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1. Introduccion

1. INTRODUCCION

Desde la aparicion de la agricultura, el hombre ha intentado con los medios
disponibles, mejorar el rendimiento de su actividad agricola (Laborda, 2008). Durante
miles de afios, las practicas agricolas se basaron en la rotacion de cultivos o en la
siembra de cultivos mixtos para optimizar el control natural de las plagas (insectos,
enfermedades y arvenses) (Dayan et al., 2009). Las malas hierbas competian con los
cultivos e interferian con la ejecucion de las diferentes labores, por lo que hubo que
combatirlas (Garcia y Fernandez, 1991). Se definen como plantas que crecen en una
localizacibn no deseada, compitiendo por nutrientes con los cultivos, pudiendo
contaminar con sus semillas, ademas de perpetuar el problema a lo largo del tiempo
(Vyvyan, 2002).

En un estudio se ha demostrado que la reduccion potencial de los rendimientos
(sin aplicar medidas de proteccién vegetal) puede alcanzar entre un 50 y un 80%
(Oerke, 2006). La pérdida real de produccion (a pesar de que se tomen medidas para
reducir dafios, como los tratamientos fitosanitarios) puede situarse entre el 24 y el
38%. La distribucion de los dafios potenciales es asi: 34% debido a las malas hierbas,
19% a las plagas animales, 13% a las enfermedades causadas por hongos y un 3% a
las causadas por virus (Zaragoza, 2012).

Los métodos empleados para el combate de las malas hierbas fueron primero
medios mecéanicos manuales, como piedras afiladas, estacas, azadas; posteriormente
arados y cultivadores de traccién animal, y finalmente, arrastrados por tractores. El
desarrollo de productos quimicos para controlar las malas hierbas es muy reciente.
Ocasionalmente se habia utilizado la sal comun para suprimir la vegetacion de ciertas
areas. A principios del siglo pasado también se usaron otros compuestos quimicos
inorganicos, como el sulfato de cobre y el de hierro, el cloruro sédico y el arsénico
sédico, cuyo uso para el control de malas hierbas en trigo dio a conocer Bolley a
principios del siglo XX. Dicha informacion, entonces llevada a cabo en términos que
hoy podrian considerarse como poco realistas, fue sin embargo la primera que
anticipaba el uso potencial de compuestos quimicos en el control de malas hierbas
(Garcia y Fernandez, 1991). La idea basica en la investigacion de los primeros
herbicidas era rociar un grupo de plantas con un compuesto para controlar las hierbas
sin dafar el cultivo. Este tipo de compuestos fueron llamados herbicidas de post-
emergencia (Macias, 1995). Se puede considerar que el inicio de la sintesis y
desarrollo de herbicidas, y por consiguiente de la Malherbologia como disciplina
agrondémica, se inicia a principio de la década de los cuarenta con el descubrimiento
del 2,4-D (acido 2,4-diclorofenoxiacético), primer herbicida organico sintetizado
(Garcia y Fernandez, 1991). En los 30 afios siguientes se descubrieron las fenilureas
sustituidas, las triazinas, el glifosato y otros. Estos herbicidas permitieron por primera
vez controlar las plantas arvenses selectivamente en pre- y postemergencia, en
cultivos sembrados (Macias, 1995). El descubrimiento de los herbicidas sulfonilureas
en los afios 70 (Sauers y Levitt, 1984; Levitt, 1991) supuso el comienzo de la presente
nueva era de los herbicidas quimicos, caracterizada por el uso de herbicidas muy
selectivos a dosis muy bajas (Macias, 1995). Desde su introducciéon comercial en
1974, el glifosato se ha convertido en el herbicida dominante en todo el mundo. Se
trata de un herbicida altamente efectivo y de amplio espectro, sin embargo desde el
punto de vista toxicologico y medio ambiental es seguro. Pero quizas el aspecto mas
importante de su éxito es la introduccion de cultivos transgénicos, resistentes al
glifosato en 1996 (Duke y Powles, 2008). Sin embargo, las primeras malas hierbas
resistentes al glifosato estdn empezando a propagarse (Gross, 2011). Ademas,
estudios diversos realizados en campo (Wardle y Parkinson, 1990) y en condiciones
controladas (Johal y Rahe, 1984; Lévesque et al., 1993; Descalzo et al., 1996; Meriles
et al., 2006) han encontrado efectos del glifosato sobre la actividad de distintos
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1. Introduccion

microorganismos del suelo (Bértoli et al., 2012). Se ha comprobado también que los
brotes de diferentes especies de plantas son menos sensibles al glifosato cuando
crecen en suelo previamente esterilizado, lo que sugiere un sinergismo entre el
herbicida y ciertos microorganismos patégenos (Johal y Rahe, 1984; Lévesque et al.,
1993; Descalzo et al., 1996).

