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1. INTRODUCCION Y OBJETIVOS

Numerosos estudios han demostrado que la ausencia de control de las
plantas arvenses puede provocar mermas significativas en el rendimiento o en
la calidad del producto cosechado. La presencia de arvenses en un cultivo
origina una pérdida aproximada del 10% del producto final obtenido en la
recoleccion (Labrada et al., 1996).

Existen diferentes métodos de control de las plantas arvenses, como la
escarda manual o mecénica, la rotacién de cultivos, el empleo de mulchings y
plasticos, etc., pero el mas comun es el uso de herbicidas quimicos sintéticos.
Su aplicacion excesiva produce problemas toxicolégicos en la salud humana, y
aumento de la contaminacion del medio ambiente, ademas de favorecer la

apariciéon de resistencias.

Las caracteristicas mas importantes causantes de la aparicion de
resistencias en arvenses son la frecuencia de genes, el tamafio y la viabilidad

del banco de semillas del suelo, y la adaptabilidad al medio (Valverde, 2000).

Actualmente hay 372 biotipos de arvenses resistentes a herbicidas
pertenecientes a 201 especies (116 dicotiledéneas y 85 monocotileddneas)
(Heap, 2011) en 60 paises. Nueve de ellos (Alemania, Australia, Brasil,
Canada, Espafa, Estados Unidos, Francia, Israel y el Reino Unido) contribuyen
al 60% de los casos de resistencia registrados (Valverde et al., 2009). Entre
estas especies resistentes se encuentran Echinocloa colona (L.) Link, que
desarrolla rapidamente resistencia al glifosato (Storrie et al., 2008) y a otros
herbicidas con diferentes modos de accion: inhibidores de la acetil-coenzima A
carboxilasa, inhibidores de la acetolactato sintasa (ALS) e inhibidores de la
fotosintesis en el fotosistema Il, Portulaca oleracea L., con resistencia a 2
grupos de herbicidas diferentes (inhibidores del fotosistema Il, ureas y amidas),
con el mismo modo de accion: inhibidores de la fotosintesis en el fotosistema |l,
y Amaranthus hybridus L., resistente a herbicidas inhibidores de la fotosintesis
en el fotosistema Il (Heap, 2011). Estas tres arvenses estan incluidas entre las

18 arvenses mas importantes del mundo (Holm et al., 1977).



A. hybridus es una arvense altamente competitiva (Trader et al., 2009) que
causa pérdidas significativas en el rendimiento de las cosechas de numerosos
cultivos (Lugo et al., 1995). Es considerada una de las arvenses mas serias y
extendidas, junto con otras especies como P. oleracea, Chenopodium album L.,
Cynodon dactylon (L.) Pers. y Cyperus rotundus L. (Daehler, 1998). P. oleracea
es una arvense problemética en 45 cultivos en 81 paises en los tropicos y
subtrépicos (Chauhan y Johnson, 2009). E. colona es una arvense importante
en 5 de los principales cultivos del mundo. En América Central se encuentra en
todas las zonas productoras de arroz. En América del Sur estd ampliamente

distribuida, sobre todo en Colombia, Venezuela y Brasil (Valverde, 2000).

Los productos naturales son una interesante fuente de obtencién de nuevos
herbicidas, no solo por la gran diversidad y lo innovador de sus férmulas, sino
también por el potencial especifico de su accidn biolégica y por la reducida
probabilidad de producir acumulaciones de residuos perjudiciales en aguas y
suelos (Macias, 1995).

Numerosas especies de Eucalyptus han mostrado fitotoxicidad frente a
ciertas arvenses, lo que les confiere un gran potencial para su manejo y control,
entre ellos E. citriodora (Kohli et al., 1998; Singh et al., 2005; Setia et al., 2007).
El aceite de Eucalyptus posee un amplio espectro de actividades biolégicas,
incluyendo antimicrobiana, fungicida, insecticida o repelente de insectos,
herbicida, acaricida y nematicida. Su uso como pesticida natural tiene gran
significancia, dadas las implicaciones ambientales y toxicol6gicas del uso
indiscriminado de pesticidas sintéticos (Batish et al., 2008). Las especies de
Eucalyptus contienen aleloquimicos, capaces de afectar negativamente a
varias especies de plantas. La alelopatia se define como cualquier efecto
directo o indirecto (estimulatorio o inhibitorio) de una planta (incluyendo
microorganismos) sobre otra, mediante la liberacion de compuestos quimicos
(aleloquimicos) al medio ambiente (Rice, 1984). Los aleloquimicos que inhiben
el desarrollo o eliminan plantas cerca de la planta fuente han recibido especial
atencion debido a su potencial como herbicidas naturales (Stonard y Miller-
Wideman, 1995; Benner, 1996; Duke et al., 2000a).



No se tiene conocimiento de la existencia de trabajos anteriores sobre la
actividad de E. gomphocephala, ni en concreto, sobre su potencial herbicida.
La composicion de su aceite esencial en Espafia no ha sido determinada. La
finalidad de este trabajo es estudiar el potencial fitotoxico de los compuestos
quimicos presentes en el aceite esencial y los extractos acuosos de E.
gomphocephala DC sobre la germinacion y el crecimiento de diferentes

arvenses para su posible desarrollo como herbicidas naturales.
Los objetivos de este trabajo son los siguientes:

- Obtencion y determinacion de la composicién del aceite esencial de
hojas y fruto de E. gomphocephala DC.

- Obtencion de extractos acuosos de hojas de E. gomphocephala DC.

- Realizacién de ensayos in vitro aplicando los aceites esenciales y los
extractos acuosos obtenidos sobre semillas de las plantas arvenses A.

hybridus, P. oleracea y E. colona, para evaluar su potencial fitotoxico.



2. ANTECEDENTES
2.1. Uso de herbicidas

Maximizar la produccién agricola mundial depende enormemente del control
de una gran variedad de plagas, entre ellas las especies arvenses (Vyvyan,
2002), que se pueden definir como aquellas plantas no deseadas que
interfieren con la actividad del hombre en zonas agricolas y no agricolas. En
areas cultivadas disminuyen el rendimiento de las cosechas, contaminan la
zona de cultivo e incrementan el banco de semillas, manteniéndose el
problema en las siguientes cosechas. Se han desarrollado numerosas practicas
para su control, pero en los paises desarrollados, y en areas de nivel medio-
alto de produccion, la tecnologia dominante es la aplicacibn de productos
quimicos. El uso de otros métodos alternativos para el manejo de las arvenses,
como por ejemplo el control biologico, es globalmente, insignificante (Torres,
2001).

En cualquier explotacion moderna es muy importante el uso de herbicidas,
en el afio 2006 se vendieron 6 millones de toneladas de herbicidas a nivel
mundial, representando el 38% de los plaguicidas (FAO, 2006). ElI mercado
mundial ofrece alrededor de 250 ingredientes activos que permiten el control de
practicamente todas las arvenses, en cultivos principales y secundarios
(Valverde, 2000).

