuestos (Tabla 58).

Diversos autores han sugerido que los compuestos monoterpénicos son los res-
ponsables de la inhibicion de la germinacion, constatando una correlacion positiva
entre el contenido en monoterpenos vy la actividad del aceite esencial (Dudai et al.,
2004; Arminante et al., 2006). De los aceites ensayados, E. camaldulensis de Va-
lencia fue el méas activo y el mas rico en compuestos sesquiterpénicos oxigenados
(Tabla 58). Los aceites esenciales de E. camaldulensis de Sicilia, E. africanus y C.
ladanifer, con contenidos en sesquiterpenos oxigenados sobrepasando el 20%,
revelaron una actividad mayor que algunos aceites esenciales con un contenido en
monoterpenos mas elevado, como A. annua y R. officinalis. Sin embargo, el aceite
esencial de L. camara, que no presentd monoterpenos ni sesquiterpenos oxigena-
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dos, no mostré actividad sobre las especies en que fueron activos los aceites esen-
ciales ricos en monoterpenos (P. oleracea y C. canadensis). El potencial fitotoxico
de los sesquiterpenos oxigenados debe ser estudiado en mayor profundidad para
aclarar su papel en la actividad de los aceites esenciales.

Tabla 58. Contenido en monoterpenos y sesquiterpenos hidrocarbonados y
oxigenados de los aceites esenciales ensayados.

Aceite esencial M.H. M.O. S.H. S.0. T.H. T.O.
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
L. camara - - 88.96 6.21 88.96 6.21

E. camaldulensis (Valencia) 26.38 19.86 0.89 48.27 27.27 68.13
E. camaldulensis (Sicilia) 30.54 35.38 1.78 27.70 32.32 63.08

E. africanus 7.09 64.17 3.64 21.26 10.73 85.43
C. ladanifer 13.97 49.31 2.37 22.42 16.34 71.73
A. gallica 3.77 79.64 451 0.89 8.28 80.53
A. annua 211 89.63 2.88 - 4.99 89.63

L. angustifolia 3.24 89.90 1.76 1.27 5.00 91.17
R. officinalis 19.71 71.41 7.42 0.86 27.13 72.27
T. capitatus 10.42 78.94 474 1.32 15.16 80.26
T. lemmonii 4.24 92.75 0.73 t 4,97 92.75
P. odoratissimum 2.05 75.05 t 152 2.05 76.57
T. vulgaris 40.77 56.06 2.48 0.24 43.25 56.30
O. vulgare 48.65 50.54 - - 48.65 50.54

M.H.=monoterpenos hidrocarbonados, M.O.=monoterpenos oxigenados, S.H.= sesquiterpenos hidro-
carbonados, S.O.=sesquiterpenos oxigenados, T.H.=total compuestos hidrocarbonados, T.O.=total
compuestos oxigenados.

Aceites esenciales de diferentes especies de Eucalyptus han mostrado fuertes
efectos inhibitorios sobre la germinacion de arvenses y cultivos. La germinacion in
vitro de Amaranthus retroflexus L. y P. oleracea fue completamente inhibida por el
aceite esencial de Eucalyptus globulus Labill. a concentraciones iguales o superio-
res al 0.7%. El aceite esencial de Eucalyptus citriodora Hook. control6 la germina-
ciéon de Amaranthus viridis L. y Echinochloa crus-galli (L.) Beauv., pero también
causo dafios en trigo, maiz, rabano y arroz (Azizi y Fuji, 2006; Batish et al., 2008;
Zhang et al., 2010).

El aceite esencial de E. camaldulensis de Sparacia (Sicilia) mostr6 una activi-
dad mucho menor que el de Valencia, pese a tener un mayor contenido en mono-
terpenos oxigenados: 35.38% frente a 19.86% (Tabla 58). No obstante, en el aceite
de Valencia la fraccion de los sesquiterpenos oxigenados fue cuantitativamente
muy importante (48.27% frente al 27.70% del aceite de Sicilia), principalmente
debido a que el compuesto mayoritario, el espatulenol en ambos aceites, se en-
contré presente en mayores cantidades en el aceite de Valencia (41.46% frente a
26.40%), por lo que el contenido total en compuestos oxigenados fue algo mayor
en este Ultimo (68.13% frente a 63.08%). Los sesquiterpenos oxigenados, en parti-
cular el espatulenol, pueden haber desempefiado un papel muy importante en la
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actividad de este aceite esencial. Se ha verificado la actividad citotoxica del espatu-
lenol (Pacciaroni et al., 2000). Otros aceites esenciales conteniendo espatulenol
como compuesto mayoritario han mostrado actividad fitotéxica y antimicrobiana
(Kobaisy et al., 2002; Cavar et al., 2008). Seria necesario realizar otros ensayos
frente a las mismas arvenses con espatulenol patron para determinar sus propieda-
des fitotoxicas.