La agricultura moderna alimenta a 6.000 millones de personas (Tilman et al.,
2002). La produccién mundial de cereales se ha duplicado en los udltimos 40 afios,
principalmente debido al aumento de los rendimientos de las cosechas, resultado de la
aplicacion de fertilizantes y pesticidas, la adecuada irrigacion, el cultivo de nuevas
variedades mejoradas genéticamente y al uso de otras tecnologias de la denominada
‘Revolucion Verde’ (WHO, 1990; Tilman et al., 2001). En el afio 2050, la poblacion
mundial se prevé que sera un 50% mayor que en la actualidad y la demanda mundial
de cereales se duplicara (Alexandratos, 1999; Cassman, 1999). Por este motivo,
duplicar la produccion de alimentos de nuevo y mantenerla en este nivel, son los
principales retos (Alexandratos, 1999; Postel, 1999). Actualmente la demanda mundial
de productos agricolas supera la oferta, por lo que se debe gestionar su produccion de
manera mas eficiente (Mahlein et al., 2012).

El aumento del uso de pesticidas desde 1960 ha permitido a los agricultores de
muchas regiones aumentar la productividad de los cultivos considerablemente sin
perder una cantidad econémicamente no aceptable de los cultivos debido a las plagas
(Oerke, 2006), pese a que, obviamente, no se ha traducido en una disminucion
significativa de las pérdidas en las cosechas (Oerke, 2006; Laborda, 2008).

Desde hace unos afios, en los paises desarrollados existe una gran preocupacion
por la calidad de los sistemas productivos y por el impacto ambiental de los
plaguicidas (Gobbi, 2000). La intensificacion de las técnicas de produccion con la
finalidad de lograr altos rendimientos, ha conducido al incremento en el uso de
fertilizantes a la vez que ha aumentado la presion de las plagas, lo que se ha traducido
en un aumento del uso de plaguicidas. Como consecuencia de esto, se han puesto de
manifiesto graves problemas ambientales y sociales tales como la contaminacién de
los suelos, la pérdida de calidad del agua para consumo humano, y la destruccién de
la fauna util (Dehne y Schdnbeck, 1994).

Los plaguicidas no so6lo son tdOxicos para los organismos que se proponen
combatir, también afectan a otros seres vivos, entre ellos los trabajadores que los
fabrican y aplican, e incluso a los consumidores del producto final. Ademas, se
acumulan en el suelo y en el agua, planteando crecientes peligros para el futuro, y su
eficacia disminuye con el tiempo, ya que los organismos a que estan dirigidos
adquieren resistencia a su toxicidad, haciendo que el producto quimico resulte inutil
(Laborda, 2008).

La reduccion de las materias activas autorizadas como plaguicidas acometida por
las politicas actuales de la Union Europea (UE) (Birch y Begg, 2011; Zaragoza, 2012),
ha hecho alin mas importante la busqueda de sustancias con nuevos modos de accion
més especificos contra las malas hierbas, con menor toxicidad para el hombre y los
animales y que no causen dafios medioambientales (Dayan et al., 1999).

En este sentido se puede destacar la importancia de la busqueda de herbicidas
naturales basadndose en los mecanismos de defensa propios de las plantas, no solo
frente a depredadores herbivoros, sino también frente a otras especies vegetales.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Breve historia de la alelopatia

Rice (1984) define la alelopatia como cualquier efecto directo o indirecto
(estimulatorio o inhibitorio) causado por una planta (incluyendo microorganismos)
sobre otra, a través de la liberacién de compuestos quimicos (aleloquimicos) al medio
ambiente.

