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1. Introduccion.

El aumento de la productividad agricola depende del control de diversos factores como pueden
ser la gestion de la calidad del agua, utilizacion de variedades resistentes a enfermedades, eleccion
de variedades muy productivas, control de las malas hierbas, etc.

Estas malas hierbas se definen como plantas que crecen en una localizacién no deseada,
compitiendo por nutrientes con los otros cultivos, pudiendo contaminar con sus semillas, ademas de
perpetuar el problema a lo largo del tiempo (Vyvyan, 2002).

El uso excesivo de productos quimicos en la produccién de cultivos, ha provocado serios
problemas relacionados con la aparicion de resistencia a herbicidas y un alto impacto en el medio
ambiente. Para controlar las mas de 7000 malas hierbas identificadas hasta el momento, se han
utilizado grandes cantidades de dinero en quimicos (Patterson 1985, Macias 1995). A pesar de ello,
el problema sigue siendo dificil de solucionar debido a la disminucion de la eficiencia de estos
productos quimicos, provocada por la resistencia que muchas hierbas adventicias han desarrollado.

La evolucién de los herbicidas se ha desarrollado gracias a que cientos de productos
comercialmente disponibles tienen numerosos modos de accion. EI nimero de biotipos de malas
hierbas resistentes a herbicidas se ha incrementado desde la expansion en el uso de herbicidas en los
afios 50 (Kropff et al. 2000). Ademas la nueva legislacion y los consumidores concienciados por la
calidad de los alimentos, ha hecho aln mas importante la busqueda de quimicos con nuevos modos
de accion mas especificos con las malas hierbas, menor toxicidad hacia el hombre y animales y
menor dafio medioambiental (Dayan et al. 1999).

En esta linea se inscribe la busqueda de herbicidas naturales basandose en el fenémeno de

alelopatia.
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2. Antecedentes.

El fendmeno de alelopatia ha sido plasmado en documentos que datan de unos cuantos siglos
antes de cristo. Un documento del afio 3000 antes de cristo relata que muchas plantas cosechadas
(chicharro, cebada, frijol forrajero) destruyeron malas hierbas e inhibieron el crecimiento de otras
cosechas (Rice, 1984).

El historiador Plinio el Viejo (Plinius Secundus), en el siglo | a.C. observé que al cultivar el
garbanzo, la cebada y la arveja marga juntos, presentaban problemas en las cosechas. El autor
establece que la sombra del nogal, causa dolor de cabeza al hombre y mata cualquier especie viva
de su vecindad.

Desde épocas remotas (siglos 11l 'y V), los efectos alelopaticos de algunas plantas sobre otras
han sido objeto de estudio por Theophrastus y Democritos respectivamente (Putman, 1985).

Culpeper (1633) detalla que la albahaca y la ruda no se desarrollan juntas o cerca una de la otra.
También establecid que existe antipatia entre el repollo y la vid.

Young (1804) describi6 que el trébol presenta conflictos en su desarrollo al cultivarse en
terrenos con cultivo permanente de la misma especie. El suelo adquiere una enfermedad del trébol,
por la presencia de aleloquimicos provenientes de la especie cultivada en el terreno.

De Candolle, en 1832, observo que las judias mueren o retrasan su crecimiento al ser tratadas
con aguas edaficas provenientes de leguminosas de la misma especie. Por otra parte el trigo se
desarrollaba bien al ser tratado con esta agua.

A comienzos del siglo XX, se inicia la investigacion del fendmeno y se desarrolla la
experimentacién con plantas, incluyendo plantas medicinales. Schreiner et al., entre 1907 y 1911,
descubren en suelos agotados la existencia de productos quimicos provenientes de plantas de
cultivo, con manifestacion de efectos alelopaticos sobre otras plantas.

El fisidlogo aleman Hans Molisch en los afios treinta, demuestra el efecto negativo del
crecimiento de vegetales en ambiente de gas etileno generado por manzanas. Este autor acufid la
palabra “alelopatia”, para describir las acciones negativas o positivas entre las plantas, causadas en
forma indirecta con compuestos quimicos.

A continuacién, con el paso de los afios, empieza a incrementarse la investigacion en este
campo, aunque el proceso mas exhaustivo de estudio empez6 en los afios sesenta con el trabajo de
Muller et al. (1964) y el libro Allelopathy de E. L. Rice (1984).

A finales del siglo XX se estudia el modo de accidn y destino de los aleloquimicos en los suelos

y sus efectos en los microorganismos y nutrientes disponibles.
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Este aumento en el estudio de las alelopatias, puede deberse principalmente a dos factores: el
desarrollo de métodos sofisticados de aislamiento e identificacion de aleloquimicos y el desarrollo
de modelos experimentales innovadores. En la actualidad existen nuevos métodos de estudio
relacionados con la biologia molecular y la tecnologia digital, teniendo como objetivo el entender la
perspectiva del fendmeno de alelopatia en los ecosistemas (Mallik, 2000).

Ademas en los ultimos afios se han realizado diversos estudios sobre la germinacion de
arvenses; como el realizado en 2007 por Vasilakoglou et al. con aceites esenciales de albahaca,
orégano y mejorana, de la region del Mediterrdneo, para controlar la germinacion de diversas
hierbas (Echinochloa cruz-galli (L.) P. Beauv. y Chenopodium album L.), o el realizado en 2003
por Angelini et al.utilizando aceites de romero, tomillo y ajedrea, para ver sus propiedades
alelopaticas sobre arvenses anuales (Echinochloa cruz-galli (L.) P. Beauv., Portulaca oleracea L. y
Chenopodium album L.) y horticolas (Raphanus sativus L., Capsicum annum L. y Lactuca sativa
L.).

Asi mismo se han estudiado los efectos alelopaticos de extractos acuosos de algunas plantas
como Croton bonplandianum, sobre la germinacion de semillas y plantas en semilleros de cultivos
en Triticum aestivum L., Brassica oleracea var. botrytis L. and Brassica rapa L. y malas hierbas
como Melilotus alba Medik., Vicia sativa L. y Medicago hispida Gaertn (Sisodia y Siddiqui, 2010)
o el efecto de Eucalyptus globulus Labill sobre la germinacién y el crecimiento de sorgo
(Bagavathy et al., 2007).

2.1. Laalelopatia como factor ecoldgico.

La definicion mas tradicional del fenémeno de alelopatia es la que la describe como “cualquier
efecto, estimulatorio o inhibitorio, directo o indirecto causado por una planta sobre otra a través de
la produccion de compuestos quimicos que escapan al medio ambiente” (Rice 1984). La definicion
méas amplia, es la desarrollada por la Sociedad Internacional de Alelopatia en 1996, definiéndola
como: ‘“cualquier proceso que involucre metabolitos secundarios producidos por plantas, algas,
bacterias y hongos, que influyan en el crecimiento y desarrollo de sistemas bioldgicos y agricolas”.

A partir de estas definiciones es posible extraer tres rasgos imprescindibles a tener en cuenta al
estudiar la existencia del fendmeno alelopatico: 1) liberacion de un compuesto al ambiente
encargado de transmitir un efecto, 1) absorcion por el organismo receptor y I11) provocacion de un

efecto sobre su normal crecimiento.
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La complejidad del fendmeno es resultado de las variables de cada uno de estos procesos, como
por ejemplo, el mecanismo de liberacion del aleloquimico y su estabilidad en el ambiente. De este
modo se definiran los niveles y la forma en que el organismo receptor absorbera el aleloquimico y

los innumerables modos de accion encontrados, muchas veces dependientes de la planta receptora.

2.1.1. Mecanismos de accion de los agentes alelopaticos.

Para establecer la causa y efecto de la alelopatia, es preciso analizar la dinamica de produccion
de compuestos aleloguimicos desde su fuente, su transporte desde la planta productora hacia las
plantas cercanas afectadas, y la exposicion de los agentes alelopaticos en cantidad y tiempo

suficiente para causar dicha alelopatia (Einhelling, 1995).

Una forma de entender los mecanismos de accion de los agentes alelopéaticos podria ser a través
del estudio del proceso de retencién y transformacion de estos compuestos en el suelo, ya que es en
este, donde su transporte y destino final se ve afectado.

En el caso de estudio del efecto de los aleloquimicos en plantas, es importante considerar el
estrés térmico, hidrico, enfermedades, aplicacion de herbicidas y deficiencias minerales, porque son
inconvenientes que pueden afectar a la cantidad de aleloquimicos producidos.

Ademas, existe una gran variedad de compuestos organicos que son liberados por numerosas
especies de plantas, por lo que cada uno de ellos tiene una vida activa en el suelo, determinada por
factores como volatilizacion, filtracion, adsorcidn y accion microbiana (Khalid et al., 2002).

Si a esto le unimos que el origen de los aleloquimicos no esta claramente definido, y su
actividad bioldgica puede verse aumentada o reducida por factores como la acciébn microbiana,
oxidacion, u otras transformaciones, es un error asumir que existe un mecanismo de accién Unico
que explique el modo en que se ve afectada la planta receptora.

En condiciones naturales las cantidades en que se encuentran disponibles muchas de estas
sustancias quimicas, son inferiores a las que presentan alguna actividad en pruebas de laboratorio.

Ensayos sobre varios aislados de aleloquimicos, han demostrado que generalmente estos agentes
representan a varias familias de compuestos y estan asociados a diversos suelos, viendo que la

combinacion de los aleloquimicos puede producir interacciones sinérgicas (Abbasdokht, 2008).
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2.1.2. Modos de accion de los inhibidores.