El continuo uso de herbicidas como bromoxinil y glifosato (conocido como
Roundup), que son tolerados por los cultivos resistentes a herbicidas, pueden
desencadenar problemas de resistencia en las especies arvenses (Valverde,
2006; Altieri, 2009), ademas el glifosato sufre una pequefia degradacién en la
planta, acumulandose en los frutos y tubérculos. Los herbicidas también
afectan a los microrganismos del suelo, se ha determinado que el nUmero de
sustituyentes determina sus efectos toxicos. La capacidad de captar electrones
de los sustituyentes influye significativamente en la actividad biologica de los
herbicidas, siendo importantes las interacciones electrostaticas entre las

moléculas de herbicida y los microrganismos (Nemes-Kosa y Cserhati, 1995).



El glifosato parece actuar del mismo modo que los antibioticos, alterando la
biologia del suelo de una manera que aun se desconoce y por ello causa los
siguientes efectos: reduce la capacidad de fijacion de nitrégeno, provoca que
las plantas sean mas vulnerables a enfermedades y reduce el crecimiento de

hongos micorricicos (Altieri, 2009).

Debido a todos los efectos perjudiciales que se han ido constatando en los
plaguicidas relacionados con la salud de las personas, los animales y el medio
ambiente, la sociedad estd 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 aumentd después de que el término “desarrollo sostenible”
fuera acunado en 1987, en el informe "Nuestro Futuro Comun”, publicado por
las Naciones Unidas y la Comisién Mundial sobre Medio Ambiente y Desarrollo
(Constance, 2010).

2.2. Alelopatia

El estudio del fendbmeno alelopéatico es complejo, pues existen diversos
factores involucrados, especialmente el trabajo con sistemas vivos, asi como la
necesidad del empleo de diversas técnicas instrumentales, convirtiendo el
estudio de la alelopatia en una ciencia multidisciplinaria (Bastidas, 2008).
Durante muchos afios la investigacion en alelopatia fue llevada a cabo por
botanicos, y se centrd en el estudio de los efectos de los cultivos de cobertura
alelopaticos, su intercalado, la aplicacion de extractos de plantas sobre el
rendimiento de las cosechas y la eliminacion de arvenses en condiciones de
campo (Molisch, 1937; Putnam y Tang, 1986; Weston, 1996; Kocacaliskan y
Terzi, 2001; Vyvyan, 2002). En los ultimos afios ha habido una creciente
atencion hacia el estudio de la alelopatia como una estrategia alternativa para
el control principalmente de arvenses, pero también de insectos vy
enfermedades (Einhellig, 1995; Fomsgaard et al., 2001; Vyvyan, 2002).

Los aleloquimicos producidos por las plantas son liberados al medio
ambiente por exudacioén de las raices, lixiviacion de las hojas o descomposicién
de restos de material vegetal incorporados al suelo. Los aleloquimicos pueden

encontrase en cualquier parte de la planta, y la dinamica de su actividad es una
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funciéon del mecanismo en que pueden ser liberados. La mayoria de los
agentes alelopéticos son metabolitos secundarios derivados de las rutas del
acetato-mevalonato o del &cido shikimico Provienen de la ruta metabolica del
acetato-mevalonato terpenos, esteroides, acidos organicos solubles en agua,
alcoholes de cadena lineal, aldehidos alifaticos, cetonas, acidos grasos
insaturados simples, acidos grasos de cadena larga, poliacetilenos,
naftoquinonas, antroquinonas, quinonas complejas y floroglucinol, mientras que
provienen de la via metabdlica del shikimico fenoles simples, el acido benzoico
y sus derivados, el acido cinamico y sus derivados, cumarinas, sulfuros,
glicosidos, alcaloides, cianhidrinas, algunos de los derivados de quinonas y
taninos hidrolizables y condensados. Existen también compuestos (como por
ejemplo los flavonoides) en cuya sintesis participan metabolitos de las dos
rutas (Bastidas, 2008).

Los aleloquimicos pueden estimular la germinacion y el crecimiento o
eliminar la competencia de otras especies, exhibiendo a menudo selectividad
segun la especie frente a la que actian. Esta actividad inhibitoria ha
despertado cierto interés, principalmente debido a su posible aplicacion en
agricultura como herbicidas selectivos (Weston, 1996; Dayan et al., 2009).
Afectan a un gran numero de funciones fisiolégicas y de reacciones
bioquimicas: actividades enziméaticas, division celular, elongacion celular,
permeabilidad de la membrana, y absorcion de iones. Estos compuestos
quimicos cuando son liberados, por lo general, son una mezcla de muchos
compuestos organicos que pueden ejercer efectos toxicos de manera sinérgica
(Kalinova, 2010).

Los aleloquimicos son una mezcla compleja, principalmente de terpenoides,
en particular monoterpenos (C10) y sesquiterpenos (C15), y una variedad de
compuestos aromaticos, oxidos, alcoholes, ésteres, aldehidos y cetonas, que
determinan el caracteristico aroma y olor de la planta que los produce. Es muy
posible que estos compuestos puedan producir mas de un efecto sobre los
procesos celulares responsables de la reduccion del crecimiento de las plantas.
Sin embargo, los detalles del mecanismo bioquimico por el cual un compuesto
en particular ejerce un efecto toxico sobre el crecimiento de las plantas no son
bien conocidos (Batish et al., 2008).



Los productos naturales son una atractiva fuente de obtencién de nuevos
herbicidas, no sélo por la gran diversidad y lo novedoso de sus férmulas, sino
también por la potencial especificidad de su accién biolégica, y por la reducida
probabilidad de producir acumulaciones dafiinas y residuos perjudiciales en
aguas y suelos (Macias, 1995). Uno de los importantes beneficios de la
composicion quimica y de las caracteristicas estructurales de los productos
naturales, como son la ausencia de “antinaturales” estructuras de anillo y la
baja cantidad de atomos pesados, es que la mayoria de estos compuestos son
rapidamente degradados en el medio ambiente, por lo que tienen un bajo o
nulo impacto. Ademas, las fitotoxinas naturales suelen actuar en puntos
distintos a los de los herbicidas convencionales, presentando numerosos y
diferentes modos de accidn, lo que evita la aparicién de resistencias (Dayan et
al., 1999; Duke et al., 2000a).

La demanda social de una reduccion en el uso de fitosanitarios ha
estimulado el interés de los agricultores convencionales por el uso de cultivos
con propiedades alelopaticas (Fomsgaard et al., 2001). La introduccién de esta
nueva tecnologia puede reducir las pérdidas causadas en la agricultura,
proporcionando proteccion a los cultivos y generando bioproductos menos
dafinos, mas facilmente degradables, lo que implica menor contaminacién al

medio ambiente (Puente et al., 2003).

2.3. Potencial herbicida de aceites esenciales y extractos acuosos.

Los aceites esenciales han mostrado potencial como herbicidas. Uno de los
inconvenientes que presentan normalmente es la necesidad del empleo de
surfactantes para su aplicacién, y éstos estan limitados en la agricultura
organica. La mayoria 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
actuan como herbicidas de contacto no selectivos, que pueden controlar las
arvenses de forma adecuada pero transitoria. El uso de los aceites esenciales
para el control de arvenses parece prometedor en la agricultura organica, pero
actuan muy rapido y su actividad es limitada porque la mayoria se volatilizan

rapidamente (Dayan et al, 2009). Se estan desarrollando formulaciones



alternativas, como la microencapsulacion, para aumentar la duracion de su
efecto, reducir su volatilizacion, simplificar su manejo y ralentizar su

degradacion en el medio ambiente (Scarfato et al., 2007).