La alelopatia no es un descubrimiento reciente. Un documento del afio 3000 antes
de Cristo (a.C.) relata que muchas plantas cosechadas, como el guisante (Pisum
sativum), la cebada (Hordeum vulgare) y la judia forrajera (Phaseolus vulgaris),
destruyeron malas hierbas e inhibieron el crecimiento de otras cosechas (Rice, 1984).

Plinio, en el siglo | después de Cristo (dC) observd que el garbanzo (Cicer
arietinum), la cebada (Hordeum vulgare) y la arveja amarga (Vicia ervilia) "abrasan la
tierra” (Rice, 1984). También observd que la sombra del nogal (Juglans spp.) causa
dolor de cabeza en el hombre y dafio a las plantas de su alrededor. Plinio
aparentemente era consciente de que la liberacién de los productos quimicos de las
plantas causaba problemas en el suelo (Weston, 2005), ya que escribié que “la
naturaleza de algunas plantas a pesar de no ser exactamente mortal es nociva debido
a sus mezclas de fragancias o a sus jugos.

Young a principios del siglo XIX sostuvo que el trébol (Trifolium pratense) tenia
dificultades para crecer en sitios donde se habia cultivado constantemente porque el
suelo adquiere “la enfermedad del trébol” y puntualizé que la enfermedad podia ser
prevenida dejandose un intervalo de 7 a 8 afios entre cultivos de trébol (Sampietro,
2002; Weston, 2005).

En 1832, De Candolle sugiri6 que los suelos enfermos en agricultura podrian
deberse a exudados de raices de plantas de cultivo y que la rotacion de cultivos podria
solventar el problema (Singh et al., 2001). Observé que la presencia de cardos es
nociva para la avena. Igualmente se dio cuenta de que la Euforbia es nociva para el
lino y que las plantas de centeno lo eran para las de trigo (Triticum aestivum).

En la literatura hay muchos ejemplos descritos por botanicos, agricultores y
jardineros que sugieren fuertes interacciones alelopaticas entre plantas. Es interesante
observar que muchas de las especies que tienen efectos medicinales potentes en
seres humanos también se ha demostrado posteriormente que tienen efectos
alelopaticos (Rice, 1984; Chevallier, 1996; Wink, 1999).

Desde muy antiguo se han observado los fendbmenos de alelopatia, pero hasta
después de 1900 no se llevaron a cabo experimentos cientificos para estudiar este
fenémeno.

Massey, en 1925, observo plantaciones de tomate y alfalfa situadas en un radio de
hasta 25 metros de troncos de nogales. Las plantas situadas en un radio de hasta 16
metros morian mientras las situadas mas alld del mismo crecian sanas.
Posteriormente se prob6 que la juglona, una hidroxinaftoquinona soluble en agua
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2. Antecedentes

causante del color pardo que tifie las manos de quienes manipulan nueces, provocaba
esta fitotoxicidad (Sampietro, 2002).

El fisilogo aleman Hans Molish demostr6 el efecto negativo del crecimiento de
vegetales en ambiente de gas etileno generado por manzanas. Este autor acufio el
término “alelopatia” en 1937 y lo defini6 como “la ciencia que estudia las interacciones
bioquimicas entre todo tipo de plantas, incluyendo microorganismos” (Castellano,
2002).

Entre los afios 1960 y 1990 se hicieron grandes avances en la cromatografia y la
espectrometria de masas para la elucidacion estructural de productos naturales
desconocidos (Weston, 2005). McCalla y su grupo de investigadores publicaron una
serie de articulos entre 1948 y 1965 en los que describian aleloquimicos producidos
por residuos de plantas y la importancia de la interaccion de los microbios en la
descomposicién de estos residuos (Putnam y Weston, 1986). En esta época se
llevaron a cabo estudios mas exhaustivos en el campo de la alelopatia gracias a los
trabajos y publicaciones de Muller y Rice (Putham y Weston, 1986; Weston, 2005).

En los dltimos afios del siglo XX y principios del siglo XXI se ha producido un
aumento exponencial en el numero de publicaciones en el campo de la alelopatia
(Macias, 2002). Este aumento puede deberse al desarrollo de métodos sofisticados de
aislamiento e identificacién de aleloguimicos, asi como al 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
entender la perspectiva del fenébmeno de alelopatia en los ecosistemas (Mallik, 2000).