El estudio del modo o mecanismo de accidén de los productos alelopéaticos y sintéticos ha
producido grandes descubrimientos para los investigadores, puesto que los modos de accién de
dichos compuestos quimicos estan relacionados.

Liebman y Ohno (1998), indican que el efecto inhibitorio de los quimicos alelopaticos sobre la
germinacion y el crecimiento es debido al resultado del efecto sobre muchos procesos individuales.

Segln Rizvi et al. (1992), hay dos modos de accion de compuestos alelopéticos: indirecto y
directo.

1. Modo indirecto: incluye los efectos ocasionados por la alteracion de propiedades del suelo,

del estado nutricional y de la actividad de poblaciones de organismos benéficos.

2. Modo directo: comprende los efectos sobre varios procesos del crecimiento y el
metabolismo de las plantas. Lovett y Ryuntyu (1992) los clasifican en primarios (inhibicion
de la division celular, inhibicion de la fotosintesis, efectos en la respiracion, efectos sobre la
sintesis de proteinas, cambios en la permeabilidad de las membranas e inhibicion de

enzimas) y secundarios (interferencia con la germinacion y el crecimiento).

2.1.3. Modos de liberacion de los agentes alelopaticos.

Hay toda una variedad de agentes alelopaticos que se sintetizan y almacenan en diferentes
células de la planta, ya sea en forma libre o conjugada con otras moléculas, y que son liberados al
entorno como respuesta a factores de estrés biético y abiético.

Los biocomunicadores, son compuestos quimicos implicados en las interacciones entre los seres
vivos. Los agentes alelopaticos o compuestos aleloguimicos son los biocomunicadores causantes de
fendmenos alelopaticos.

Las plantas superiores liberan regularmente compuestos organicos por volatilizacién de sus
superficies y a través de lixiviados de hojas y exudados de raices. Eventualmente, los constituyentes
quimicos de todos los organismos son liberados al entorno a través de procesos de descomposicion,
incorporandose a la matriz del suelo. Por tanto existen cuatro vias principales de liberacién al
entorno de los aleloquimicos; estos son: volatilizacion, lixiviacion, exudados radiculares vy

descomposicion de residuos vegetales (Sampietro, 2002)
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1. Volatilizacion.

La liberacion de agentes alelopaticos por volatilizacion se produce en plantas que producen
etileno y aceites esenciales volatiles, los cuales estan constituidos fundamentalmente por
terpenoides.

En ecosistemas desérticos y mediterrneos, la liberacion de compuestos alelopéticos a traves de
volatilizacion es un mecanismo frecuente, debido al predominio de altas temperaturas.

2. Lixiviacion.

La lixiviacion es la extraccion acuosa de sustancias presentes en la planta por efecto de la lluvia,
nieve, niebla o rocio. Su efectividad depende del tipo de tejido vegetal, la edad de la planta y la
cantidad y naturaleza de la precipitacion.

3. Exudacion.

La reduccién del rendimiento observada en algunos cultivos tradicionales se ha atribuido a
toxinas liberadas por otros cultivos y malas hierbas asociadas. Se conocen sustancias exudadas por
las raices que reducen la germinacion de las semillas, el crecimiento de raices y brotes, la
incorporacion de nutrientes y la nodulacién. Factores como la edad del vegetal, la nutricién, la luz y
la humedad influyen tanto cualitativamente como cuantitativamente en la liberacion de sustancias
por las raices. El efecto de los exudados radiculares ha sido extensamente estudiado por el efecto
que tiene sobre las propiedades del suelo, tanto la presencia del exudado en si, como las
modificaciones microbianas causadas por este exudado.

4. Descomposicion de residuos vegetales.

Los residuos en descomposicion de las plantas liberan una gran cantidad de agentes
alelopéticos. Los factores que influyen en la naturaleza de los compuestos incluyen la composicion
del residuo, el tipo de suelo y las condiciones de descomposicion, siendo los compuestos solubles

en agua los que mas rapidamente pueden ser liberados.

2.1.4. Especies con potencial alelopatico.

Muchos estudios han explorado el potencial alelopatico de especies de plantas de diferentes
familias, gran parte de ellos enfocados a la bldsqueda de compuestos quimicos con actividad
herbicida, asi como a los efectos de cultivos sobre arvenses, sobre otros cultivos, sobre si mismos, y

sobre otras arvenses (Stachon y Zimdahl, 1980, Tominaga y Watanabe, 1997).
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Como ejemplo podemos citar el estudio de Lantana camara L. en la germinacién y crecimiento
de semillas de arvenses en algunos cultivos agricolas como arroz (Bansal, 1998; Oudhia y Tripathi,
1999), trigo (Oudhia y Tripathi, 2000), soja (Oudhia, 1999) y plantas arvenses mediterraneas
(Verdeguer et al., 2009).

También se han observado buenos resultados con herbicidas estudiados en algunas especies del
género Eucalyptus (Myrtaceae) sobre vegetacion anual (May y Ash, 1990; Alves et al., 1999,
Verdeguer et al., 2009).

Incluso se han realizado trabajos para ver el comportamiento alelopético de cultivos como el
girasol (Helianthus annuus L.) en la germinacion y desarrollo de algunas malezas bajo condiciones
de campo controladas en diferentes épocas del afio, obteniendo un efecto inhibitorio de las malezas
tanto en periodo de primavera como en el de invierno (Puente et al., 2003).

Ademas, con respecto al efecto alelopatico de extractos vegetales, Duke et al. (2002) efectuaron

una excelente revisién de compuestos quimicos naturales para el control de arvenses.

2.2. Principales compuestos alelopaticos. Terpenos.

La mayoria de los compuestos liberados por las plantas son metabolitos secundarios producidos
como resultado de las rutas metabdlicas primarias (Hadacek, 2002). Dependiendo de su accion
fitotoxica, su concentracion bioactiva y su persistencia y destino en el entorno en que son liberados,
pueden actuar como compuestos alelopaticos (Inderjit y Duke, 2003). Ademas, en la naturaleza, la
actividad alelopatica esta probablemente originada por la accion conjunta de varios aleloquimicos,
mas que por la accion de uno solo (Inderjit et al., 2002; Inderjit y Duke, 2003). Hoy en dia existe un
gran debate con relacion al papel que realizan los metabolitos secundarios como aleloquimicos en
los ecosistemas naturales y, en concreto, durante el proceso de invasién. El principal problema que
se plantea es que la baja concentracion a la que se encuentran los metabolitos secundarios en
condiciones de campo, es insuficiente para provocar una respuesta fitotoxica (Tharayil, 2009). A
pesar de este controvertido debate, en las ultimas décadas se han empleado esfuerzos considerables
para demostrar la mediacion de compuestos liberados por plantas aléctonas en los procesos de
invasion (Carballeira y Reigosa, 1999; Callaway y Ridenour, 2004; Callaway et al., 2005b; Lorenzo
et al., 2008; Ens et al., 2010; Jarchow y Cook, 2009).

Tratar de identificar cada uno de los compuestos quimicos del extracto y determinar cuél es el

responsable del efecto alelopéatico es una tarea muy complicada y dificil de abordar. Sin embargo,
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hay trabajos en los que la actividad alelopatica en los ecosistemas estd relacionada con
determinados grupos de compuestos, por ejemplo, fenoles simples, flavonoides, terpenoides,
alcaloides, acidos grasos, poliacetilenos, compuestos sulfurados, oligopéptidos (Macias et al., 2007)
y glucosinolatos (Miller, 2009). Son escasos los trabajos en los que el efecto alelopatico de una

especie invasora esta asociada a una o varias moléculas identificadas.

2.2.1. Clases de compuestos identificados como agentes alelopaticos.

Muchos compuestos que tienen efectos sobre procesos fisioldgicos de las plantas, dependiendo
de su concentracién o de las formas en que se utilicen, resultan perjudiciales para otras especies 0
para la misma que los produce; es el caso del etileno, que ha sido utilizado como hormona para
favorecer algunas especies vegetales y que Evanari (1949) referencia como agente alelopatico. La
naturaleza quimica de los compuestos alelopaticos es variable y diversa; a continuacion se
referencian los tipos de compuestos mas estudiados, centrandonos principalmente en los
compuestos presentes en los aceites esenciales, ya que en este trabajo sera estudiado su efecto
alelopatico.

1. Gases toxicos: este tipo de compuestos se encuentra referenciado por Evanari (1949), y
entre ellos esta el etileno. Especies de la familia Cruciferae emiten una serie de gases
toxicos, principalmente amoniaco e isocianato, que llegan a ser letales para los
microorganismos patdgenos que se encuentran en el suelo.

2. Lactonas simples no saturadas: son estudiadas por Evanari (1949), y entre ellas se
encuentra el acido parasorbico encontrado en Sorbus aucuparia L.

3. Cumarinas: pertenecen al grupo de las lactonas del &cido o-hidroxicinamico con cadenas de
isoprenoides, psoraleno (furano cumarina) o heterésidos de cumarinas, esculina; son
potentes inhibidores de la germinacién (Rice, 1984). Los inhibidores de este grupo
comunmente son producidos por granos de leguminosas y cereales (Putnam, 1985).

4. Quinonas: algunos compuestos de este grupo se han examinado para su actividad herbicida,
y otros tienen comprobados efectos adversos sobre las plantas (Putman, 1985).