El mecanismo de bioactividad de los aceites de Eucalyptus en las plantas redu-
ce la supervivencia de las células y el contenido en clorofila, ARN y carbohidratos,
tanto solubles en agua como en &cidos (Kohli et al., 1988). La presencia de diferen-
tes concentraciones de aceite esencial de E. camaldulensis disminuyo el indice
mit6tico en el meristemo apical de Allium cepa L., afectd la reaccion de Hill en los
cloroplastos aislados de Spinacia oleracea L. y redujo la actividad peroxidasa en
Lepidium sativum L., Echinochloa crus-galli, Avena fatua L., Rumex acetosella L.,
Zea mays L. y Lycopersicon esculentum Mill. (Moradshahi et al., 2003).

Aunque el aceite esencial de E. camaldulensis y otras especies de Eucalyptus
muestran alto potencial herbicida, existen algunos aspectos en los que se debe pro-
fundizar antes de lograr su comercializacion como herbicida: los cambios en el
rendimiento y composicion del aceite esencial a lo largo del afio, con los diferentes
climas, dentro de la misma especie, y con la edad de la planta (Batish et al.,
2006b), la volatilidad del aceite y sus componentes, su lipofilia, las dificultades de
absorcion por la planta, la efectividad en condiciones de campo, y su fitoxicidad
frente a otras plantas no arvenses. No obstante, es una opcion viable para sustituir a
los herbicidas sintéticos principalmente en agricultura orgéanica o ecoldgica (Batish
et al., 2008).

Dos de los aceites esenciales que mostraron mayor actividad fitotoxica, T. ca-
pitatus y O. vulgare, presentaron el mismo componente mayoritario, carvacrol,
compuesto que aplicado aislado inhibié completamente la germinacion de las ar-
venses frente a las que se ensayd, a todas las concentraciones probadas (las mismas
a las que se ensayaron ambos aceites). El aceite esencial de T. capitatus exhibio
mayor actividad que el de O. vulgare, mostrando efectos fitotdxicos a concentra-
ciones mas bajas que este Ultimo. La mayor actividad del aceite de T. capitatus esta
relacionada con su mayor contenido en carvacrol, 77.02%, frente al 29.16% de O.
vulgare. Es destacable la presencia de eugenol en el aceite de T. capitatus (1.77%),
compuesto que aislado también mostré grandes efectos inhibitorios sobre P. olera-
cea y C. canadensis, llegando a inhibir completamente su germinacion a las con-
centraciones mas elevadas. Otros aceites esenciales con alto contenido en carvacrol
han mostrado gran actividad fitotoxica, como el de Satureja montana L. (56.80%),
que inhibié completamente la germinacién de todas las arvenses (P. oleracea, C.
album y E. crus-galli) y cultivos (Raphanus sativus L., Capsicum annuum L. y
Lactuca sativa L.) frente a los que se ensay0. El carvacrol, aplicado a la mitad de la
concentracion del aceite esencial frente a las mismas plantas, inhibié completamen-
te la germinacion de todas, excepto la de R. sativus (Angelini et al., 2003). Aceites
esenciales de O. vulgare L. ssp. hirtum (Link) letswaart y O. onites L., con altos
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contenidos en carvacrol (66 y 72% respectivamente) mostraron gran actividad fi-
totdxica, inhibiendo completamente la germinacién de todas las arvenses (A. retro-
flexus, P. oleracea, E. crus-galli y Setaria verticillata (L.) Beauv.) y de 2 de los 3
cultivos (arroz y tomate, pero no llegaron a inhibir completamente la germinacion
de algoddn) frente a los que fueron ensayados. Carvacrol puro aplicado frente a las
mismas arvenses produjo los mismos efectos (Argyropoulos et al., 2008). Los acei-
tes esenciales con alto contenido en carvacrol, como el de T. capitatus, muestran un
gran potencial herbicida, aunque son menos selectivos frente a las especies que
actdan, pudiendo provocar efectos fitotoxicos no deseados sobre cultivos. En la
prueba realizada aplicando los aceites esenciales de T. capitatus, O. vulgare, P.
odoratissimum, L. angustifolia, E. camaldulensis de Sicilia y los compuestos
patrén carvacrol y eugenol sobre plantulas de V. faba var. minor, T. durum, H.
vulgare, A. sativa, C. arietinum, V. sativa y L. culinaris, ninguno de los tratamien-
tos mostro efectos fitotoxicos sobre los cultivos. No obstante, dada la bibliografia
existente, habria que verificar previamente la inocuidad de aceites esenciales ricos
en carvacrol sobre cultivos donde vayan a ser empleados como herbicidas natura-
les. Se debe verificar el mantenimiento de la actividad fitotoxica de estos aceites en
condiciones de invernadero y campo.