2.2. Laalelopatiay el control de arvenses

Durante muchos afios, los trabajos sobre alelopatias fueron llevados a cabo
principalmente por botanicos. Consistian en ensayar la practica de dejar los restos del
cultivo como cubierta, y sus posibles efectos alelopéaticos sobre los cultivos
posteriores, estudiar la alelopatia en la rotacibn de cultivos o intercalar cultivos
alelopaticos y analizar el efecto de extractos de plantas con propiedades alelopaticas
sobre el rendimiento de cosechas (Oliveros-Bastidas, 2008). Estos trabajos continGan
hoy en dia, buscando la mejor forma de utilizar la alelopatia para el control de
arvenses en campo (Weston, 1996; Olofsdotter, 2001; Vyvyan, 2002; Khanh et al.,
2005). Se ha producido un gran crecimiento en la investigaciéon de los productos
naturales responsables de estos efectos (Einhellig, 1994; Vyvyan, 2002).

El caracter multidisciplinar de esta ciencia, donde biblogos, fisidlogos vegetales,
ecologistas, edafélogos, bioquimicos, ingenieros agronomos, etc. juegan un importante
papel, puede ofrecer métodos adicionales para el control de arvenses (Newman, 1982;
Einhelling y Leather, 1988; Putnam, 1988; Worsham, 1989), desarrollando nuevas
técnicas que impliquen el uso de la alelopatia, como las propuestas por Macias (1995):

- Uso de aleloguimicos naturales o modificados como herbicidas.
- Transferencia genética de propiedades alelopaticas a cultivares comerciales.
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2. Antecedentes

- Uso de plantas alelopaticas en rotacion de cultivos, como plantas
acompafantes y como abono verde.

- Uso de “mulchings” fitotoxicos y manejo de cubiertas vegetales para la
supresion de arvenses, especialmente en sistemas de produccion de
conservaciéon y de no laboreo.

El papel de los compuestos de origen natural, o miméticos producidos
sintéticamente, para su uso como pesticidas ha sido ampliamente adoptado, en
particular para el control de insectos (Kelton et al., 2012). Varios compuestos
derivados de plantas, tales como el piretro, el nim, y la nicotina, son productos
quimicos importantes para el control de insectos en muchas areas (Isman, 2006).
Algunos autores han indicado el potencial herbicida de extractos obtenidos de plantas,
pero hasta la fecha pocos han sido comercializados. Compuestos sintéticos, tales
como cinmetilina, y mesotriona, se han desarrollado sobre la base de aleloquimicos
derivados de plantas, pero la salida al mercado de herbicidas basados en estos
productos se ha retrasado (Lee et a., 1997; Macias et al., 2004; Secor, 1994; Vyvyan,
2002). Es probable que la lenta obtenciébn y comercializacion de herbicidas
desarrollados de esta forma se deba a la limitada comprension de los modos de accion
de muchos de los aleloquimicos identificados. Hasta la fecha, se han aislado e
investigado un cierto numero de aleloquimicos para desarrollar herbicidas naturales.
La comprension de su modo de accién puede ayudar en el desarrollo de nuevos
productos para el mercado (Kelton et al., 2012).

Liebman y Ohno (1997), indican que el efecto inhibitorio de los compuestos
aleloquimicos sobre la germinaciéon de semillas y el crecimiento de plantulas es debido
al resultado de su efecto sobre muchos procesos individuales. Segun Rizvi et al.
(1992), los compuestos alelopaticos tienen dos modos de accion: indirecto, que incluye
los efectos ocasionados por la alteracion de las propiedades del suelo, el estado
nutricional y la actividad de poblaciones de organismos beneficiosos; y directo, que
comprende los efectos sobre varios procesos del crecimiento y el metabolismo de las
plantas. Estos ultimos se pueden clasificar en primarios (inhibicion de la division
celular, inhibicién de la fotosintesis, efectos en la respiracion, efectos sobre la sintesis
de proteinas, cambios en la permeabilidad de las membranas e inhibicién de enzimas)
y secundarios (interferencia con la germinacién y el crecimiento) (Lovett y Ryuntyu,
1992).