Se probaron aceites esenciales de Hyssopus officinalis L., Lavandula
angustifolia Miller, Majorana hortensis L., Melissa officinalis L., Ocimum
basilicum L., Origanum vulgare L., Salvia officinalis L. y Thymus vulgaris L.,
mostrando tener actividad inhibidora sobre la germinacion de Raphanus sativus

L. y Lepidium sativum L. (Arminante, 2006).

Los aceites esenciales de Carum carvi L., Mentha spicata L., Origanum
onites L., Thymbra spicata L. y sus dos principales componentes timol y
carvacrol mostraron una actividad inhibitoria sobre la germinacion de las

semillas de arvenses estudiadas in vitro (Azirak, 2007).

Aceites esenciales de diversas variedades de orégano (Origanum spp.) y
albahaca (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 potencial herbicida del aceite esencial de Cistus ladanifer L. fue ensayado
in vitro frente a Amaranthus hybridus L., Portulaca oleracea L., Chenopodium
album L., Conyza canadensis (L.) Crong. y Parietaria judaica L. Su actividad
fue distinta segun la arvense sobre la que actud: inhibi6 completamente la
germinacion de A. hybridus, y controlé casi totalmente la germinacién de C.
canadensis y P. judaica a todas las concentraciones probadas, sin diferencias
entre ellas. También demostré actividad herbicida el extracto acuoso de
Artemisia gallica Willd. in vitro frente a A. hybridus, P. oleracea, C. album, C.
canadensis y P. judaica. Nuevamente la especie cuya germinacion se vio mas
afectada fue C. canadensis, ya que todas las concentraciones la redujeron

drasticamente, sin diferencias significativas entre ellas (Verdeguer, 2011).

En estudios realizados con extracto acuosos de Artemisa absinthium L. se

determind el potencial fitotoxico de los lixiviados acuosos, fracciones etandlicas
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y diclorometanica, mostrando todos fitotoxicidad sobre la germinacion y el
crecimiento radicular de Echinocloa colona L., siendo la fraccion etandlica la de

mayor efecto inhibitorio (Murillo et al, 2003).

2.4. Eucalyptus como fuente de herbicidas naturales alternativos a los
herbicidas sintéticos

La familia Myrtaceae comprende 3800 especies distribuidas en 140 géneros
a lo largo de las regiones tropicales y subtropicales del mundo principalmente
de Australia, América Central y Sudamérica (Mabberley, 1997). El género
Eucalyptus L'Hér. pertenece a esta familia incluyendo 900 especies y
subespecies. Son arboles de porte alto con 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
Kleining, 2006). Los Eucalyptus son cultivados para obtener su aceite esencial,
goma de mascar, pulpa para papel y madera, ademas de tener gran valor en la
medicina y la estética (Batish et al., 2008). Los aceites de Eucalyptus se
conocen desde hace cientos de afios como antibacterianos, antifungicos y
antisépticos naturales y se utilizan como repelentes de insectos y como
pesticidas (Barton, 2000).

En condiciones naturales, el aceite esencial de Eucalyptus le confiere
propiedades alelopaticas al arbol (Kohli, 1990; Liu et al., 2008). Aceites
esenciales de diversas especies de Eucalyptus han mostrado fitotoxicidad
frente a arvenses, lo que les confiere un gran potencial para su manejo y
control, entre ellos E. citriodora (Kohli et al., 1998; Singh et al., 2005; Setia et
al., 2007), E. tereticornis (Kohli et al., 1998) y E. camaldulensis (Batish et al.,
2007; Verdeguer et al., 2009)

La actividad pesticida del aceite esencial de Eucalyptus se debe a sus
componentes tales como: 1,8-cineol, citronelol, citronela, acetato de citronela,
p-cimeno, eucamalol, limoneno, linalol, a-pineno, y-terpineno, allo-ocimeno y
aromadendreno (Duke et al., 2000a; Batish et al., 2006). Se verifico que el
aceite de E. citriodora aplicado a una concentracion del 0.012% redujo el
contenido de clorofila en Amaranthus viridis L. en un 72% y practicamente en

un 40% en Bidens pilosa L. y Rumex nepalensis Spreng. (Setia et al., 2007). El
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aceite esencial de E. camaldulensis, con espatulenol como componente
mayoritario fue muy efectivo en el control in vitro de arvenses (Verdeguer,
2011).

La bioactividad del aceite esencial de Eucalyptus depende del tipo y la
naturaleza de los constituyentes y de su concentracion individual (Batish et al.,
2008). Se han realizados muchos ensayos de actividad fitotéxica o alelopética
con distintas especies de Eucalyptus, como E. globulus, E. camaldulensis o E.
citriodora, sin embargo el potencial alelopatico de E. gomphocephala no ha

sido estudiado.

2.5. Arvenses

Portulaca oleracea L.

El género Portulaca incluye méas de 100 especies (Poellnitz, 1934; Legrand,
1958) distribuidas en los tropicos y subtrépicos, con centros de diversidad en
Sudamérica y Africa (Voznesenskaya et al., 2010). Se trata de una especie
cosmopolita (Danin y Reyes-Betancourt, 2006), encontrandose ampliamente
extendida y siendo considerada una de las 8 plantas mas comunes del mundo
(Yazici et al., 2007). Es una planta anual con tallos ramificados, suculentos y
carnosos, de 10 a 50 cm. Las hojas son generalmente dispersas, alternas,
oblongas, ovadas y sésiles. Las flores son solitarias o se encuentran 2- 3
agrupadas, frecuentemente terminales. Su fotosintesis es de tipo C4 (Silva et
al., 2007).

Se considera como una de las arvenses mas perjudiciales y extendidas en
el mundo junto con otras especies como A. hybridus, C. album, Cynodon
dactylon (L.) Pers., Cyperus rotundus L. y E. colona (Daehler, 1998). Afecta a
los cultivos de arroz (Oryza sativa L.), trigo (Triticum aestivum L.), maiz (Zea
mays L.), algodon (Gossypium hirsutum L.), cafia de azucar (Saccharum
officinarum L.), te (Camellia sinensis (L.) Kuntze) y horticolas (Holm et al.,
1991). Recientemente, se ha registrado su presencia en arroz de siembra en
seco en 17 paises y en arroz de siembra en humedo en 3 paises (Rao et al.,

2007). Ha sido reportada en cultivos de tomate como la especie mas dominante
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junto con otras arvenses como Amaranthus sp., C. rotundus y Sida sp.
(Martinez de Carrillo y Alfonso, 2003).

Se propaga principalmente por semilla, logrando originar una sola planta
unas 10.000 semillas, aunque fragmentos de sus tallos pueden producir raices
y desarrollarse (Chauhan y Johnson, 2009). Ademas es una planta con
capacidad de exhibir un ajuste fenotipico tanto en los caracteres morfoldgicos
como en las respuestas fisioldgicas bajo diferentes condiciones del medio
(Leguizamén, 2007). Actia como 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).