Como hemos comentado anteriormente, los aceites esenciales de A. gallica, E.
africanus y C. ladanifer, mostraron gran actividad fitotdxica en 3 de las 5 especies
sobre las que actuaron: A. hybridus, P. judaica y C. canadensis (Tabla 56), contro-
lando totalmente la germinacion de las dos primeras y préacticamente también la de
C. canadensis (A. gallica inhibi6 completamente su germinacion, mientras E. afri-
canus y C. ladanifer la inhibieron en méas del 97%) mientras frente a P. oleracea,
C. ladanifer y A. gallica mostraron algo mas de actividad que E. africanus, ya que
redujeron su germinacién en mas del 57%, mientras este Ultimo solamente un 24%.
De los 3 aceites, el de E. africanus presentdé un mayor contenido en compuestos
oxigenados, 85.43%, frente a 80.53 y 71.73% de A. gallica y C. ladanifer, respec-
tivamente (Tabla 58). Los compuestos oxigenados del aceite esencial de A. gallica
fueron en su mayoria monoterpenos, no llegando al 1% los sesquiterpenos oxige-
nados, mientras que esta fraccion representé mas del 20% de la composicién de los
aceites de E. africanus y C. ladanifer. Crisantenona (40.03%), filifolona (18.11%)
y alcanfor (14.23%) fueron los componentes mayoritarios de A. gallica, mientras
que E. africanus contuvo grandes cantidades de artemisia cetona (56.46%), siendo
viridiflorol (14.82%), trans-pinocarveol (13.18%) y el monoterpeno hidrocarbona-
do a-pineno (9.37%) los componentes mayoritarios de C. ladanifer. No existen
trabajos sobre las propiedades fitotoxicas de crisantenona y filifolona, ni de aceites
esenciales que las contengan como componentes mayoritarios, aunque los autores
que determinaron la composicion del aceite de Dyssodia acerosa DC., rico en cri-
santenona (34.8%), limoneno (14.5%) y alcanfor (12.3%), recomendaron el estudio
de sus propiedades alelopaticas (Tellez et al., 1997). El alcanfor ha mostrado efec-
tos fitotoxicos: alcanfor y 1,8-cineol son los principales compuestos responsables
de la actividad alelopética de distintas especies de Salvia (Muller y Muller, 1964).
Alcanfor aislado inhibi6 la germinacion y el crecimiento de plantulas de lechuga
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(Vokou et al., 2003) y maiz, induciendo en estas Gltimas estrés oxidativo (Zunino y
Zigdalo, 2004). La actividad del aceite esencial de A. gallica podria deberse a su
alto contenido en alcanfor, pero debe estudiarse el potencial fitotoxico de crisante-
nona y filifolona para determinar su influencia en la actividad de este aceite. El alto
contenido en artemisia cetona, componente mayoritario de los aceites esenciales de
algunas especies de Artemisia con propiedades alelopéaticas, como A. annua (Lydon
et al., 1997; Teixeira da Silva, 2004; Morvillo et al., 2011), podria ser responsable
de la actividad fitotoxica del aceite esencial de E. africanus, no obstante, el poten-
cial alelopatico de este compuesto no ha sido evaluado. Ademas el alto contenido
de sesquiterpenos oxigenados podria desempefiar un papel importante en la activi-
dad de este aceite esencial, ya que la artemisia cetona exhibié menor toxicidad que
otros monoterpenos como alcanfor y 1,8-cineol (Halligan, 1975). Tanto viridiflorol
como a-pineno han demostrado tener actividad fitotdxica, el ultimo causa inhibi-
cion del crecimiento y estrés oxidativo en raices (Kobaisy et al., 2002; Singh et al.,
2006). Aungque no existen referencias sobre su actividad fitotdxica, el trans-
pinocarveol se encuentra en aceites esenciales de plantas con propiedades alelopa-
ticas, como A. annua (Juteau et al., 2002) y distintas especies de Eucalyptus
(Zhang et al., 2010). La presencia de estos tres componentes explicaria la actividad
fitotoxica revelada por el aceite esencial de C. ladanifer.