5. Flavonoides: Rice (1984) aisl6 flavonoides de asociaciones de vegetacion climax que
resultaron ser fuertes inhibidores de bacterias nitrificantes y de la germinacion de semillas.

6. Taninos: en este grupo estan incluidos tanto los taninos hidrolizables como los
condensados. Los primeros estan implicados en la inhibicion de la germinaciéon (Rice,

1984). Muchos residuos de plantas (sobre todo de especies lefiosas) contienen taninos
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hidrolizables (Rice y Pancholy, 1973), algunos de los cuales inhiben la nitrificacion, y un
producto sintético derivado de ellos, la nitrapirina, es comercializada con este propdsito
(Putman, 1985).

7. Alcaloides: Evanari (1949), precisd que los alcaloides son potentes inhibidores de la
germinacion; se han extraido de semillas de tabaco, café y cacao.

8. Terpenos y esteroides: las plantas superiores que se desarrollan en zonas aridas y
semiaridas, sintetizan terpenoides. Los terpenos y esteroides, elaborados a partir de los
mismos precursores, constituyen un amplio conjunto de metabolitos secundarios de los
vegetales. La inmensa mayoria de los terpenos, aunque no todos, se encuentran en el reino
vegetal.

Todos los terpenos, tienen algo esencial en comun, se puede considerar que se forman por el
acoplamiento de un nimero entero de unidades pentacarbonadas ramificadas derivadas del
2-metil-1,3-butadieno (Bruneton, 1991). El nombre proviene de los primeros miembros de
esta clase; que fueron derivados del aguarrds ("turpentine” en inglés, "terpentin™ en
aleméan). Cuando los terpenos son modificados quimicamente, por ejemplo por oxidacion o
reorganizacion del esqueleto hidrocarbonado, suelen denominarse terpenoides (como la
vitamina A o el retinol, que contiene un atomo de oxigeno).

Los terpenos se originan por polimerizacion enzimatica de dos 0 mas unidades de isopreno,
ensambladas y modificadas de muchas maneras diferentes. La mayoria de los terpenos
tienen estructuras policiclicas, las cuales difieren entre si no s6lo en grupo funcional sino
también en su esqueleto basico de carbono. Los mondémeros generalmente son referidos
como unidades de isopreno porque la descomposicion por calor de muchos terpenos da por
resultado ese producto; y porque en condiciones quimicas adecuadas, se puede inducir al
isopreno a polimerizarse en multiplos de 5 carbonos, generando numerosos esqueletos de
terpenos. Por eso se relaciona a los terpenos con el isopreno, si bien se sabe ya desde hace
mas de 100 afios que el isopreno no es el precursor biologico de esta familia de metabolitos.
La biosintesis de los terpenos en las plantas es a través de la via del a&cido mevalonico
(Goodwin, 1971).
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Foto 1. Biosintesis de los terpenos en las plantas.
(Fuente: Blazquez y Zafra-Polo, 2010).

La clasificacion de los terpenos segln su estructura quimica, se hace en base al nimero de
unidades isopreno presentes. Se clasifican en: hemiterpenos, monoterpenos, sesquiterpenos,
diterpenos, sesterpenos, triterpenos, tetraterpenos y politerpenos (Blazquez y Zafra-Polo,
2010).

Los monoterpenos, formados por el acoplamiento de dos unidades isoprénicas, son los
constituyentes mas sencillos de la serie terpénica, los denominados monoterpenos regulares
son constituyentes comunes de los aceites esenciales y Oleo-resinas; los monoterpenos
irregulares dan lugar a las piretrinas, dotadas de actividad insecticida. Los sesquiterpenos,
amplio conjunto de derivados Cys, presentan una gran variabilidad estructural y al igual que
los monoterpenos, son constituyentes habituales de los aceites esenciales y responsables con
ellos de sus propiedades farmacoldgicas o toxicologicas.

Los monoterpenos presentes en los aceites esenciales de los vegetales son notables
alelopaticos, inhibidores de crecimiento de plantas superiores y malezas, siendo en este
grupo donde encontramos la mayor cantidad de inhibidores del crecimiento y germinacion
(Putnam, 1985). Entre los més estudiados estan a y B pineno, alcanfor y 1,8-cineol,

generados por Salvia spp., Amaranthus, Eucaplyptus, Artemisia y Pinus.

2.3. Lafloraarvensey su evolucion.

La flora arvense esta constituida por las plantas asociadas a los cultivos, conocidas como malas
hierbas. La flora arvense autdctona, ademas de un problema para los agricultores, también es una
parte importante de la biodiversidad vegetal de nuestro territorio, tiene valor en si misma y por su

contribucion al mantenimiento de otras especies, como aves 0 insectos.
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Las malas hierbas se han extendido globalmente, generalmente asociadas a muchos cultivos, por
lo que muchas de las especies arvenses son introducidas procedentes de otros lugares.

Estas plantas aloctonas, se caracterizan por su alta capacidad de dispersion, gran persistencia y
por ser muy competitivas. Disminuyen el rendimiento del cultivo, interfieren con estructuras
agrarias, como canalizaciones de agua, o en los procesos de cosechado y comercializacion. Aunque
hay que tener en cuenta que no siempre son invasoras, ya que solo el 2-3% de plantas aloctonas

llegan a provocar cambios en los ecosistemas.

La evolucion de la flora arvense se debe principalmente a la resistencia que estas han
desarrollado frente a los herbicidas. En 1954 cuando se cuestiona seriamente la posibilidad de que
exista dicha resistencia y en 1956 se predice que esto supone un problema en los cultivos, pero no
es hasta 1979 cuando se reconoce la resistencia de Senecio sp. resistente a la atrazina.

Por ello, en 1990 se crean Comités de Prevencion de Resistencias, aunque estos ejercen poca
influencia.

En 1995 se crea la red de especies con resistencias (www.weedscience.com).

En 1997 se subestima la posibilidad de la resistencia a glifosato, pero es en 2001, cuando ya se
dice que la evolucion de la resistencia a herbicidas es mucho mas répida que a otros caracteres

morfoldgicos y fisiologicos (Gressel, 2009).

2.4. Neofitos arvenses: Araujia sericifera Brot.

En Espafia, son muchas las plantas espontaneas, consideradas malas hierbas en el cultivo de
citricos; unas se desarrollan en invierno-primavera y otras en verano, aunque las que realmente
poseen importancia agrondémica son las de verano. Su efecto mas importante es a traves de la
competencia por nutrientes que ejercen con las plantas cultivadas, pero también se ha demostrado
un efecto negativo como huéspedes intermedios de algunas plagas y enfermedades.

La mayor parte de estas especies son monocotiledoneas, aunque recientemente se han difundido
de modo notable algunas dicotileddneas, como por ejemplo Araujia sericifera, neo6fito arvense de

los cultivos mediterraneos de citricos (De Barreda, 1976; Agusti, 2003).

La presencia de esta nueva arvense asi como de otras especies americanas, Se destaca

principalmente en cuatro habitats diferentes: jardines, cultivos anuales de primavera-verano de
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regadio, cultivos anuales de primavera-verano de secano y frutales de regadio. Esta mayor presencia
se debe a que son lugares influenciados por el transito humado y por la introduccién de nuevos
cultivares en explotacion. Por lo que es probable que cultivos como el algodon, tabaco y maiz,

probablemente actiien como vias de introduccion de nedfitos (Pujadas et al., 1997).

2.4.1. Origen.

Araujia sericifera Brot. es una planta originaria de la parte oriental de Sudamérica (nordeste de
Argentina, Uruguay, Paraguay, sudeste de Brasil), donde crece en comunidades viarias y ruderales
(Foto 1).

Fue introducida en Europa durante el siglo XIX como planta ornamental y también como textil
para aprovechar la fibra del fruto. La cita méas antigua en Espafia, es del afio 1976, concretamente de

la provincia de Gerona (Sanz et al., 2004).

En Espafia estd muy extendida, presenta una tendencia poblacional muy expansiva en la costa
mediterranea, colonizando todo tipo de habitats, sobre todo por el litoral de Catalufia, encontrandose
naturalizada en todas las comarcas cercanas al mar, penetrando poco hacia el interior. También es
frecuente en la Comunidad Valenciana, sobre todo en las zonas litorales de las provincias de
Castellén y Valencia, y mas raramente en Alicante. Se encuentra igualmente en las islas Baleares
(Mallorca y Menorca), Murcia, Almeria (Abrucena, Tijola), Granada (Orjiva), Pais Vasco,
Cantabria (Santander) y Galicia (Tuy, Pontevedra y Portomourisco en la provincia de Orense). Por
otra parte, no se encuentra en el archipiélago de Canarias aunque si en el de las Azores (Sanz, et al.,
2004) (Fotol).
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Foto 2. Origen y distribucién en Espafia de A. sericifera.

(Fuente: Atlas de plantas aléctonas invasoras de Espafia).

2.4.2. Taxonomia.

La identidad y el nombre botanico correcto de Araujia sericifera, ha sido cuestion de
controversia taxondémica durante bastante tiempo. En la literatura actual, es conocida ya sea como
Araujia sericifera Brot. 0 A. hortorum Fournier (Forster y Bruyns 1992). En Nueva Zelanda, es
conocida como A. sericifera (Webb et al., 1988; Roy et al., 2004).

Comunmente se llama planta cruel, parra o de la polilla. Este Gltimo nombre se debe a que

algunos insectos, y mas particularmente polillas y mariposas pueden ser atrapadas dentro de sus
flores (Waipara et al., 2006).