Las propiedades alelopéticas de P. oleracea han sido poco estudiadas, en
comparacion con los numerosos trabajos que se han llevado a cabo relativos a
los efectos de diferentes aleloquimicos sobre ella (Macias et al., 2007).
Compuestos fendlicos, como los acidos ferdlico, p-hidroxibenzoico y cinamico
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 secalotriticum saratoviense Meister) mostraron efectos
alelopaticos sobre P. oleracea, reduciendo su incidencia (Tabaglio et al., 2008).
La incorporacion de restos de hojas y tallos de orégano al suelo inhibi6 la
germinaciéon de P. oleracea (De Mastro et al., 2006). Extractos (De Feo et al.,
2002 y 2003) y aceites esenciales de distintas especies han sido ensayados,
por su potencial alelopético, para el control de esta arvense (Angelini et al.,
2003; Verdeguer et al., 2009 y Verdeguer, 2011)

Echinocloa colona (L.) Link

Echinochloa es el género de malezas méas importante asociado al arroz
debido a su adaptabilidad al ecosistema del cultivo. E. colona y E. crus-gallis
son las especies mas importantes; la primera predomina en las regiones
tropicales y subtropicales, mientras que la segunda es cosmopolita y
problematica en el arroz de zonas templadas y tropicales, donde se considera

la principal maleza del cultivo (Kim, 1994).

11



El género Echinochloa consta de unas 50 especies, algunas de las cuales
no han sido todavia descritas. Son plantas bien adaptadas a condiciones de
humedad, y a menudo desarrollan todo su ciclo en el agua (Michael, 1983).

E. colona es una planta erecta o ligeramente postrada, con culmos de hasta
70 cm de longitud. A menudo presenta pelos y raices en la base de sus nudos.
La ldmina foliar es glabra o peluda en los nudos, frecuentemente tefiida de rojo,
sin ligula, con una longitud de 3 a 25 cm y una anchura de 3 a 13 mm, y en
ocasiones presenta bandas transversales de color purpura. La inflorescencia es
una panicula. Difiere de otras especies de Echinocloa que se comportan como
arvenses en sus cariopsides, que son mas pequefos y redondeados, y en que
no posee aristas. E. crus-galli normalmente si presenta aristas. Estas especies
tienen una notoria capacidad de adaptacion a las diferentes condiciones de
crecimiento asociadas con el cultivo de arroz, mimetizandose con el mismo
(Valverde, 2000).

En Australia, la hierba de corral sin aristas (E. colona) es una arvense
importante de todos los cultivos de verano, pudiendo también establecerse en

cultivos de invierno y primavera (Storrie et al ,2008).

Extractos acuosos metandlicos de hojas de neem (Azadirachta indica. A.
Juss) provocaron fitotoxicidad y poseen una capacidad inhibidora del
crecimiento de las arvenses nocivas del cultivo de arroz incluyendo E. colona.
(Salam y Noguchi, 2010). Residuos de hojas de E. globulus y Manguifera indica
L. pueden ser utilizados para suprimir el crecimiento tanto de C. dactylon L.
como de E. colona (El Rokiek et al, 2011). Extractos acuosos metandlicos de
las plantas de pepino (Cucumis sativum L.) inhibieron el crecimiento de raices y
brotes de berro (Lepidium sativum L.), lechuga (Lactuca sativa L.), alfalfa
(Medicago sativa L.), raigras (Lolium multiflorum L.), fleo (Phleum pratense L.),
digitaria (Digitaria sanguinalis L. Scop.), E. crus-gallis y E. colona. Cuanto
mayor fue la concentracion del extracto, mayor fue la inhibicién (Thi et al,
2008).

El efecto alelopatico de extractos acuosos de Nerium oleander L., Aleuritis

fordii Hemsley, Ocimun sanctum L., Gliricidia sepium (Jacq.) Steud y Thevetia
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peruviana Schum se ensay0 sobre la germinacion de semillas y el desarrollo
del eje radiculo-hipocotilar en cinco especies de arvenses: verdolaga (P.
oleracea), bledo (Amaranthus dubius Mart.), romerillo (B. pilosa), metebravo (E.
colona), Don Juan de Castilla 6 pata de gallina (D. sanguinalis). Todos los
extractos evidenciaron efectos inhibitorios, presentando como metabolitos
secundarios triterpenos, fenoles, flavonoides y cardiotonicos (Alfonso et al.,
2005).

Se evalu6 el potencial alelopatico de lavados foliares de E. colona sobre el
porcentaje de germinacién y la longitud radical de Allium cepa. L., C. sativus,
Lactuca sativa L., Lycopersicon esculentum Mill y O. sativa, ejerciendo un
efecto alelopatico de caracter estimulatorio sobre L. esculentum y A. cepa en
funcién de la fase de desarrollo en la que se encontraba la planta donadora en

el momento en que se obtuvo el lavado (Miquilena et al ,2005).

Amaranthus hybridus L.

Las Amarantaceas son plantas nitréfilas y tienen una fotosintesis de tipo C4,
lo que les confiere ventajas fisioldgicas frente a otras especies (Maillet y Lopez-
Garcia, 2000). A. hybridus es una planta monoica, anual, con una altura de 20-
100 cm, erecta, con hojas ovadas y romboidales, flores agrupadas en una
inflorescencia terminal no muy densa. Se trata de una especie arvense

altamente competitiva.

Las especies de Amaranthus se incluyen entre las arvenses mas frecuentes
y problematicas en los cultivos (Webster, 2002). Poseen una alta diversidad
genética y producen una abundante cantidad de semillas, que distribuyen
eficientemente, caracteristicas que favorecen la aparicion de resistencias a
herbicidas (Lovell et al., 1996).

Compuestos organicos volatiles emitidos por los residuos de las partes
aéreas de A. retroflexus, A. hybridus, Amaranthus cruentus L., Amaranthus.
spinosus L., Amaranthus hypochondriacus L. y Amaranthus palmeri S. Wats
fueron estudiados, determinandose que estas sustancias volatiles,
generalmente clasificadas como componentes de sabor, aroma y/o mezclas

atrayentes de insectos, también son factores importantes en la alelopatia y la
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ecologia quimica de los suelos (Connicket et al., 1989). Las hojas de especies
de Amaranthus contienen diversos compuestos farmacolégicamente activos
(Maiyo et al., 2010).

Especies de Amaranthus son pseudocereales dicotileddneas que se pueden
emplear como cultivos alternativos, con potencial para su explotacion comercial
(Rawate, 1983; Kauffman y Weber, 1990). 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 regiones semiaridas en todo el mundo (Blodgett y Swart, 2002).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Material vegetal

Con el propésito de extraer semillas para la realizacion de ensayos, se
recolectaron plantas en fase de fructificacion de las especies Echinocloa colona
L., en marzo de 2009 en la Universidad Central de Venezuela (Estado Aragua,
Venezuela), Portulaca oleracea L., en agosto de 2009 en Sinarcas (provincia
de Valencia, Espafia) y Amaranthus hybridus L., en septiembre de 2010 en los
alrededores de la Universidad Politécnica de Valencia (provincia de Valencia,
Espafa). Las semillas fueron seleccionadas, eliminando las que mostraron un
tamafio, color, forma o estado de maduracién irregular, y se conservaron en
placas Petri de 9 cm de didmetro selladas con Parafilm a temperatura

ambiente, con el fin de evitar la aparicion de latencias.