Los productos naturales son una atractiva fuente potencial de obtencion de
nuevos herbicidas, no sélo por la gran diversidad y lo novedoso de sus formulas, sino
también por la potencial especificidad de su accién biologica (Fischer et al., 1990;
Stonar y Miller-Wideman, 1995; Duke et al., 2000), y por la escasa probabilidad de
producir acumulaciones dafiinas y residuos perjudiciales en aguas y suelos (Macias,
1995). Las fitotoxinas naturales presentan unas estructuras quimicas poco probables
de obtener con la quimica de sintesis y ademas, actdan en puntos en los que no
suelen actuar los herbicidas convencionales (Duke et al., 2000) lo que podria hacer
mas dificil a las arvenses desarrollar resistencias.
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2.3. Compuestos alelopéticos

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 alelopéticos (Inderjit y Duke, 2003). Ademas, en la naturaleza, la actividad
alelopatica est4 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).

Siendo estos metabolitos secundarios responsables de la interaccion entre las
plantas y su entorno, no es sorprendente que les hayan sido asociadas una amplia
variedad de actividades biologicas, medidas en ensayos in vitro (Singh et al., 2003). El
estudio de la dinamica de estas defensas quimicas comprende dos aspectos
fundamentales: primero, la observacion del fendmeno en su habitat natural y, en
segundo lugar, debido a la gran variedad y complejidad de variables (Weldon vy
Slauson, 1986; Chapin et al., 1994), llevar a nivel de laboratorio el estudio del efecto
previamente observado.

El compuesto alelopatico debe ser liberado al ambiente por un mecanismo lo
suficientemente efectivo para garantizar un nivel de concentracion toxico a la planta u
organismo receptora (Oliveros-Bastidas, 2008). Los mecanismos por los que los
aleloquimicos son liberados al ambiente son: volatilizacion desde las hojas, lixiviado
desde raices o parte aérea, exudados de raiz o liberacién por descomposicion de
tejidos vegetales por hongos y bacterias (Putnam, 1983). Las plantas superiores
liberan regularmente compuestos organicos por volatilizacion de sus superficies y a
través de lixiviados de hojas y exudados de raices. Eventualmente, los constituyentes
guimicos de todos los organismos son liberados al entorno a través de procesos de
descomposicion, incorporandose a la matriz del suelo (Sampietro, 2002).

Se han caracterizado diversos aleloquimicos con diferentes estructuras quimicas y
sus propiedades fitotdxicas y biol6gicas han sido estudiadas (Macias et al. 2007). Rice
(1984) establecio la primera clasificacion, dividiéndolos en 14 grupos, de acuerdo a su
origen biosintético. Los principales grupos de compuestos aleloquimicos son los
siguientes:

Glucosinolatos. Son un grupo de compuestos que se encuentran en muchas
especies de plantas, ampliamente conocidos por ser producidos por especies de la
familia Brasicaceae (Mithen, 2001; Haramoto y Gallandt, 2005; Malik et al., 2008). Los
glucosinolatos, metabolitos secundarios que contienen azufre y nitrdgeno, son
hidrolizados enzimaticamente por mirosinasas a isotiocianatos, compuestos
aleloquimicamente activos (Petersen et al., 2001; Haramoto y Gallandt, 2005;
Norsworthy y Meehan, 2005; Price et al., 2005). Estudios anteriores de plantas
productoras de glucosinolatos han demostrado que estos reducen y retardan la
germinacion, la emergencia de plantulas y el tamafio de estas (Wolf et al., 1984;
Brown y Morra, 1996; Al-Khatib et al., 1997; Norsworthy et al., 2007; Malik et al.,
2008). Aunque los modos especificos de accion de cada compuesto no se han
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investigado a fondo, es evidente que algunas plantas son capaces de tolerar mas
facilmente estos aleloquimicos que otras (Norsworthy y Meehan, 2005). Futuras
investigaciones podrian ir encaminadas a responder esta cuestion con el fin de utilizar
estos compuestos de forma mas efectiva en la produccién agricola (Kelton et al.,
2012).