Normalmente, la actividad mostrada por un aceite esencial sobre la germina-
cién o el crecimiento de una especie se intenta explicar en funcién de los efectos
individuales de sus componentes principales. No obstante, un aceite esencial es una
mezcla compleja de muchos compuestos en diferentes proporciones, y la mayoria
de las veces se desconoce cémo interactian (Vokou et al., 2003). Ademas, existe
considerable variabilidad en los aceites esenciales de algunas especies, que puede
ser estacional (Vokou y Margaris, 1986b) o intraespecifica, entre diferentes pobla-
ciones de la misma especie (Vokou et al., 1993) o incluso entre individuos de la
misma poblacion (Kokkini y Vokou, 1989; Tarayre et al., 1995). Debido a esta
variabilidad, el efecto de un aceite esencial no se puede predecir, a menos que se
conozca su composicion y el tipo de interacciones entre sus constituyentes (\Vokou
et al., 2003). Esto se debe tener en cuenta al establecer formulaciones con mono-
terpenos o aceites esenciales para su aplicacién en la agricultura. La variabilidad de
los aceites esenciales podria ser solucionada mediante seleccidn genética, aunque
las condiciones ambientales y ecoldgicas influyen muchas veces en los compuestos
presentes en el aceite esencial elaborado por las distintas especies.

El aceite esencial de L. camara mostré actividad en 2 de las 5 especies sobre
las que se ensay6 (Tabla 56), llegando a inhibir completamente la germinacion de
P. judaica y la de A. hybridus en un 96.6%. La menor actividad mostrada por este
aceite puede ser debida a la ausencia de monoterpenos (Tabla 58), y al hecho de
gue la mayor parte de sus componentes fueron sesquiterpenos hidrocarbonados
(88.96%), ademas de a la selectividad de las especies sobre las que actud. El aceite
esencial de L. camara ha demostrado tener propiedades autotoxicas (Arora y Kohli,
1993). Los efectos fitotoxicos del aceite esencial de L. camara no han sido apenas
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estudiados, sin embargo existen numerosos trabajos sobre la actividad alelopética
de esta especie, principalmente analizando los efectos que producen sus extractos
acuosos, sus restos o su presencia sobre el rendimiento de cultivos o arvenses
(Mersie y Singh, 1987; Sahid y Sugau, 1993; Kong et al., 2006).

Los aceites esenciales de T. lemmonii, L. angustifolia, A. annua, A. gallica, T.
capitatus, P. odoratissimum y R. officinalis se caracterizaron por poseer altos con-
tenidos de monoterpenos oxigenados, superiores al 70% en todos ellos (Tabla 58).
Sin embargo, presentaron actividades diversas, debido a su diferente composicion
guimica: sus componentes mayoritarios fueron distintos, pudiendo desempefiar los
componentes minoritarios presentes en su composicion actividades sinérgicas o
antagdnicas, con lo que se veria aumentada o disminuida su actividad fitotoxica.

Se ha verificado que la actividad fitotoxica del aceite esencial de T. minuta es
debida en gran parte a la presencia de ocimenona (21.8%) (Scrivanti et al., 2003).
El potencial fitotoxico exhibido por el aceite esencial de T. lemmonii podria co-
rresponder a su contenido en ocimenona (15%). No obstante, se deben llevar a
cabo mas ensayos con otras especies para determinar las propiedades fitotdxicas de
este aceite esencial, ya que apenas ha sido estudiado.