Para la obtencion de aceites esenciales y la elaboracién de extractos acuosos
se recolectaron hojas y frutos de Eucalyptus gomphocephala DC de los
jardines del Rio Turia de la ciudad de Valencia (provincia de Valencia, Espafia)
en septiembre de 2011. Tanto los aceites esenciales como los extractos

acuosos se obtuvieron inmediatamente, a partir de planta fresca.
3.2. Obtencion de aceites esenciales

Se destilaron por separado, hojas y frutos de la especie E. gomphocephala,
mediante instrumento tipo Clevenger y matraces redondos de 2000 ml. El
material vegetal fresco, previamente pesado con una balanza de precision, se
introdujo en los matraces, y se afiadieron 1000 ml de agua destilada. Con una
manta calefactora se suministré calor al matraz 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 recogio el
aceite esencial. Este procedimiento se mantuvo durante 3h, terminando la
destilacion cuando no aumenté la cantidad de aceite esencial destilado en un

periodo de 30 minutos.

El rendimiento medio expresado en v/iw (volumen de aceite obtenido en

mililitros, por 100 gramos de planta destilados) de los aceites esenciales
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obtenidos fue de 0.04 para el aceite obtenido de hojas de E. gomphocephala y
0.21 para el aceite obtenido de sus frutos. Los aceites esenciales obtenidos se

conservaron en nevera a 4°C.
3.3. Determinacion de la composicion de los aceites esenciales.

Para analizar la composicidon quimica, se preparo una diluciébn con hexano
al 10% de cada muestra de aceite esencial obtenido. La composicion
cuantitativa se analizd por cromatografia de gases y la composicion cualitativa

se analizo por cromatografia de gases-espectrometria de masas.
3.3.1. Composicion cuantitativa. Cromatografia de gases.

La cromatografia de gases fue realizada utilizando un cromatégrafo de
gases Clarus 500 GC de Perkin-Elmer Inc. (Wellesley, MA, EEUU), equipado
con un detector de ionizacion de llama (FID) y una columna capilar HP-5 de 30
m de longitud, 0.25 mm de diametro interno y 0.25 ym de espesor de pelicula,

Phenomenex Inc., Torrance, CA, EEUU.

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
empled 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. ElI FID fue mantenido a una temperatura de 250°C y el inyector a
220°C.

Los indices de retencion de Kovats, utilizados para identificar los
compuestos, fueron calculados usando una mezcla de hidrocarburos Cg-Cs;,
que se cromatografio junto con las muestras. Una vez obtenidos los tiempos de
retencién, expresados en minutos, de cada uno de los componentes del aceite

esencial, se determiné el indice de Kovats a partir de la siguiente férmula:
IK=100* (nN° CHC,; +[(log TR X - log TR HC,,1) / (log TR HC,:1- log TR HC,..1)])

Siendo:
n° C HC,,.;: numero de carbonos del hidrocarburo anterior al compuesto

TR X: tiempo de retencién del compuesto
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TR HC,.;: tiempo de retencion del hidrocarburo anterior al compuesto

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

3.3.2. Composicion cualitativa. Cromatografia de gases-espectrometria de

masas.

La cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas se realizé
utilizando un aparato Clarus 500 GC-MS de Perkin-Elmer Inc., equipado con el
mismo tipo de columna descrito para la cromatografia de gases. La deteccion
se realiz6 en modo de ionizacion de impacto electronico (EI mode, 70 eV),
siendo la temperatura de la fuente de ionizacion 200°C. Los espectros se
obtuvieron mediante el modo de escaneo total de iones (rango de masas m/z
45-500 uma). Los cromatogramas y espectros se procesaron con el software
Turbomass 5.4 (Perkin-Elmer Inc.). Junto con las muestras se cromatografid
una mezcla de hidrocarburos Ce-Cg3; para calcular posteriormente los indices de

retencion de Kovats, de la forma descrita 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 retencidn con otros de muestras patron o

con datos disponibles en la libreria NIST 98 y en la literatura.
3.3.4. Obtencidn de extractos acuosos.

Los extractos acuosos se obtuvieron siguiendo el método descrito por Pérez
et al. (2002). Se maceraron 20 g de hojas de E. gomphocephala con 200 ml de
agua destilada introduciéndose en bafio maria a 80°C durante 15 minutos. A
continuacion se filtr6 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 volvié a filtrar y se reunieron los filtrados obtenidos. Como no se
observaron sedimentos en ninguno de los extractos preparados, no fueron
centrifugados. El extracto obtenido se considerd la concentracion basica
(100%), y fue conservado en congelador a -40°C hasta el momento de su

aplicacién en los ensayos. Para la preparacion de las concentraciones de
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ensayo, se disolvio con agua destilada el extracto original (100%),

obteniéndose las concentraciones del 50, 30 y 10%.

3.3.5 .Evaluacion del potencial de inhibicion de la germinaciéon y el

crecimiento.

Se sembraron 20 semillas de cada especie arvense (A. hybridus, P.
oleracea y E. colona), en placas Petri de 9 cm de diametro. 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, siendo impregnados con 4 ml de
agua destilada (control) o de la solucién correspondiente de los extractos
acuosos (10, 30, 50 y 100%) o de los aceites esenciales (0.125, 0.25, 0.5 y
1ul/ml) de E. gomphocephala. Las placas se sellaron con Parafiim. Se
realizaron 5 repeticiones (100 semillas) por cada concentracion de los
diferentes extractos, para cada una de las 3 especies arvenses. Las placas
fueron selladas con Parafilm y se incubaron en camara de germinacion marca
CLIMAS modelo APG-GROW a una temperatura de 30.0£0.1°C durante 16

horas de luz y 25.0+£0.1°C durante 8 horas de oscuridad.

Para evaluar la actividad fitotoxica del aceite esencial del fruto y de los
extractos acuosos de hojas de E. gomphocephala, se realizaron lecturas de las
placas, a los 3, 5, 7, 10 y 14 dias de incubacién. Se registr6 el numero de
semillas germinadas y se obtuvieron imagenes digitales de las plantulas
crecidas, para medir su longitud (coleoptilo mas radicula), procesandolas
mediante el programa Image Tool. Cada vez que se leyeron las placas, se
cerraron con Parafilm y no se agregd agua, ni soluciones de los extractos

acuosos o aceites esenciales durante los ensayos.