Su clasificacion boténica segin Cronquist System es:
- Clase: Magnoliopsida.
- Subclase: Asteridae.

- Orden: Gentianales.
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- Familia: Asclepiadaceae.
- Género: Araujia.

- Especie: Araujia sericifera.

Es una liana lefiosa de crecimiento muy rapido, favorecido por la presencia de cualquier tipo de
soporte, ya sea natural (arboles, cafiaverales) o artificial (alambradas, plantaciones frutales, plantas
de jardin), de hasta 5 m de longitud.

Posee hojas opuestas, con peciolo de 1-2 cm y limbo ovado-oblongo o subtriangular, de hasta 3
x 5 c¢m, agudo en el apice y truncado en la base, verde y glabro por el haz y grisaceo y pubescente
por el envés, y con inflorescencias en cimas axilares.

Su céliz tiene 5 sépalos ovados, de aproximadamente 1 cm de longitud. La corola es un tubo de
1 cm y tiene 5 lébulos patentes, de 7-9 x 4 mm, oblongos, obtusos; de color blanco o verdoso por la
cara dorsal y purpura por la ventral.

Foto 3. Hojas, flor, frutos y semillas de A. sericifera (Fuente: The art of botanical ilustration).
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El fruto es un foliculo de 8-12 x 5-6 cm, pruinoso, de color verdoso, péndulo, madurando a
finales del estio.

Las semillas son muy numerosas, provistas de una especie de vilano sedoso. Floreciendo de
mayo a septiembre (Sanz et al., 2004) y madurando sus frutos de octubre a noviembre (Costa y
Morla, 1989).

L

Fotos 4, 5y 6. Frutos, fruto abierto y fruto con semillas de A. sericifera.
2.4.3. Formas de reproduccion.

Se reproduce principalmente por semilla de dispersion anemaocora, aunque debido a su tamafio
la distancia no puede ser muy larga.

Puede dispersarse secundariamente a través del agua.

Se reproduce también asexualmente por medio de esquejes, de manera directa.

En su region de origen (Latinoamérica) para polinizarse necesita la participacion de una especie
de lepidoptero nocturno, y en nuestro pais se han sefialado como posibles polinizadores pequefios
himendpteros no identificados, tal vez pertenecientes a varias especies (Sanz et al., 2004). Ademas
también tenemos que tener en cuenta que esta planta ejerce una atraccién sobre mariposas, cosa

importante en la polinizacion entomofila (Costa y Morla, 1989).
2.4.4. Usos y problematica como mala hierba.

El género Araujia es utilizado principalmente con fines medicinales (por sus propiedades
galactogenas, para tratar empachos y favorecer la denticion), alimenticios (frutos) y ornamentales
(Bucciarelli et al., 2008).

También pueden aprovecharse sus frutos desecados, que al estar llenos de un material

algodonoso sirven para rellenar cojines, almohadas o edredones. Asimismo, su fruto produce un
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liquido pastoso blanco muy similar al latex de Hevea brasiliensis o Ficus benjamina (Gaig et al.,
2005).

Se ha constatado su presencia con caracter invasor en diversas areas del mundo, como Australia,
Nueva Zelanda, EE.UU. (California), Israel y Sudafrica.

En Australia se encuentra ampliamente extendida, invadiendo tanto bosques humedos como
esclerofilos secos.

En Nueva Zelanda, donde invade setos, bosques y matorrales, ha sido necesario elaborar planes
de erradicacion en varias regiones, como el que se aplicé en el afio 1995 en las islas Poor Knights.

En EE.UU. se encuentra incluida en la lista nacional de malezas y especies invasoras nocivas
(USDA National Plant Board State Regulated Noxious Weeds).

En Espafia, se trata de una especie invasora muy agresiva, que invade tanto medios
profundamente alterados (jardines, cerramientos, vias de comunicacion, etc.) como restos de
vegetacion climacica, contribuyendo a su desaparicion al ahogar al arbolado natural (encinas). El
dafio es aln mas grave si tenemos en cuenta lo reducidas que son las escasas manifestaciones de
vegetacion climacica que todavia quedan en las zonas costeras mediterraneas donde abunda la
especie, sobre las que lamentablemente no se ha aplicado ninguna medida de proteccion. Ejerce
competencia directa por la luz en zonas de encinares y de vegetacion riparia. Por ejemplo, en la
comarca del Baix Camp (Tarragona) convive con Fraxinus angustifolia Vahl, Populus alba L.,
Quercus faginea Lam., Quercus ilex L. subsp. ballota (Desf.) Samp., Smilax aspera L., Rubia

peregrina L. subsp. longifolia (Poiret) O. Bolos, etc.

2.4.4.1. Problematica en cultivos de citricos.

La flora arvense de los cultivos de citricos ha recibido cierta atencién (Boira y Carretero, 1992;
Carretero, 1994; Rios et al., 1999) y su conocimiento es muy importante por varias razones. Desde
el punto de vista productivo es absolutamente conveniente restringir la abundancia de estas especies
para evitar en lo posible la aparicion de fendmenos indeseables de competencia. Por otra parte, es
conocido que algunas especies de malas hierbas pueden interaccionar con organismos paréasitos de
los citricos y, de esta manera, convertirse en focos potenciales de irradiacion de plagas y
enfermedades (Lopes et al., 2003). Ademas en algunas ocasiones, las plantas arvenses pueden atraer
a insectos benéficos, por ello las malas hierbas son objeto de una controversia inherente en la

practica de la agricultura (Mas y Verdu, 2005).

2. Antecedentes. 20



Control de la germinacion in vitro de Araujia sericifera con aceites esenciales de Laurus nobilis, Myrtus communis,
Citrus sinensis y Citrus limon.
Master en Produccion Vegetal y Ecosistemas Agroforestales.

Araujia sericifera se ha convertido en una peligrosa mala hierba en las plantaciones de agrios de
Levante, al trepar por los troncos y encaramarse en las copas de los naranjos y demas especies
citricolas (Sanz et al., 2004).

Es una especie muy versatil en su capacidad adaptativa, ligada a zonas practicamente libres de
heladas invernales, donde invade los huertos de naranjos, por donde asciende de tal forma que en
ocasiones llega a ocultar su follaje; compitiendo asi, no solo por el agua y nutrientes, sino también

por la radiacion solar (Sobrino et al., 2002).

Foto 7. Cultivo de citricos abandonado, invadido con A. sericifera.
2.4.4.2. Actuaciones recomendadas.

No hay referencias en cuanto a control bioldgico para esta especie. EI método de lucha méas
eficaz y recomendable, aunque muy costoso es la eliminacion manual de las plantas alla donde
aparezcan. Puede realizarse arrancando las plantulas y los individuos jévenes y talando por la base
los tallos de los ejemplares adultos.

Todos los restos de plantas arrancadas deber ser retirados y destruidos, especialmente los frutos
cargados de semillas, para los cuales o mejor es quemarlos. Los operarios que realicen la labor
deben proteger sus manos con guantes, ya que la planta emite un latex muy irritante al entrar en
contacto con la piel o con los ojos. Las operaciones deben llevarse a cabo durante varios afios, hasta
agotar el banco de semillas del suelo.
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En cuanto a los métodos quimicos de lucha, se ha empleado el herbicida Escort, aplicado con
mochila, disuelto a razon de 5 gr de producto por cada 10 litros de agua, teniendo cuidado de que el
herbicida no alcance a la planta hospedante ni a la vegetacion natural préxima. EI método quimico
solo es aconsejable en casos de infestaciones graves. Para poblaciones pequefias es preferible el
método de retirada manual.

En el cultivo de los agrios se controla quimicamente utilizando herbicidas selectivos para estos
cultivos (Mas y Verdua, 2005).

2. Antecedentes. 22



Control de la germinacion in vitro de Araujia sericifera con aceites esenciales de Laurus nobilis, Myrtus communis,
Citrus sinensis y Citrus limén.
Master en Produccion Vegetal y Ecosistemas Agroforestales.

3. Obijetivos.

A. sericifera es una planta arvense muy importante que afecta a los cultivos de citricos en la

Comunidad Valenciana. Los objetivos del siguiente trabajo son:

- Estudiar los efectos de la luz y temperatura sobre la capacidad de germinacion de Araujia
sericifera.

- Determinar la composicion quimica de los aceites esenciales de cuatro plantas comunes en la
vegetacion mediterranea espafiola como son: Laurus nobilis L., Myrtus communis L., Citrus
sinensis (L.) Osbeck y Citrus limon (L.) Burm. f.

- Verificar el efecto fitotoxico de los aceites esenciales de Laurus nobilis L., Myrtus communis
L., Citrus sinensis (L.) Osbeck y Citrus limon (L.) Burm. f., sobre la germinacion y el

crecimiento de A. sericifera.
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4. Material y métodos.
4.1. Material vegetal.

Con objeto de extraer semillas para los ensayos de germinacion se recogieron frutos de A.
sericifera Brot en campos de cultivo de Citrus sinensis en el Puerto de Sagunto (Valencia), a
principios de Diciembre de 2008 y 2009. Los frutos fueron abiertos por la mitad y secados en
laboratorio durante 15 dias a temperatura ambiente, después las semillas fueron extraidas y
seleccionadas, eliminando las que tuvieron tamafio, color, forma o estado de maduracion anémalo.
Las semillas se conservaron en placas Petri de 9 cm de diametro selladas con Parafilm, a

temperatura ambiente, hasta ser utilizadas en los ensayos de germinacion.