Compuestos fendlicos. Como la mayoria de aleloguimicos, los compuestos
fendlicos son metabolitos secundarios tipificados por una estructura de anillo
aromético de diferente complejidad (Kelton et al., 2012). Se encuentran en una gran
variedad de especies, entre ellas el arroz, el trigo, el mango... (Chung et al., 2002;
Bais et al., 2003; Fitter, 2003; El-Rokiek et al., 2010). Muchas de estas plantas
contienen varios compuestos fendlicos.

Los compuestos fendlicos han sido objeto de numerosos estudios disefiados para
establecer su modo de accién (Putnam, 1985). Investigaciones recientes indican la
interrupcién de la division celular y malformacion en estructuras celulares en plantas
expuestas a estos (Li et al, 2010). Otros trabajos indican la reduccién de la respiracion
y de la tasa fotosintética en presencia de compuestos fendlicos (Patterson, 1981; Yu et
al., 2003), o la alteracion de funciones enziméticas (Batish et al., 2008; Li et al., 2010).
A pesar de la extensa investigacion, los puntos diana para la actividad de muchos
compuestos alelopéticos aun no se han determinado (Kelton et al., 2012).

Entre los compuestos fendlicos se incluyen fenoles simples (acido benzoico),
fenilpropanoides (4cido cindmico), quinonas (juglona y sorgolenona), flavonoides
(kaempferol y quercetina), y metabolitos de liqguenes (acido Usnico y derivados)
(Verdeguer, 2011). Entre ellos también se encuentran las cumarinas, compuestos
alelopéticos que estan en las familias Apiaceae, Asteraceae y Fabaceae (Razavi,
2011), que reducen la germinacion y el crecimiento de tallos y raices, y que interfieren
en la fotosintesis, la respiracion, la nutricion y el metabolismo de las plantas (Abenavoli
et al., 2001; Abenavoli et al., 2004; Yamamoto, 2008; Razavi et al., 2010). Tienen
también efectos antibacterianos, nematicidas, antifingicos e insecticidas, asi como
farmacoldgicos, reduciendo edemas e inflamaciones (Casley-Smith y Casley-Smith,
1992; Maddi et al., 1992; Hoult y Paya, 1996; Razavi, 2011).

Benzoxacinoides. Entre ellos se encuentran compuestos como DIBOA [2,4-
dihidroxi-(2H)-1,4-benzoxazin-3 (4H)-ona] y DIMBOA [2,3-dihidroxi-7-metoxi-(2H)-1,4-
benzoxazin-3 (4H)-ona] (Burgos y Talbert, 2000; Macias et al.,, 2005), incluidos en
especies de la familia Poaceae. Estos compuestos se degradan facilmente en otras
formas alelopéticas, BOA (2-benzoxazolinona) y MBOA (7-metoxi-2-benzoxazolinona)
en el suelo, y pueden disminuir la germinacion y el crecimiento de las plantas (Barnes
et al., 1987; Burgos y Talbert, 2000; Macias et al., 2005). A la vista de las propiedades
alelopaticas de BOA y MBOA, son necesarias huevas investigaciones para
comprender el papel de los productos de la degradacion de aleloquimicos iniciales en
la inhibicion del desarrollo de las plantas (Macias et al., 2005).

Terpenoides. Son metabolitos secundarios presentes en muchos organismos,
cuyas funciones naturales son muy diversas y se han registrado como moléculas de
sefializacién, aleloquimicos, fitoalexinas, feromonas, pigmentos visuales, agentes
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fotoprotectores, componentes de membrana, y hormonas reproductivas (Haig, 2008).
Los terpenos se forman por el acoplamiento de un nimero entero de unidades
pentacarbonadas ramificadas derivadas del 2-metil-1,3-butadieno (Bruneton, 1991).
Cuando los terpenos son moadificados quimicamente, por ejemplo por oxidacion o
reorganizacion del esqueleto hidrocarbonado, suelen denominarse terpenoides. La
biosintesis de los terpenos en las plantas es a través de la via del acido mevalénico
(Goodwin, 1971).

En este grupo se incluyen compuestos con actividad alelopatica como diterpenos,
lactonas sesquiterpénicas, quassionides y monoterpenoides.