3.3.6. Andlisis estadistico de datos

Los datos se analizaron mediante el paquete estadistico Statgraphics Plus
5.1. Se efectud un andlisis de la varianza (ANOVA) a los resultados obtenidos,
porcentajes de germinacion y longitud de las plantulas. Los porcentajes de
germinacion fueron transformados mediante la férmula y=arcosenyx, donde x

era el porcentaje de germinacién en tanto por uno antes de proceder a realizar
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el ANOVA, para satisfacer los requerimientos de homocedasticidad y
normalidad de los datos. El ANOVA se realizé utilizando el test de comparacion
multiple 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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4. RESULTADOS

4.1. Actividad fitotoxica in vitro del extracto acuoso de hojas de E.
gomphocephala.

Con el fin de evaluar su potencial herbicida, el extracto de E.
gomphocephala fue aplicado a semillas de A. hybridus, P. oleracea y E. colona,
no mostrando efectos significativos sobre la germinacion de ninguna de ellas
(Tabla 1), aunque se observo un incremento de la germinacion en las semillas
tratadas con las concentraciones de 50 y 100% d A. hybridus y en las tratadas

con la de 100 % de E. colona con respecto a las control.

Tabla 1. Efecto del extracto acuoso de hojas de E. gomphocephala sobre
la germinaciéon de semillas de A. hybridus, P. oleraceay E. colona.

Germinacion (%  e.s)
Concentracion (%)

Amaranthus hybridus Portulaca oleracea Echinocloa colona

Control 75.0x52a 82.0+56a 85.0+5.2a
10 79.0+51a 75.0+55a 82.0+51a
30 71.0£6.2a 700x7.1a 88.0x25a
50 82.0+46a 79.0t29a 84.0+t4.3a
100 81.0+x24a 73.0+t34a 96.0+x19a

Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas con un 95% de probabilidad.

El extracto no mostré ninguna accién fitotéxica sobre el crecimiento de
plantulas de P. oleracea y E. colona (Tabla 2). Sin embargo, se observaron
efectos inhibitorios sobre el desarrollo de las plantulas de A. hybridus (Figura
1), observandose diferencias significativas en la longitud de las plantulas
tratadas con las concentraciones mayores (50 y 100%), que presentaron una
longitud un 28.97 y un 30.56% menor que las plantulas control, sin diferencias
entre ellas. Las dosis del 10 y 30 % redujeron la longitud de las plantulas

tratadas, sin llegar a ser su efecto significativo.
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Tabla 2. Efecto del extracto acuoso de hojas de E. gomphocephala sobre
la longitud de plantulas de A. hybridus, P. oleraceay E. colona.

Longitud (mm % e.s)

Concentracién (%)

‘ Portulaca oleracea Echinocloa colona

Control 11.72+0.45a 4197+219a
10 12.17 £0.55 a 34.70£2.83 a
30 13.69£0.62 a 3793120 a
50 10.66 +2.67 a 40.96 +2.27 a
100 13.47+0.56 a 35.82+5.72a

Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas con un 95% de probabilidad.

Figura 1. Efecto del extracto acuoso de hojas de Eucalyptus
gomphocephala sobre el crecimiento plantulas de A. hybridus.
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4.2. Actividad fitotoxica in vitro del aceite esencial del fruto de E.

gomphocephala.

La germinacién de A. hybridus fue totalmente inhibida por el aceite esencial
de fruto de E. gomphocephala a todas las concentraciones aplicadas, sin
diferencias entre ellas (Tabla 3). También redujo la germinacion de P. oleracea
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un 20.54% con respecto al control a la concentracion superior, no siendo
activas las otras concentraciones. En E. colona la aplicacion de este aceite

esencial no produjo ningun efecto significativo.

Tabla 3. Efecto del aceite esencial del fruto de E. gomphocephala sobre la
germinaciéon de semillas de A. hybridus, P. oleraceay E. colona.

Concentracion Germinacion (% * e.s)
(Wlim) Amaranthus hybridus Portulaca oleracea Echinocloa colona
(Control) O 75.0+5.2 73.0+30a 84.0+29a
0.125 0.0+ 0.0 70.0 +35a 90.0+35a
0.250 0.0+0.0 66.0+4.6a 87.0+x4.1a
0.5 0.0+ 0.0 720+x41a 740+6.8a
1 0.0+0.0 58.0£3.0b 90.0+6.3a

Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas con un 95% de probabilidad.

Semillas A. hybridus tratadas con aceite esencial
0.0125 pl/ml a los 14 dias de incubacién.

Semillas A. hybridus tratadas con aceite esencial Semillas A. hybridus tratadas con aceite esencial
0.25 pl/ml a los 14 dias de incubacién. 0.5 pl/ml a los 14 dias de incubacion.
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Semillas A. hybridus tratadas con aceite esencial
1 yl/ml a los 14 dias de incubacién.

Con respecto a los efectos sobre el desarrollo de las plantulas, al no
germinar las semillas de A. hybridus tratadas con aceite esencial de fruto de E.
gomphocephala, en esta especie solo se evalué el crecimiento de las plantulas
control (Tabla 4). Todas las plantulas de P. oleracea tratadas con aceite
esencial presentaron una longitud significativamente menor que las plantulas
control (Figura 2). No hubo diferencias en el desarrollo entre las plantulas
tratadas con las tres concentraciones inferiores (0.125, 0.250 y 0.5 pl/ml), que
presentaron una longitud un 18.77, 21.34 y 28.34% menor que las control, pero
si entre ellas y la concentracibn mayor, que redujo el crecimiento de las
plantulas un 64,97%. Las plantulas de E. colona tratadas con las distintas
concentraciones del aceite esencial presentaron una longitud menor que las

control, sin llegar a ser estas diferencias significativas.

Tabla 4. Efecto del aceite esencial del fruto de E. gomphocephala sobre la
longitud de las plantulas de A. hybridus, P. oleracea y E. colona.

Concentracién Longitud (mm + e.s)
(HI/ml) . .
Amaranthus hybridus Portulaca oleracea Echinocloa colona

(Control) O 26.24 £ 0.26 15.56 + 0.64 a 38.18+145a
0.125 _ 12.64+0.77 b 30.52 +1.68 a
0.250 _ 12.24+0.37 b 30.35+1.99a
0.5 _ 11.15+0.42b 29.92+.235a
1 545+0.74c 2884+245a

Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas con un 95% de probabilidad
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Figura 2. Efecto del aceite esencial del fruto de E. gomphocephala sobre
el crecimiento de plantulas de P. oleracea.
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4.3. Composicion del aceite esencial de hoja y fruto de E. gomphocephala.

En el aceite esencial obtenido de hojas de E. gomphocephala se
identificaron un total de 25 compuestos, constituyendo el 94.64% de su
composicién (Tabla 5). EI mayor nUumero de compuestos determinados fueron
monoterpenos oxigenados (10), representando un 47.93%, destacando entre
ellos el a-terpineol (27.60%) como compuesto mayoritario del aceite. Los
monoterpenos hidrocarbonados constituyeron la siguiente fraccion en
importancia (5 compuestos identificados, 21.37%). A este grupo pertenecié el
segundo compuesto mayoritario encontrado, el B-pineno (11.78%), mientras

que el tercer compuesto mas abundante fue el 1,8-cineol (9.46%).