El aceite esencial de P. odoratissimum mostrd gran actividad frente a las dos
arvenses ensayadas (Tabla 56). Han sido descritas las propiedades fitotoxicas de
los 3 componentes mayoritarios presentes en su aceite esencial: citronelol (20.40%)
(Singh et al., 2002), compuesto presente también en Eucalyptus citriodora (Zhang
et al., 2010), especie que ha mostrado actividad herbicida (Singh et al., 2005), o-
terpineol (12.60%) y geraniol (12.30%) (Rizvi y Rizvi, 1987; De Martino et al.,
2010). Se deben llevar a cabo pruebas de invernadero y campo para estudiar su
posible uso como herbicida natural.

Los efectos fitotdxicos mostrados por el aceite esencial de T. vulgaris fueron
similares a los de P. odoratissimum (Tabla 56), presentando mayor actividad a
menores concentraciones que este Gltimo. Los componentes mayoritarios fueron
timol (42.17%) y p-cimeno (25.37%). La actividad alelopética y fitotdxica del acei-
te esencial de T. vulgaris sobre diferentes arvenses y cultivos ha sido ampliamente
estudiada (Arminante et al., 2006; Grosso et al., 2010; Rolim de Almeida et al.,
2010). Aceite esencial de T. vulgaris con composicion muy similar a la obtenida
inhibié completamente la germinacion de Portulaca oleracea L., Lactuca sativa L.
y Capsicum annuum L. y redujo la germinacion de Chenopodium album L., Echi-
nochloa crus-galli (L.) Beav. y Raphanus sativus L. Se ensayd timol patron sobre
las mimas arvenses, mostrando una actividad semejante, aunque algo mas selecti-
va, ya que no fue efectivo frente a R. sativus, pero inhibié completamente la ger-
minacion de C. album, manifestando los mismos efectos que el aceite esencial so-
bre el resto de especies (Angelini et al., 2003). Se deben verificar las propiedades
fitotoxicas de este aceite esencial en invernadero y campo para verificar su poten-
cial como herbicida natural.
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El aceite esencial de L. angustifolia inhibi6 completamente la germinacion de
C. canadensis pero mostrd escaso efecto sobre P. oleracea (Tabla 56), siendo acti-
vo Unicamente a la mayor concentracion ensayada, disminuyendo su germinacion
un 19.3%. Los componentes mayoritarios fueron linalol (33.53%), acetato de linali-
lo (22.33%), alcanfor (10.96%) y 1,8-cineol (9.16%). Ha sido estudiada la activi-
dad fitotdxica in vitro del aceite esencial de L. angustifolia sobre algunas especies,
inhibiendo totalmente la germinacion de Raphanus sativus L. y Lactuca sativa L.,
y reduciendo drasticamente la de Lepidium sativum L. (Arminante et al., 2006;
Rolim de Almeida et al., 2010). Aceites esenciales de Lavandula ssp. han mostrado
actividad fitotoxica, controlando la germinacion y el crecimiento de las arvenses
Amaranthus retroflexus L., Solanum nigrum L., Portulaca oleracea L., Chenopo-
dium album L., Sinapis arvensis L., Lolium spp. y Vicia sativa L. en ensayos in
vitro y en maceta (Cavalieri y Caporali, 2010). Este aceite esencial muestra mayor
selectividad frente a distintas especies que otros aceites estudiados. Se deben reali-
zar ensayos en condiciones de invernadero y campo para verificar su posible uso
como herbicida natural.