Los monoterpenos son los principales constituyentes de los aceites esenciales,
CUYyO rasgo caracteristico es su alta volatilidad y olores significativos (Haig, 2008). Su
efecto como inhibidores de la germinacion de semillas y el crecimiento de plantas se
conoce desde hace mas de 75 afios y se han descrito como responsables de
interacciones alelopéticas, especialmente en plantas aromaticas de zonas aridas y
semiaridas (Angelini et al., 2003). Fischer (1986) cita 14 monoterpenos fitotoxicos,
incluyendo entre ellos borneol, pulegona, alcanfor, limoneno, 1-8 cineol. Algunos
investigadores han verificado la accion alelopatica de estos compuestos
individualmente (Vokou et al.,, 2003), mientras que otros defienden que su
combinacion, como ocurre de forma natural en los aceites esenciales, incrementa sus
efectos fitotdxicos (Angelini et al., 2003).

2.4. Actividades biolégicas de los aceites esenciales y aplicaciones en
agricultura

Los aceites esenciales se obtienen fundamentalmente de las partes no lefiosas de
la planta, en especial de las hojas, mediante arrastre por vapor de agua o
hidrodestilacion (Batish et al., 2008). Son mezclas muy complejas, conteniendo
alrededor de 50 compuestos, entre ellos monoterpenos, sesquiterpenos, aldehidos,
cetonas y fenoles (Isman et al., 2011). Los monoterpenos son las moléculas mas
abundantes, llegando a representar hasta el 90% del aceite (Thripathi et al., 2009).
Entre los compuestos mayoritarios destacan los monoterpenos oxigenados (ej. 1,8-
cineol, linalol, alcanfor, carvacrol), monoterpenos hidrocarbonados (ej. a-pineno, [3-
pineno, limoneno, p-cimeno) y ésteres monoterpénicos (ej. acetato de linalilo) (Guillen
et al., 1996; Pierozan et al., 2009).

Los aceites esenciales de plantas y los aceites de semillas prensadas constituyen
una importante parte de la cuota de mercado de los insecticidas basados en productos
naturales. Entre los aceites esenciales, se pueden destacar los de romero, tomillo y
clavo, muchos de los cuales también tienen efecto herbicida (Dayan et al. 2009).

Aceite esencial de romero. Como la mayoria de aceites esenciales es mezcla
de numerosos compuestos volatiles, principalmente 1-8 cineol, borneol, alcanfor y
altas cantidades de monoterpenoides. Muchos de estos compuestos tienen actividad
insecticida (Waliwitiya et al., 2005). Son recomendados para controlar &fidos,
escarabajos, mosca blanca, arafa roja, trips, orugas y larvas.
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Aceite esencial de tomillo. Los principales constituyentes, junto con numerosos
monoterpenoides adicionales, son el timol y el carvacrol (Kubeczka, 2002). Los
productos basados en aceite esencial de tomillo estdn exentos de registro de la EPA
(Agencia de Proteccién Ambiental de Estados Unidos) y por lo tanto estan disponibles
para el control de insectos de amplio espectro en agricultura ecoldgica.

Aceite esencial de clavo. Esta compuesto en un 92% por eugenol, un insecticida
de répida accion que actda por contacto y que es efectivo contra gran variedad de
artrépodos, plagas de hogar, y también se usa para controlar algunas plagas de
plantas ornamentales como trips, &fidos y &caros.

Existen muchos aceites esenciales de plantas que destacan también por poseer
actividad antimicrobiana (Auria et al., 2005; Bozin et al., 2007; Pierozan et al., 2009).
En un estudio muy reciente se analiz6 el perfil quimico y biolégico de diferentes
aceites esenciales de plantas aromaticas de Castilla-La Mancha (Salvia officinalis L.,
Salvia lavandulifolia Vahl., Lavandula x intermedia Emeric ex Loisel., Lavandula
latifolia Medik., Lavandula angustifolia Mill. y Thymus vulgaris L.). Se comprobd su
actividad insecticida frente a Leptinotarsa decemlineata Say, Spodoptera littoralis
Boisd., Myzus persicae Sulzer y Rhopalosiphum padi L., asi como su actividad
antifingica, ya que los aceites esenciales estudiados inhibieron significativamente el
crecimiento del micelio del hongo de las especies de Fusarium sp Link ex Grey.
analizadas (Santana et al., 2012). También se ha demostrado la actividad antifingica
de aceites esenciales de comino (Cuminum cyminum L.), albahaca (Ocimum basilicum
L.) y geranio (Geranium sp. L.) frente a diferentes especies del género Fusarium
(Hashem et al. 2010) y del aceite de Lippia origanoides H.B.K. sobre el desarrollo
micelial y formacion de esclerocios de Sclerotium cepivorum Berk. (Ospina et al.,
2011).