4.2. Condiciones y factores de germinacion.

La germinacion de semillas de A. sericifera fue evaluada in vitro, combinando diferentes
condiciones de temperatura y fotoperiodo (Tabla 1). Se sembraron 20 semillas en placas Petri (de 9
cm de diametro), utilizando como sustrato dos discos de papel de filtro de 9 cm de didmetro y 50
g/m? de espesor, situados por debajo y por encima de las semillas, que fueron humedecidos con 4
ml de agua destilada, sellando las placas con Parafilm. Se realizaron 5 repeticiones por tratamiento.

Las placas fueron incubadas en camara de cultivo F4, marca ASL.

Para evaluar la mejor combinacion fotoperiodo-temperatura el nimero de semillas germinadas

se registra cada 3, 6, 8, 10 y 13 dias.

Tabla 1. Combinacion de temperaturas y fotoperiodos probados.

Horas luz Horas oscuridad T2 luz°C T2 oscuridad °C
14 10 32 24
Fotoperiodo 1 14 10 30 16
14 10 26 16
16 8 35 25
Fotoperiodo 2 16 8 30 20
16 8 28 20
16 8 28 16
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4.3. Extraccion de aceites esenciales de Laurus nobilis L., Myrtus communis

L., Citrus sinensis (L..) Osbeck y Citrus limon (L.) Burm. f.

Para la extraccion de los aceites esenciales se recolectaron hojas de L. nobilis, M. communis y
C. sinensis variedad Navelina en jardines y campos de Moncada (Valencia), y hojas de C. lemon
variedad Eureka del huerto de citricos de la Universidad Politécnica de Valencia, a principios de
Marzo de 2010.

Se extrajeron 3 muestras de aceite esencial de cada especie, mediante hidrodestilacion (Tabla 2).
Para ello se utiliz6 un aparato tipo Clevenger, y matraces redondos de 2 y 4 |, introduciendo el
material fresco previamente pesado en balanza de precision, afiadiendo 1000 6 2000 ml de agua
destilada respectivamente, dependiendo de la cantidad de muestra utilizada en la destilacion.

Mediante una manta calefactora se aplica calor al matraz redondo, generdndose vapor de agua,
que arrastra los componentes volatiles de la droga, condenséndose en el refrigerante, y pasando al
tubo colector graduado, donde se separa el aceite esencial. Este proceso se mantuvo durante 3h,
finalizando la destilacion cuando se observd que la cantidad de aceite esencial destilado no

aumentaba en un periodo de 30 minutos.

Tabla 2. Extraccion de los aceites esenciales.

MUESTRA| PESO (g) | ACEITE OBTENIDO (ml) | Rendimiento (%)
Laurus nobilis MLnl 399,07 1,45 0,36
MLn2 111,31 0,4 0,36
MLn3 118,2 0,2 0,17
Myrtus communis| MMcl 424,27 1,23 0,29
MMc2 148,76 0,8 0,54
MMc3 167,05 0,6 0,36
Citrus sinensis MCsl 1341,03 1,36 0,10
MCs2 117,66 0,2 0,17
MCs3 108,42 0,21 0,19
Citrus limon MCI1 769,18 1,15 0,15
MCI2 130,58 0,49 0,38
MCI3 123,73 0,48 0,39

Los aceites esenciales se recogieron en viales de cristal graduados, conservandolos en nevera a

4°C hasta su analisis o su utilizacién en los ensayos.
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Fotos 8 y 9. Hidrodestiladores y matraz con manta calefactora..

4.4. Composicion de los aceites esenciales de Laurus nobilis L., Myrtus
communis L., Citrus sinensis (L.) Osbeck y Citrus limon (L.) Burm. f.

utilizados.

De cada aceite esencial obtenido se prepar6 una dilucion al 10% con hexano para su analisis en
cromatografia de gases-espectrometria de masas (analisis cualitativo) y cromatografia de gases

(andlisis cuantitativo).

4.4.1. Composicion cualitativa de los aceites esenciales. Cromatografia

de gases-espectrometria de masas.

La cromatografia de gases—espectrometria de masas, fue realizada 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
didmetro interno y 0,25 um de espesor de pelicula. EI modo de inyeccion empleado fue en split con
un ratio de 1:25.

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 continuacion se empleo un gradiente de 20°C/min hasta

Ilegar a 280°C, manteniendo esta temperatura durante diez minutos.
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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.

Los compuestos fueron identificados por su espectro de masas (Adams, 2007), confirmando su
identidad con los indices de retencion relativos a Cg-Cs, n-alcanos (indices de Kovats, IK).

Los indices de retencion de Kovats fueron calculados usando un estdndar de hidrocarburos Cg-
Cs2, que se cromatografio cuando se analizaron las muestras. Una vez obtenidos los tiempos de
retencion, expresados en segundos, de cada uno de los componentes del aceite esencial, se

determing el indice de Kovats a partir de la siguiente formula:

IK =100 * n° C HCp.1 + [(log TR X - log TR HCy1) / (Iog TR HCpis - log TR HCp.1)]

Siendo:

n°® C HC,.1: nimero de carbonos del hidrocarburo que tiene menor tiempo de retencion que el
compuesto del aceite esencial.

TR X: tiempo de retencion del compuesto.

TR HC,..1: tiempo de retencion del hidrocarburo anterior al compuesto.

TR HC,.1: tiempo de retencién del hidrocarburo posterior al compuesto.

4.4.2. Composicion cuantitativa de los aceites esenciales. 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 de 30 m
de longitud, 0,2 mm de didmetro interno y 0,33 um de espesor de pelicula.

Se usaron las mismas condiciones de trabajo que para el cromatdgrafo de gases-espectrometro
de masas.

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.

Junto con las muestras se cromatografié un estandar de hidrocarburos Cg-C3, para calcular
posteriormente los indices de retencion de Kovats, de la forma descrita en el apartado anterior, que

sirvieron para la identificacion de los compuestos.
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4.5. Uso de aceites esenciales de Laurus nobilis L., Myrtus communis L.,
Citrus sinensis (L.) Osbeck y Citrus limon (L.) Burm. f. como
inhibidores de la germinacion y el crecimiento de Araujia sericifera
Brot.

Para llevar a cabo los ensayos de actividad herbicida, se sembraron 10 semillas en placas Petri
(de 9 cm de didmetro). Como sustrato se utilizaron dos discos de papel de filtro de 9 cm de didmetro
y 50 g/m? de espesor, situados por encima y por debajo las semillas, humedecidos con 4 ml de agua
destilada.

Los aceites esenciales de L. nobilis, M. communis, C. sinensis y C. lemon, fueron afiadidos a
volimenes de O (control con agua destilada), 0,5, 1, 2 y 4 pl, obteniéndose concentraciones de
0,125, 0,25, 0,5 y 1ul/ml respectivamente. Las placas fueron selladas con Parafilm. Se realizaron 10
repeticiones por cada tratamiento.

De acuerdo con los ensayos previos para estudiar las condiciones éptimas de germinacién de A.
sericifera, las semillas se incubaron en camara de cultivo F4, marca ASL, 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.

Para evaluar la actividad herbicida de los aceites esenciales se hicieron diferentes lecturas de las
placas, a los 3, 5, 7, 10 y 14 dias después de poner a incubar las placas. Se registré el nimero de
semillas germinadas y se tomaron fotografias de todas las plantulas crecidas, para posteriormente
medir su longitud (coleoptilo + radicula), procesando las fotografias mediante el programa Image
Tool. Cada vez que se leyeron las placas se sellaron de nuevo con Parafilm, no afiadiéndose agua ni

aceites a las placas durante el ensayo.

Foto 10. Ensayo in vitro de inhibicion de la germinacion de A. sericifera con aceite esencial de L.

nobilis a concentracion de 2 pl/4ml (0,5 pl/ml).
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4.6. Tratamiento de datos y programas de analisis.

Los datos se analizaron mediante el paquete estadistico Statgraphics Plus 5.1. Se aplicé un
analisis de la varianza (ANOVA) a los resultados obtenidos, tanto a los porcentajes de germinacion,
como a la longitud de las plantulas. Los porcentajes de germinacion fueron transformados antes de
proceder a realizar el ANOVA mediante la formula y=arcosenyx, donde x era el porcentaje de
germinacién en tanto por uno, para satisfacer los requerimientos de normalidad de los datos. El
ANOVA se realizd utilizando el test de comparacion maltiple de Fisher (intervalos LSD, Least
Significant Difference) para la separacion de medias, con un nivel de confianza del 95%.

Previamente se comprobd la homocedasticidad de los datos, mediante el test de Levene.
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5. Resultados y discusion.
5.1. Germinacion in vitro de semillas.

Para determinar las condiciones Optimas de germinacion de Araujia sericifera, se probaron
diferentes combinaciones de temperatura y fotoperiodo, observandose diferencias significativas
entre ellas (Tabla 1). Los porcentajes de germinacion mas elevados se alcanzaron con el fotoperiodo
2, siendo el régimen de temperaturas mas adecuado el de 30°C durante el dia y 20°C durante la
noche. Las condiciones con las que se obtuvieron los porcentajes de germinacion mas bajos, fueron

las correspondientes al fotoperiodo 1, con 26°C dia y 16°C noche.

Tabla 3. Porcentaje de germinacion de A. sericifera para las diferentes condiciones de

fotoperiodo y temperatura probados.