Los componentes mayoritarios presentes en el aceite esencial de R. officinalis
fueron 1,8-cineol (33.65%), alcanfor (18.04%) y borneol (7.72%), todos ellos co-
nocidos por sus propiedades fitotoxicas frente a distintas especies (Koitabashi et
al., 1997; Abrahim et al., 2000; Vokou et al., 2003; Zunino y Zigdalo, 2004). Este
aceite mostro gran actividad sobre C. canadensis, inhibiendo su germinacion en
mas de un 95%, sin embargo, frente a P. oleracea Unicamente fue activo a la
maxima concentracion ensayada, inhibiendo su germinacion un 13.6% (Tabla 56).
Los aceites esenciales de 2 ecotipos de R. officinalis, A (37.2% a-pineno, 22.6%
1,8-cineol, 4.6% borneol) y B (13.5% a-pineno, 46.8% 1,8-cineol y 12.9% borneol)
fueron ensayados frente a 3 arvenses: Portulaca oleracea L., Chenopodium album
L. y Echinochloa crus-galli (L.) Beav. y 3 cultivos: Lactuca sativa L., Capsicum
annuum L. Raphanus sativus L., mostrando mayor actividad el quimiotipo B frente
a todas las especies, inhibiendo totalmente la germinacion de las 3 arvenses y de
lechuga. Ademas se ensayaron los compuestos patrén 1,8-cineol y borneol frente a
las mismas especies. El 1,8-cineol mostro efectos significativos solamente frente a
la germinacion de C. album, aungue inhibid el crecimiento de plantulas en todas las
especies, por lo que la alta actividad mostrada por el aceite de R. officinalis quimio-
tipo A no puede ser explicada Unicamente por la presencia de este compuesto. El
borneol exhibi6 la misma actividad que el aceite esencial (Angelini et al., 2003).
En nuestros estudios, la actividad del 1,8-cineol patrén frente a las arvenses sobre
las que se ensayo0 el aceite esencial de R. officinalis (P. oleracea y C. canadensis)
fue mucho menor que la del aceite, ya que no mostré efectos significativos sobre P.
oleracea, y redujo la germinacion de C. canadensis en menor porcentaje. Los com-
puestos presentes en el aceite esencial de R. officinalis interacttan, condicionando
su actividad, que no se explica por los efectos mostrados por su componente mayo-
ritario, 1,8-cineol. Este aceite podria utilizarse como herbicida selectivo, dada su
diferente actividad segun la especie frente a la que actta. Se deben realizar ensayos
de invernadero y campo para estudiar su potencial herbicida en condiciones reales.
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Por dltimo, el aceite esencial de A. annua, con componentes mayoritarios p-
tuyona (59.80%), cis-epoxi-ocimeno (20.78%) y a-tuyona (3.25%) fue el menos
activo, ya que no mostr6 efectos significativos frente a P. oleracea (Tabla 56) e
inhibi6 la germinacion de C. canadenis solamente a la concentracion mayor ensa-
yada. La actividad de a y B-tuyona patron se ensayd frente a Raphanus sativus y
Lepidium sativum, no mostrando efectos significativos sobre la germinacion ni el
crecimiento de estas especies (De Martino et al., 2010). Aunque existen numerosos
estudios gue confirman la actividad alelopéatica de A. annua (Lydon et al., 1997;
Teixeira da Silva, 2004; Morvillo et al., 2011), el aceite esencial obtenido no mues-
tra gran potencial alelopético sobre las especies ensayadas.

Para finalizar, conforme a los resultados obtenidos in vitro, se podrian emplear
para el control de A. hybridus, los aceites esenciales de E. camaldulensis, E. afri-
canus, C. ladanifer, A. gallica y L. camara, asi como los extractos acuosos de E.
camaldulensis y E. africanus. Para combatir P. oleracea, muestran gran actividad
los aceites esenciales de E. camaldulensis, T. capitatus, O. vulgare, T. vulgaris, P.
odoratissimum y T. lemmonii. De los extractos acuosos probados, el que mejor
controla esta arvense es E. africanus, aunque no es tan efectivo como los aceites
esenciales. Los mejores resultados para el control de C. album fueron logrados por
el extracto acuoso de L. camara. El Gnico aceite esencial que mostro efectos inhibi-
torios sobre la germinacion de esta arvense fue el de E. camaldulensis, a la concen-
tracion més elevada. Para el control de C. canadensis se podrian utilizar todos los
extractos acuosos y aceites esenciales ensayados, excepto los aceites de L. camara,
que no mostré efectos significativos sobre esta arvense, y A. annua, que exhibio
menor actividad. Por dltimo, los aceites esenciales de L. camara, E. camaldulensis,
E. africanus, C. ladanifer y A. gallica muestran potencial fitotdxico elevado para el
control de P. judaica, mientras que solamente el extracto acuoso de E. africanus es
recomendable para el control de esta arvense.
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CONCLUSIONES

1. La actividad fitotoxica in vitro de los aceites esenciales y extractos acuosos
ensayados depende de su composicidn, la especie sobre la que actian y las dosis
empleadas.