Fueron identificados 28 compuestos en el aceite esencial de frutos de E.
gomphocephala, que constituyeron el 96.39% de su composicion (Tabla 6). Al
igual que en el aceite de hoja, los monoterpenos hidrocarbonados fueron el
grupo mas importante tanto desde el punto de vista cuantitativo (48.78%) como
cualitativo (10 compuestos identificados).
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Tabla 5. Composicion del aceite esencial de hojas de Eucalyptus
gomphocephala DC.

Compuestos IK Area (%)
Monoterpenos hidrocarbonados 21.37
a-Pineno 939 8.69
Canfeno 955 0.23
B-Pineno 983 11.78
Mirceno 993 0.42
p-Cimeno 1031 0.25
Monoterpenos oxigenados 47.93
1,8-Cineol 1038 9.46
Fencheno 1090 0.35
a-Fenchol 1127 1.78
trans-Pinocarveol 1150 2.88
Hidrato de canfeno 1163 0.60
Pinocarvona 1171 0.67
Borneol 1181 2.91
Terpinen—4-ol 1187 1.45
a-Terpineol 1205 27.60
Timol 1289 0.23
Sequiterpenos oxigenados 14.60
Mirtenol 1207 1.65
trans—Nerolidol 1568 4.31
Espatulenol 1585 3.36
Globulol 1593 4.93
Ledol 1611 0.35
Aromaticos 8.31
Metil eugenol 1413 8.31
Cetonas 1.29
Baeckeol 1879 1.29
Otros 1.14
Hexanoato de isoamilo 1216 0.57
Pentacosano 2502 0.21
Heptacosano 2701 0.36
TOTAL IDENTIFICADO 94.64

Compuestos por grupos fitoquimicos y en orden de elucién en columna HP-5. t, trazas < 0.02%. IK, indice de Kovats
relativo a Cg-Cs, n-alcanos en la columna HP-5

A este grupo pertenecio el compuesto mayoritario del aceite esencial, que
en el caso del fruto fue el B-pineno (23.15%), mientras que el segundo y tercer
compuestos mas abundantes fueron los monoterpenos oxigenados 1,8-cineol

(21.62%) y a- terpineol (15.93%). No se han llevado a cabo estudios anteriores
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sobre la composiciébn de los aceites esenciales de E. gomphocephala de
Espafa, aunque si de otros lugares, como Tunez (Elaissi et al, 2010) y Egipto
(EI-Mageed et al., 2011).

Tabla 6. Composicion del aceite esencial de frutos de Eucalyptus
gomphocephala DC.

Compuestos IK Area (%)
Monoterpenos hidrocarbonados 48.78
a-Tuyeno 931 0.18
a-Pineno 941 15.00
Canfeno 954 0.57
B-Pineno 984 23.15
B-Mirceno 991 1.61
a-Felandreno 1011 472
p-Cimeno 1032 1.90
trans—Ocimeno 1053 0.10
y- Terpineno 1065 0.48
Terpinoleno 1090 1.07
Monoterpenos Oxigenados 41.04
1,8-Cineol 1038 21.62
Linalol 1100 t
B-Fenchol 1127 0.86
trans-pinocarveol 1150 0.24
Borneol 1181 0.96
Terpinen—4-ol 1188 1.38
a-Terpineol 1206 15.93
trans-Piperitol 1218 0.05
Sequiterpenos Oxigenados 2.87
trans—Nerolidol 1568 0.60
Espatulenol 1584 0.40
Globulol 1592 1.67
Viridiflorol 1600 0.20
Aromatico 1.72
Metil eugenol 1412 1.72
Cetonas 1.82
Metil éter Isobaeckeol 1766 0.18
Baeckeol 1879 0.96
Jensenona 1993 0.68
Otros 0.16
\ Hexanoato de isoamilo 1220 0.11 \
\ Heptacosano 2701 0.05 \
TOTAL IDENTIFICADO 96.39

Compuestos por grupos fitoquimicos y en orden de elucién en columna HP-5. t, trazas < 0.02%. IK, indice de Kovats
relativo a Cg-Cs, n-alcanos en la columna HP-5.
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5. DISCUSION

Al comparar la eficacia fitotoxica in vitro del extracto acuoso de hojas y el
aceite esencial de frutos de E. gomphocephala se observa en general, que el
aceite esencial fue mas eficaz que el extracto acuoso, ya que inhibio totalmente
la germinacion de A. hybridus a todas las concentraciones ensayadas (Tabla
4), y la concentracion mayor también controlé la germinacion de P. oleracea,
reduciendo su crecimiento todas las concentraciones aplicadas (Figura 2),
mientras que el extracto acuoso so6lo fue activo frente al crecimiento de A.
hybridus a las dos concentraciones superiores (Figura 1). Ninguno de los dos
fue activo frente a E. colona. Esto confirma los resultados obtenidos por otros
autores con otras especies de Eucalyptus: la actividad mostrada por el aceite
esencial de E. camaldulensis fue mucho mayor que la de su extracto acuoso,
ya que controlé totalmente la germinacion de 4 de las 5 especies sobre las que
se ensayd, mientras que el extracto acuoso solo control6 totalmente 2 de ellas
(Verdeguer, 2011). Esto puede ser debido a que las especies ensayadas son
mas sensibles a los compuestos presentes en el aceite esencial que en el
extracto acuoso, o a la diferente naturaleza quimica de los compuestos

presentes en uno y otro.

De los resultados obtenidos, podemos afirmar que la accion del aceite
esencial de fruto y el extracto acuoso de hoja de E. gomphocephala depende
de diferentes factores, como la especie frente a la que actian (Lee et al.,
2002), logrando ser en algunos procesos selectivos, impidiendo la germinacién
de determinadas arvenses, sin mostrar efectos e incluso estimulando la

germinacion de cultivos u otras especies arvenses (Verdeguer, 2011).

Otros extractos acuosos han mostrado también una actividad selectiva frente a
determinadas especies, como el extracto de Hypericum perforatum L., que
presentd un efecto significativo sobre la germinacién de A. retroflexus, pero no

sobre P. oleracea (Azizi et al., 2006).

Comparando la actividad de E. gomphocephala con la de otros Eucalyptus,
como E. camaldulensis (Verdeguer, 2011), observamos que el aceite esencial y
el extracto acuoso de hojas de E. camaldulensis fueron mas activos que los de

E. gomphocephala sobre las mismas especies. También ha sido estudiado el
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potencial fitotoxico del aceite esencial de E. citriodora, que control6 la
germinacion de A. viridis y E. crus-galli, pero también causé dafos en trigo,
maiz, rabano y arroz (Batish et al., 2008). El aceite esencial de E. globulus al
0.7% (v/v) ejercid6 un gran poder inhibitorio sobre la germinacion de A.
retroflexus y P. oleracea (Azizi y Fuji, 2006).

El efecto de los extractos acuosos y aceites esenciales es asimismo
dependiente de la concentracién aplicada, pudiendo en ocasiones las bajas
concentraciones no mostrar efecto o incluso llegar a producir efectos
estimulatorios, mientras otras superiores ejercen efectos inhibitorios. El extracto
acuoso metanolico de hojas de neem a la concentracién de 0,001g/ml produjo
efectos estimulantes en el crecimiento de los brotes de Phleum pratense L. y E.
colona, mientras que a concentraciones de 0.3 g/ml inhibié el crecimiento de

los brotes de E. colona (Salam et al., 2010).