Horas luz | Horas oscuridad| T2luz °C | T2 oscuridad °C | % germinacion

14 10 35 25 78,75 £3,15¢

Fotoperiodo 1 14 10 30 16 91,25 £4.27Db
14 10 26 16 125+1,25d

16 8 25 25 76,00 £ 3,67 ¢C

Fotoperiodo 2 16 8 30 20 99,00 +1,00 a

16 8 28 20 98,00 + 2,00 ab

16 8 28 16 97,00 + 2,00 ab

Los % de germinacion son la media + el error estandar de 5 repeticiones, con 10 semillas cada una, 13 dias después
de incubacién. Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas con un 95% de probabilidad.

La germinacion de Araujia sericifera se da a partir del dia 1 para las combinaciones de
temperatura de 35°C-25°C dia-noche respectivamente (Figura 1), a partir del tercer dia para los
pares de temperaturas de 30°C-20°C, 30°C-16°C, 28°C-20°C noche-dia respectivamente, a partir del
sexto dia en el caso de 28°C-16°C dia-noche, a partir del octavo dia para temperaturas de 26°C-16°C
dia-noche y a partir del décimo dia para las temperaturas de 25°C-25°C. Con las temperaturas de
30°C-20°C, 28°C-20°C y 28°C-16°C dia-noche se obtuvieron los porcentajes de germinacion mas
elevados (99%, 98% y 97% respectivamente), no existiendo diferencias significativas entre ellas
(Tabla 3). Por ello seleccionamos la temperatura de 30°C-20°C, como la Optima para realizar los

ensayos alelopaticos con aceites esenciales.
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Figura 1. Evolucion de la germinacion de A. sericifera combinando diferentes condiciones de

temperatura y fotoperiodo.

5.2. Composicion quimica de aceites esenciales.

Se han identificado 46 compuestos en el aceite esencial de laurel que representan el 96,87% de
la composicién del mismo. En la Tabla 4 se recopilan los componentes del aceite esencial por
grupos quimicos y ordenados segun su indice de Kovats (IK).

Desde el punto de vista cualitativo y cuantitativo, la fraccion monoterpénica tanto
hidrocarbonada (15,54%) como oxigenada (60,82%) fue la mas representativa siendo los
componentes mayoritarios los monoterpenos oxigenados 1,8-cineol (33,13%), acetato de a-terpinilo
(13,02%) vy linalol (8,80%). En segundo lugar cuantitativamente destaca la serie aromatica con metil

eugenol (12,88%) como componente mayoritario.
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Tabla 4. Composicién del aceite esencial de Laurus nobilis.

Compuestos KI % aceite
Monoterpenos hidrocarbonados 15,54
a-tujeno 930 0,37 £ 0,02
a-pineno 939 2,79 +£0,13
canfeno 956 0,09 + 0,02
sabineno 978 6,34 + 0,07
-pineno 982 2,86 + 0,25
mirceno 992 0,54+0,13
a-felandreno 1009 0,14 £ 0,02
0-3-careno 1012 0,16 £ 0,02
a-terpineno 1021 0,36 £ 0,09
p-cimeno 1031 0,37+£0,13
cis-ocimene 1041 t
trans-ocimene 1053 0,23 +£0,05
y-terpineno 1064 0,97 £0,20
terpinoleno 1089 0,32 £0,06
Monoterpenos oxigenados 60,82
1,8-cineol 1036 33,13+7,37
hidrato de cis-sabineno 1078 0,44 £ 0,02
oxido de cis-linalol 1084 t
hidrato de trans-sabinene 1099 t
linalol 1107 8,80+ 1,90
trans-p-ment-2-en-1-ol 1147 t
isoborneol 1173 t
d-terpineol 1179 0,14 +£0,01
terpinen-4-ol 1188 3,35+0,18
a-terpineol 1201 1,70+ 0,21
mirtenal 1206 t
cis-piperitol 1221 t
nerol 1235 0,16 + 0,01
geraniol 1262 0,08 £ 0,03
acetato de a-terpinilo 1356 13,02 £ 2,25
Sesquiterpenos hidrocarbonados 1,22
[-elemeno 1392 0,17 £ 0,05
[-cariofileno 1423 0,60 + 0,30
a-humuleno 1459 0,09 + 0,03
B-selineno 1492 0,18 + 0,07
d-cadineno 1523 0,18 + 0,09

Continua en la siguiente pagina.
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Compuestos KI % aceite
Sesquiterpenos oxigenados 4,67
hedicariol 1557 0,08 £ 0,03
nerolidol 1568 0,08 £ 0,03
espatulenol 1580 0,22 £0,09
oxido de cariofileno 1588 3,08 £1,07
viridiflorol 1592 0,10 + 0,04
ledol 1600 0,08 + 0,03
junenol 1616 0,23+ 0,09
B-eudesmol 1647 0,79+£0,25
Aromaticos 14,62
metil chavicol 1210 t
eugenol 1364 1,02 +0,24
metil eugenol 1414 12,88 + 1,79
elemicina 1561 0,71+£0,24
TOTAL IDENTIFICADO 96,87

En la Tabla 5 se recopilan por grupos quimicos y ordenados segun su indice de Kovats (IK) los
49 compuestos identificados en el aceite esencial de mirto. El porcentaje total de compuestos
identificados fue de 94,73%.

Al igual que con la esencia anterior vuelven a ser los monoterpenos, oxigenados (74,76%) e
hidrocarbonados (15,16%) la fraccion mayoritaria del aceite esencial de mirto. Los componentes
oxigenados principales fueron acetato de mirtenilo (24,68 %), linalol (22,27%) y 1,8-Cineol
(9,97%). Entre los monoterpenos hidrocarbonados destaca a-pineno (12,88%) como componente

mayoritario.

5. Resultados y discusion. 33



Control de la germinacion in vitro de Araujia sericifera con aceites esenciales de Laurus nobilis, Myrtus communis,
Citrus sinensis y Citrus limén.
Master en Produccion Vegetal y Ecosistemas Agroforestales.

Tabla 5. Composicion del aceite esencial de Myrtus communis.

Compuestos KI % aceite
Monoterpenos hidrocarbonados 15,16
a-tujeno 933 t
a-pineno 940 12,60 £ 1,35
B-pineno 983 0,09 + 0,03
mirceno 993 0,61+0,14
0-3-careno 1013 0,25+ 0,05
p-cimeno 1031 0,75+0,10
cis-ocimene 1042 0,07 £ 0,05
trans-ocimene 1053 0,46 £ 0,02
y-terpineno 1064 0,17 £0,01
terpinoleno 1090 0,16 £ 0,01
Monoterpenos oxigenados 74,76
1,8-cineol 1035 9,97 £0,31
oxido de cis-linalol 1078 0,10 £ 0,02
6xido de trans-linalol 1090 0,08 £ 0,00
linalol 1111 22,27 + 1,55
trans-pinocarveol 1147 t
oxido de nerol 1153 0,12 £ 0,04
terpinen-4-ol 1174 t
p-cymen-8-ol 1187 0,31+£0,04
a-terpineol 1203 4,90 £ 0,46
mirtenol 1206 2,24 £ 0,29
trans-carveol 1224 t
B-ciclocitral 1225 t
nerol 1235 0,34 £ 0,03
acetato de linalilo 1258 5,14 +1,03
acetato de trans-pinocarvilo 1298 0,33+0,02
acetato de mirtenilo 1334 24,68 £ 2,91
acetato de trans-carvilo 1341 0,05+ 0,03
acetato de a-terpinilo 1357 0,48 £ 0,06
acetato de nerilo 1367 0,76 £ 0,12
acetato de geranilo 1386 2,99 +£0,24
Sesquiterpenos hidrocarbonados 1,06
a-Ccopaeno 1381 0,10 £ 0,03
B-cariofileno 1425 0,21+ 0,08
a-humuleno 1460 0,75+0,19
Sesquiterpenos oxigenados 0,28
oxido de cariofileno 1589 0,22 £ 0,09
epoxido de humuleno Il 1606 0,06 £ 0,03
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Compuestos KI % aceite
Aromaticos 1,03
metil chavicol 1208 t
metil eugenol 1411 0,99 +£0,17
metil isoeugenol 1493 0,04 £ 0,02
elemicina 1561 t
Otros 2,67
2,4-dimetil-3-pentanone 785 0,03+0,01
hexanal 805 0,03+0,01
2-hexenal 859 0,76 £ 0,27
3-hexen-1-ol 862 0,05+ 0,02
2-metilpropilbutanoato 918 1,27+0,14
2-metilpropil-2-metil-butanoato 1006 0,13+0,02
Oxide de dehidroxi-cis-linalol 1011 0,14 + 0,05
2-metilbutil-2-metil propanoato 1021 0,13+£0,04
flavesona 1547 0,13 +0,05
iso-leptospermona 1618 t
TOTAL IDENTIFICADO 94,73

Un total de 51 compuestos fueron identificados en el aceite esencial de naranjo, siendo
clasificados también por grupos quimicos y ordenados segun su indice de Kovats (IK) (Tabla 6). El
porcentaje total de la composicion del aceite identificado fue de 99,40%.