2. En general, los aceites esenciales revelaron mayor fitoxicidad in vitro que
los extractos acuosos de la misma especie, siendo activos frente a mayor nimero de
arvenses y produciendo efectos mas severos. Los aceites esenciales de Eucalyptus
camaldulensis, con espatulenol como componente mayoritario, y Thymus capita-
tus, con gran contenido en carvacrol, fueron los més efectivos.

3. Amaranthus hybridus, Conyza canadensis y Parietaria judaica se mostraron
muy sensibles a los aceites esenciales ensayados in vitro, Portulaca oleracea mani-
festd una sensibilidad méas selectiva y Chenopodium album fue la especie mas re-
sistente.

4. Se observo un efecto complementario en la actividad fitotoxica in vitro de
los aceites esenciales y extractos acuosos de Lantana camara y Eriocephalus afri-
canus frente a algunas especies: el aceite esencial de Lantana camara fue activo
sobre Parietaria judaica, pero no frente a Chenopodium album y Conyza canaden-
sis, mientras su extracto acuoso fue activo sobre estas Gltimas y no frente a Parie-
taria judaica. El aceite esencial de Eriocephalus africanus mostr6 baja actividad
fitotoxica frente a Chenopodium album, y Portulaca oleracea, mientras que su
extracto mostro gran actividad sobre ellas.

5. Conyza canadensis fue la especie mas sensible a los extractos acuosos ensa-
yados in vitro, seguida de Amaranthus hybridus, que se mostrd algo selectiva.
Chenopodium album, Portulaca oleracea y Parietaria judaica manifestaron mayor
resistencia. Los extractos acuosos mas efectivos in vitro fueron Eriocephalus afri-
canus y Eucalyptus camaldulensis.

6. En invernadero, los aceites esenciales ensayados no manifestaron ningun
efecto. Los compuestos activos se volatizaron rapidamente, sin posibilidad de mos-
trar su eficacia. Es necesario el desarrollo de nuevas formulaciones para la aplica-
cion de los aceites esenciales que ralenticen su volatilizacion al ambiente.

7. Los extractos méas activos en invernadero, Eriocephalus africanus y Euca-
lyptus camaldulensis, con una sola aplicacion, manifestaron sus efectos durante
seis semanas. En campo, con tres aplicaciones espaciadas quince dias estos extrac-
tos prolongaron su actividad hasta dieciséis semanas.
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CONCLUSIONS

1. The phytotoxic activity of essential oils and aqueous extracts carried out in
vitro depends on the composition, the doses employed as well as on the plant spe-
cies against which they are applied.

2. In general, essential oils showed more phytotoxic effects in vitro than the
aqueous extracts obtained from the same species, being actives against more weeds
and causing further severe damages. The essential oils from Eucalyptus camaldu-
lensis, with spathulenol as the main compound, and Thymus capitatus, which con-
tained great quantities of carvacrol were the most actives.

3. Amaranthus hybridus, Conyza canadensis and Parietaria judaica were very
sensitive to essential oils tested in vitro, Portulaca oleracea manifested a more
selective sensitivity and Chenopodium album was the most resistant weed.

4. A complementary effect was observed between in vitro phytotoxic activity
of Lantana camara and Eriocephalus africanus essential oils and aqueous extracts
on some species: Lantana camara essential oil was active against Parietaria judai-
ca but not against Chenopodium album or Conyza canadensis. Its aqueous extract
was active against these weeds but not against Parietaria judaica. Eriocephalus
africanus showed a lower activity on Chenopodium album and Portulaca oleracea,
however its aqueous extract was very active towards them.

5. Conyza canadensis was the most sensitive species to aqueous extracts tested
in vitro, followed by Amaranthus hybridus, which showed some selectivity. Che-
nopodium album, Portulaca oleracea and Parietaria judaica exhibited more resis-
tance. Aqueous extracts from Eriocephalus africanus and Eucalyptus camaldulen-
sis were the most active.

6. Under greenhouse conditions, essential oils tested were not effective. The
active compounds were rapidly volatilized. Alternative formulations, such as mi-
croencapsulation are needed to slow down essential oils volatilization and improve
their efficacy.

7. The extracts more active under greenhouse conditions, Eriocephalus afri-
canus and Eucalyptus camaldulensis, with only one application, were effective for
six weeks. Under field conditions, three applications every fifteen days, prolonged
their activity until sixteen weeks.
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