El aceite esencial de fruto de E. gomphocephala ha evidenciado poseer
efecto fitotdxico, inhibiendo la germinacién y el crecimiento de dos de las tres
arvenses estudiadas, por lo tanto podria ser una alternativa a los herbicidas
sintéticos. Al tratarse de una sustancia natural su efecto en el ecosistema es
menos perjudicial que los herbicidas convencionales. Ademas la selectividad
exhibida podria facilitar su empleo, aunque se deben realizar otros estudios con
otras especies arvenses y cultivos para comprobar su efecto sobre ellos. Sin
embargo, aceites esenciales y extractos acuosos de otras especies de
Eucalyptus, en concreto de E. camaldulensis y E. globulus, han mostrado un
mayor potencial fitotoxico que E. gomphocephala sobre dos de las especies
estudiadas (A. hybridus y P. oleracea) (Azizi yFuji, 2006; Verdeguer, 2011).

La mayoria de trabajos que estudian la actividad alelopatica de
determinadas especies, normalmente se han centrado en ensayar el poder
inhibitorio del aceite esencial (Verdeguer, 2011). La complejidad de los
mecanismos de accion y de los compuestos presentes en los extractos o
aceites determinan la toxicidad sobre una especie determinada, ya que puede
que la especie sea sensible o no segun su metabolismo, impidiendo la

aparicion de resistencias futuras (Duke et al., 2000b)
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El aceite esencial de frutos de E. gomphocephala no solo reduce la
germinacion sino también el crecimiento. Este efecto puede ser atribuido a la
inhibicién de la actividad mitética de las plantulas en crecimiento (Vaughn y
Spencer, 1993).

La distinta respuesta de las semillas de las arvenses al aceite esencial de
Eucalyptus puede ser debido al diferente tamafio de las semillas y a la

variabilidad genética (Setia et al, 2007).

Aunque el mecanismo del efecto inhibitorio de los aceites de Eucalyptus sigue
siendo desconocido, podria deducirse que inhiben la actividad mitética de las
células en crecimiento. Los monoterpenos que constituyen el aceite de
Eucalyptus (cineol, citronelal, citronelol y limoneno) reducen el contenido de
clorofila, y por ello podrian los aceites de Eucalyptus interferir con cambios en
el contenido de clorofila y la respiracion celular (Batish et al., 2007). El
mecanismo de bioactividad de los aceites de Eucalyptus en las plantas reduce
la supervivencia de las células y el contenido en clorofila, ARN y carbohidratos,

tanto solubles en agua como en acidos (Kohli et al., 1988).

Los monoterpenos, que se encuentran formando parte de la composicion de
nuMerosos aceites esenciales, son importantes agentes alelopéticos en climas
calidos y secos, donde actian 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). Algunos
monoterpenoides son potentes inhibidores de la germinacion de las semillas y
la elongacion radical (Mancini et al., 2009; De Martino et al, 2010).

Sin embargo, los aceites esenciales son una mezcla de sustancias quimicas
complejas y poseen mayor actividad que sus componentes individuales. Se
debe tener en cuenta que la composicién quimica de los aceites de Eucalyptus
y sus actividades biolégicas asociadas varia significativamente entre las

distintas especies (Zhang et al., 2010).

Las distintas actividades de los aceites esenciales estan relacionadas con las

diferencias en su composicion quimica. Algunos autores han afirmado que
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aceites ricos en compuestos oxigenados son mas activos que los que tienen un
alto contenido de compuestos hidrocarbonados (Scrivanti et al., 2003; Lépez et
al.,, 2009). Esto explicaria la mayor actividad del aceite esencial de E.
camaldulensis con respecto a E. gomphocephala, ya que en el primero fueron
identificados un 63.08% de compuestos oxigenados (Verdeguer, 2011),
mientras que en el Ultimo los compuestos oxigenados constituyeron un 43.91%
(Tabla 6).

No existen muchos trabajos sobre la composicion del aceite esencial de
hoja de E. gomphocephala, y no hay estudios sobre la composicion de aceite
esencial de sus frutos. Se determind la composicion del aceite esencial de
hojas de E. gomphocephala del arboretum de Korbous (Tunez), identificando
como componente mayoritario el trans-pinocarveol (12.6%), seguido del
globulol (7.8%) y 1,8 cineol (6.1%) (Elaissi et al, 2010). El aceite esencial de E.
gomphocephala de Egipto tenia como componentes principales acetato de
dihidrocarveol (50.82%), p-cimeno (10.61%) y citral (8.11%), ademas de otros
11 compuestos en cantidades menores (EI-Mageed et al., 2011). En base a los
estudios existentes podemos concluir que la composicion del aceite de E.
gomphocepahala es variable, dependiendo del origen y las condiciones de

crecimiento de la planta.

Al comparar el aceite de hoja y fruto obtenido en este estudio, observamos
que los 3 compuestos mayoritarios de ambos aceites, -pineno, 1,8-cineol y a-
terpineol coinciden, solo cambian las proporciones en ambos aceites. También
se puede destacar que la fraccion mas importante en el aceite esencial de fruto
fueron los monoterpenos hidrocarbonados, mientras que en el aceite esencial
de hoja la fraccion mas notoria fueron los monoterpenos oxigenados. Debido al
bajo rendimiento en aceite de las hojas de E. gomphocephala, se decidid

estudiar el potencial fitotoxico del aceite de frutos.

En el aceite esencial de fruto de E. gomphocephala se encontraron otros
compuestos quimicos, como el baeckeol y el metil éter isobaeckeol, no
identificados en los aceites de E. gomphocephala de Tunez y Egipto, pero
presentes en los aceites esenciales de E. chartaboma Nicolle y E. miniata Cunn

(Ireland et al, 2004) y la jensenona, que tiene efectos antialimentarios sobre
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marsupilales, presente en un 70% en E. jensenii (Bolande et al., 1992; Stuart et
al., 2004).

6. CONCLUSIONES

1. El aceite esencial de frutos de E. gomphocephala mostr6 mayor
actividad fitotoxica in vitro frente a las arvenses ensayadas que el extracto
acuoso de sus hojas.

2. Amaranthus hybridus, se mostr6 como la especie mas sensible
tanto al aceite esencial de fruto como al extracto acuoso de hojas de E.
gomphocephala. Portulaca oleracea presentd sensibilidad solamente al
aceite esencial, mientras que E. colona fue la especie mas resistente, no
manifestando ningun efecto.

3. Los tres compuestos mayoritarios identificados en el aceite
esencial de hoja y fruto de E. gomphocephala fueron los mismos,
cambiando sus proporciones: a-terpineol (27.6%), B-pineno (11.78%) y 1,8-
cineol (9.46%) se determinaron en el aceite esencial de hoja, mientras que
B-pineno (23.15%), 1,8-cineol (21.62%) y a-terpineol (15.93%) en el de

fruto.
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