La fraccion monoterpénica hidrocarbonada (69,72%) y oxigenada (24,97%) fue la mayoritaria
en el aceite esencial de naranjo. Si bien desde el punto de vista cualitativo los monoterpenos
oxigenados son los méas representativos, los mayores porcentajes se obtiene para los monoterpenos
hidrocarbonados sabineno (30,09 %), trans-ocimeno (9,05%) y 8-3-careno (8,50%). Es interesante
destacar la presencia de a y B-sinensal, caracteristicos del aceite esencial de naranjo y una clara

ausencia de la serie aromatica.
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Tabla 6. Composicién del aceite esencial de Citrus sinensis.

Compuestos Kl % aceite
Monoterpenos hidrocarbonados 69,72
a-tujeno 931 0,43 +£0,08
a-pineno 939 1,59 +0,31
sabineno 980 30,09 + 2,88
B-pineno 983 2,07 £0,23
mirceno 993 4,31+0,48
a-felandreno 1010 0,40 £ 0,05
0-3-careno 1014 8,50 + 2,06
a-terpineno 1022 1,53+0,18
p-cimeno 1026 0,07 +£0,01
0-cimeno 1031 0,56 + 0,03
limoneno 1036 5,87 0,67
cis-ocimeno 1042 0,32+ 0,02
trans-ocimeno 1055 9,05 + 0,66
y-terpineno 1065 2,85 0,45
terpinoleno 1086 2,10 £ 0,09
Monoterpenos oxigenados 24,97
hidrato de cis-sabineno 1078 0,51+ 0,08
linalol 1106 4,52 +1,93
hidrato de trans-sabineno 1119 t
trans-p-ment-2-en-1-ol 1140 0,06 £ 0,01
isopulegol 1152 0,25+ 0,08
citronelal 1156 4,78 £ 0,46
terpinen-4-ol 1185 7,56 + 2,23
a-terpineol 1201 0,57 £0,17
cis-piperitol 1205 t
trans-piperitol 1212 0,09 £ 0,02
citronelol 1234 0,80 £ 0,28
neral 1248 1,46 + 0,30
geraniol 1257 0,16 £ 0,05
geranial 1277 1,87 £ 0,40
timol 1297 t
metil geranato 1329 0,49+0,16
acetato de citronelilo 1356 0,66 £ 0,16
acetato de nerilo 1366 0,56 £0,11
acetato de geranilo 1385 0,63 £ 0,08

Continua en la siguiente pagina.
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Compuestos Kl % aceite
Sesquitermpenos hidrocarbonados 1,73
[-elemeno 1392 1,03 +0,43
[-cariofileno 1422 0,24 +£0,11
a-humuleno 1458 t
trans-p-farneseno 1459 0,17 +£0,10
bicyclogermacreno 1499 0,05+0,01
germacreno A 1509 0,24 £ 0,06
d-cadineno 1527 t
Sesquiterpenos oxigenados 2,89
hedicariol 1556 0,06 + 0,01
nerolidol 1568 0,06 £ 0,01
oxido de cariofileno 1587 0,11 + 0,01
selin-11-en-4-a-ol 1653 t
[-sinensal 1701 2,03+£0,44
a-sinensal 1759 0,54 + 0,06
fitol 2119 0,10 £ 0,03
Otros 0,09
6-metil-5-hepten-2-one 992 t
bergamal 1060 0,09 £ 0,02
p-vinil guaiacol 1315 t
TOTAL IDENTIFICADO 99,40

Un total de 34 compuestos fueron identificados en el aceite esencial de limén, siendo
clasificados como en los casos anteriores por grupos quimicos y ordenados por orden de elucion
(Tabla 7). El porcentaje total de compuestos identificados fue de 98,39%.

Al igual que en el aceite esencial de naranjo los monoterpenos hidrocarbonados (55,57%)
seguidos de los oxigenados (41,50%) fueron los mas representativos tanto cualitativamente como
cuantitativamente. Los mayores porcentajes fueron para geraniol (25,96 %) y neral (18,71 %) entre
los monoterpenos oxigenados y limoneno (25,48%) y B-pineno (9,45) entre los hidrocarbonados. La

fraccion sesquiterpénica sélo estuvo constituida por el B-cariofileno y su 6xido.
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Tabla 7. Composicién del aceite esencial de Citrus limon.

Compuestos Kl % aceite
Monoterpenos hidrocarbonados 41,50
a-tujeno 935 t
a-pineno 939 0,52 £ 0,08
canfeno 956 0,03+0,01
sabineno 978 1,45+ 0,09
-pineno 983 945+1,25
mirceno 993 1,17 £ 0,04
a-felandreno 1005 t
6-3-careno 1013 0,71+ 0,03
p-cimeno 1022 0,04 £0,01
limoneno 1038 25,48 £ 1,02
cis-ocimeno 1042 0,42 £ 0,05
trans-ocimeno 1053 1,85+ 0,27
y-terpineno 1064 0,20 £ 0,04
terpinoleno 1089 0,18 £ 0,02
Monoterpenos oxigenados 55,57
hydrato de cis-sabineno 1078 0,05+ 0,00
linalol 1106 1,48 £ 0,05
oxido de cis-limoneno 1141 0,07 £ 0,03
Oxido de trans-limoneno 1146 0,04 £ 0,00
citronelal 1160 1,27 £ 0,19
terpinen-4-ol 1182 t
a-terpineol 1187 1,15+ 0,08
nerol 1236 1,53+0,32
neral 1251 18,71 + 0,85
geraniol 1263 25,96 + 1,07
acetato de citronelilo 1356 0,09 £ 0,02
acetato de nerilo 1367 2,11+0,11
acetato de geranilo 1386 3,07+£0,15
propanoato de geranilo 1476 0,05+0,01
Sesquiterpenos hidrocarbonados 0,47
pB-cariofileno 1422 0,47 + 0,16
Sesquiterpenos oxigenados 0,09
oxido de cariofileno 1588 0,09 £ 0,02
Otros 0,76
6-metil-5-hepten-2-one 992 0,56 + 0,40
nonanal 1110 0,13+0,02
undecanal 1306 t
p-vinil-guaiacol 1313 0,07 £0,01
TOTAL IDENTIFICADO 98,39
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En los cuatro aceites esenciales, la fraccion mayoritaria es la de los monoterpenos,
monoterpenos oxigenados en los aceites esenciales de laurel (60,82%), mirto (74,76%) y limon
(55,57%), y monoterpenos hidrocarbonados (69,72%), en el aceite esencial de naranjo, si bien los
monoterpenos oxigenados alcanzaron un 25% del mismo. Este mismo comportamiento se observa
en el aceite esencial de limon con un 41,50% de monoterpenos hidrocarbonados.

La mayoria de bibliografia existente sobre la composicion quimica de los aceites de naranjo y
limon hace referencia a aceites provenientes de la corteza de los frutos (Njoroge et al., 2005;
Monajemi et al., 2005; Ahmad et al., 2006; Khare et al., 2009; Hosni et al. 2010), no
correspondiendo los estudios encontrados, realizados sobre aceite esencial de hojas, a las variedades
analizadas en este trabajo (Lota et al., 2002, Baaliouamer et al., 1988).

Se ha estudiado la variabilidad de la composicion del aceite esencial de hojas de mirto
proveniente de Portugal durante los meses de mayo a octubre (Pereira et al., 2009), siendo el
compuesto mayoritario en el mes de mayo, fecha mas cercana a la de obtencion de nuestro aceite, el
acetato de mirtenilo (37,62+0,13), seguido de una mezcla de limoneno y 1,8-cineole (20,03+0,11),
conteniendo también cantidades importantes de a-pinene (10,38+0,07) y linalol (7,58+0,06). El
aceite de mirto analizado en este trabajo coincide en cuanto al componente mayoritario, pero no
contiene limoneno, siendo el segundo compuesto en importancia el linalol (22,27 £1,55), seguido
de a-pinene (10,38+0,07) y 1,8-cineole (9,97+0,31), también presentes en el aceite procedente de
Portugal. La composicion del aceite de hojas de mirto también ha sido estudiada en muestras
procedentes de Chipre (Akin et. al, 2010), pero en este caso la composicion es muy diferente a las
muestras de Espafa, ya que el componente mayoritario es 1,8-cineol (50,13%), seguido de linalol
(12,65%) y a-terpineol (7,57%), y sobre todo sin presencia de acetato de mirtenilo.

La composicion del aceite esencial de hojas de laurel ha sido ampliamente estudiada por otros
autores, siendo 1,8-cineol el componente mayoritario de aceites esenciales de laurel provenientes de
Marruecos (Derwich et. al, 2009), Turquia (Ozcan et al., 2005; Dadalioglu et al., 2004; Kilic et al.,
2005;), China (Zheng-kui et al., 1990), Tunez (Bouzouita et al., 2001), Croacia-Serbia (Politeo et
al., 2007; Simic et al., 2004) e Italia (Flamini et al., 2007). Este compuesto también ha sido el
mayoritario en el aceite de laurel obtenido en este trabajo (33,13+7,37). Sin embargo no sucede lo
mismo con el resto de componentes mayoritarios, que varian notablemente dependiendo de la
procedencia del material vegetal: sabineno fue el segundo compuesto en importancia (14,05%) del
aceite esencial de laurel procedente de Antakya, Irdn (Verdian-Rizi, 2009), seguido de acetato de a-
terpinilo (11,94%) y a-terpineol (6,83%), mientras que en el aceite esencial proveniente de
Marruecos (Derwich et. al, 2009) los mayores porcentajes después de 1,8-cineol fueron para acetato
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de a-terpinilo (8.96%) y limoneno (5,25%). Los componente mayoritarios que siguieron al 1,8-
cineol en el aceite de laurel objeto de nuestro estudio (material vegetal procedente de Moncada,

Valencia) fueron acetato de a-terpinilo (13,02+2,25) y metil eugenol (12,88+1,79).

5.3. Estudio del poder alelopatico de los aceites esenciales.

5.3.1. Test de germinacion.

El aceite esencial de limén fue el mas efectivo (Tabla 8), inhibiendo totalmente la germinacion
de la arvense, aplicado en concentraciones de 0,250, 0,5 y 1 pl/ml, consiguiendo para la
concentracion de 0,125 pl/ml una inhibicién de la germinacion del 93%, habiendo diferencias
significativas entre el control y esta concentracion.

El naranjo fue el segundo aceite que mejores resultados obtuvo, inhibiendo la germinacion en
un rango del 91 al 93% en concentraciones de 0,250, 0,5 y 1 pl/m, no habiendo diferencias
significativas entre ellas, pero si con el control y la dosis de 0,125 ul/ml (75% de inhibicion).

El tercer aceite con mayor poder de inhibicion fue el de mirto donde las concentraciones de 0,5
y 1 pl/ml, redujeron la germinacion un 82%-85%, y un 50-55% las concentraciones de 0,125 y
0,250 pl/ml, siendo significativamente diferentes las concentraciones 0,5-1 ul/ml, 0,125-0,250
ul/mly el control.

El aceite esencial de laurel fue el menos efectivo contra la germinacién de Araujia sericifera,
inhibiendo a concentraciones de 0,250, 0,5 y 1 pl/ml un rango entre el 39-44%, sin haber

diferencias significativas entre ellas, mientras que la concentracion de 0,125 ul/ml no tuvo efecto.

Tabla 8. Porcentajes de germinacion de semillas de Araujia sericifera tratadas con aceites de

naranjo, laurel, mirto y limon.

TRATAMIENTO | Laurus nobilis | Myrtus communis | Citrus sinensis | Citrus limon
0 (control) 96,0+22a 99,0+x10a 99,0+10a 99,0x10a
0,125 pl/ml 93,0+3,0a 450+112b 250+7.8b 70+£33b
0,250 pl/ml 540+£113b 50,0+10,6 b 9,0+28¢c 0,0+£0,0
0,5 pl/ml 59,0+£115b 180+81c 11,0+£35¢c 0,0+£0,0
1 pl/mi 540+8.2b 150+9,3¢c 70+£30¢c 0,0+£0,0
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Los valores son la media * el error estandar de 10 repeticiones, con 10 semillas cada una, 14 dias después de
incubacidn. Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas con un 95% de probabilidad.

5.3.2. Crecimiento de las semillas de Araujia sericifera Brot.

En las figuras 2 a 5 se representa el crecimiento de plantulas de Araujia sericifera tratadas con
aceites de laurel, mirto, naranjo y limén durante 14 dias.

El aceite esencial de limon fue el més fitotoxico, inhibiendo totalmente el crecimiento de la
arvense a las concentraciones de 0,250, 0,5 y 1 pl/ml, y reduciendo el crecimiento en un 94% a la
concentracion de 0,125 pl/ml (Tabla 9).

El siguiente aceite mas activo en la inhibicion del crecimiento fue el mirto, consiguiendo una
reduccién de alrededor del 99% a concentraciones de 0,5 y 1 pl/m, y del 74-81% a concentraciones
de 0,125 y 0,250 pl/m (Tabla 9). Al realizar el estudio estadistico de los resultados obtenidos con
este aceite, para las concentraciones de 0,5 y 1 ul/m, tanto las medias de la longitud de las plantulas,
como las desviaciones estandar dan muy cercanas a cero, siendo mucho menores que las del resto
de tratamientos, por lo que no se incluyeron al hacer el ANOVA, ya que no se cumplia la hipdtesis
de homocedasticidad, pero claramente se muestra un fuerte efecto inhibitorio del aceite a estas
concentraciones.

El tercer aceite con mayor poder de inhibicion del crecimiento fue el de naranjo, logrando una
inhibicion del 90-96% a las concentraciones de 0,250, 0,5 y 1 pl/ml (sin diferencias significativas
entre ellas), y del 73% a la concentracién de 0.125 ul/ml, siendo las diferencias significativas con el
control (Tabla 9).

El aceite de laurel fue el menos efectivo contra el crecimiento de plantulas de Araujia sericifera,
reduciendo el crecimiento un 68% a concentraciones de 0,250, 0,5 y 1 ul/ml sin haber diferencias

significativas entre ellas (Tabla 9).
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laurel.

Foto 11. Placa control n° 10 dia 14. Ensayo
inhibicion del crecimiento de A. sericifera con

aceites esenciales de naranjo, limén, mirto y

Foto 12. Placa A. sericifera tratada con aceite de
mirto 0,5 pl/4ml (0,125 pl/ml).

Tabla 9. Longitud (mm) de plantulas de Araujia sericifera tratadas con aceites esenciales de

naranjo, laurel, mirto y limon a los 14 dias tras realizar los tratamientos (registro final del ensayo).

TRATAMIENTO | Laurus nobilis | Myrtus communis | Citrus sinensis Citrus limon
0 (control) 59,05+ 3,78 a 57,44 +293a 57,44 +293 a 57,44 +293 a
0,125 pl/mi 47,46 £ 6,22 a 11,18 +3,68 b 15,89 +2,39b 3,58+218b
0,250 pl/ml 18,68 £5,18 b 15,21 +4,42 b 574+218c 0,0+0,0
0,5 pl/ml 19,01 +4,05b 0,75 0,64 7,99+291c 0,0£0,0

1 ul/ml 19,46 +4,41b 0,17 +£0,17 234+143¢c 0,0£0,0

Los valores son la media + el error estandar de 10 repeticiones, con 10 semillas cada una, 14 dias después de
incubacidn. Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas con un 95% de probabilidad.
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Figura 2. Crecimiento de plantulas de A. sericifera tratadas con aceite esencial de Laurus

nobilis a las concentraciones de 0,125, 0,25, 0,50 y 1 pl/ml.
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Figura 3. Crecimiento de plantulas de A. sericifera tratadas con aceite esencial de Myrtus

communis a las concentraciones de 0,125, 0,25, 0,50 y 1 pl/ml.
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Figura 4. Crecimiento de semillas de A. sericifera tratada con aceite esencial de Citrus sinensis

a las concentraciones de 0,125, 0,25, 0,50 y 1 pl/ml.
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Figura 5. Crecimiento de semillas de A. sericifera tratada con aceite esencial de Citrus limon a

las concentraciones de 0,125, 0,25, 0,50 y 1 pl/ml.
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Se ha corroborado que los aceites esenciales procedentes de plantas aromaticas de las familias
Labiadas, Compuestas, Mirtaceas y Verbenaceas, tienen propiedades alelopaticas (Dudai et al.,
1999, Angelini et al., 2003). Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que los cuatro
aceites esenciales utilizados tienen efectos fitotdxicos en mayor o menor grado sobre Araujia
sericifera. Cabe destacar que de las dos especies de Mirtaceas estudiadas (Laurus nobilis y Mirtus
communis), el aceite esencial de Mirtus communis ha logrado un efecto mayor en el control de la
arvense, a pesar de que el compuesto mayoritario presente en el aceite de laurel era el 1,8-cineol,
que ha demostrado, en estudios de campo, ser uno de los mas potentes aleloquimicos emitidos por
algunas especies de Artemisia y Eucalyptus, y también esta presente en aceites esenciales de Salvia
(Halligan, 1975; Kumar y Moto, 1986). Sin embargo Angelini et al. 2003 verificaron que el 1,8-
Cineol no tenia efecto significativo sobre la germinacién de algunos cultivos y especies arvenses.
Otros estudios de campo indican también que el 1,8-cineol tiene baja actividad herbicida Halligan,
1975; Heisey, 1984). Barton et al (2010) comprobaron que derivados hidroxi y ester del 1,8-cineol
y 1,4-cineol, tenian actividad herbicida contra Lolium multiflorum y Raphanus sativus, apuntando
que la fitotoxicidad del 1,8-cineol puede deberse a la hidrdlisis de los ésteres que se producen
cuando las plantas lo asimilan para producir hidroxicineol y &cido carboxilico (Allan et al., 2010).

Los aceites mas efectivos en el control de la germinacién de Araujia sericifera fueron los de
limon y naranjo. Estos aceites podrian tener un potencial como herbicidas naturales, de hecho se
estd patentando un herbicida a base de aceites de pino y de citricos (Selga et al., 1997). Ensayos de
campo Yy una adecuada formulacion de los aceites para dotarlos de estabilidad, serian necesarios
para poder aplicarlos como herbicidas naturales.
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6. Conclusiones.

- De las condiciones de temperatura y fotoperiodo estudiadas, las 6ptimas para la germinacion
de Araujia sericifera son 16 horas luz a 30°C y 8 horas oscuridad a 20°C.

- En cuanto al control de Araujia sericifera, el aceite mas efectivo en la inhibicion de la
germinacion fue el de limon, seguido del de naranjo, mirto y por ultimo laurel. En la
inhibicion del crecimiento de las plantulas, el mayor efecto se consiguié nuevamente con el
aceite de limdn, seguido de naranjo, mirto y laurel.

- Los aceites de naranjo y limén muestran un gran potencial como posibles herbicidas

naturales para el control de Araujia sericifera.
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