Uno de los aceites esenciales mas estudiados es el de orégano, que posee
propiedades antibacterianas, antiflngicas, antiparasitarias, antimicrobianas vy
antioxidantes (Rivero-Cruz et al., 2011). Se investigd el efecto antimicrobiano y
antiviral del aceite esencial y varios extractos de orégano (O.
acutidens),determinandose la eficacia inhibitoria del aceite esencial contra 27 de las 35
bacterias analizadas y 12 de 18 hongos (S6kmen et al. 2004).

Debido a la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales de muchas plantas,
se han realizado diversos estudios relacionados con su posible uso como
conservantes naturales para alimentos frescos (Uyttendaele et al., 2004; Solis, 2011,
Almela, 2012).

2.5. Potencial herbicida de aceites esenciales

Son numerosos los estudios realizados sobre la actividad herbicida de los aceites
esenciales de diferentes plantas aromaticas. Se ha demostrado el efecto inhibitorio del
aceite de menta (Mentha sp. L.) en el desarrollo de las raices y la respiracion
mitocondrial de plantas de pepino (Cucumis sativus L.)en semillero (Mucciarelli et al.
2001), el de los aceites de albahaca, orégano y mejorana en la germinacion de dos
arvenses (Echinochloa crus-galli (L.) P. Beauv. y Chenopodium album L.),
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(Vasilakoglou et al., 2007), o el de los aceites de romero (Rosmarinus officinalis L.),
tomillo (Thymus vulgaris L.) y ajedrea (Satureja montana L.) 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.). (Angelini et al., 2003)

En el trabajo realizado con plantas aromaticas de Castilla La Mancha se
comprobd la actividad fitotéxica de sus aceites esenciales en Lactuca sativa L. y
Lolium perenne L. dando en todos los casos buenos resultados, aunque algunos
aceites mostraron méas actividad que otros frente a L. sativa y otros més frente a L.
perenne (Santana et al., 2012).

Recientemente se han llevado a cabo nuevos trabajos para comprobar la actividad
herbicida de otros aceites esenciales, como el realizado con aceites de diferentes
especies de Eucaliptus spp. en el que se demostrd su actividad fitotoxica en Solanum
elaeagnifolium Cav. (Zhang et al., 2012); el realizado con los de Juniperus phoenicea
L, Pistacia vera L. y Pistacia terebinthus L. que tuvieron un fuerte efecto inhibitorio de
la germinacién de las arvenses probadas, siendo mas efectivo a dosis iguales en
dicotiledéneas que monocotiledéneas (Ismail et al., 2012); o el de Cistur ladanifer L.
que mostrd un fuerte efecto fitotoxico en la germinacién y crecimiento de las arvenses
estudiadas (Verdeguer et al., 2012)

Algunos aceites esenciales o compuestos que forman parte de ellos que se
utilizan comunmente en diferentes formulaciones herbicidas son los siguientes (Dayan
et al., 2009):

Aceite de pino. Compuesto por alcoholes terpénicos y acidos grasos
saponificados. Se vende como una emulsibn acuosa al 10% para el control de
arvenses aunque su aplicacion no consigue el nivel de control obtenido con una sola
aplicacion de glifosato (Young, 2004).

Aceite esencial de clavo. Obtenido por destilacion de hojas de Eugenia
caryophyllus Spreng. Contiene principalmente eugenol junto con otros terpenoides. Se
comercializa de diferentes formas. Aplicado a concentraciones de 1-5% controla
muchas pequefias arvenses (Tworkoski, 2002), pero la alta cantidad requerida para
este control hace que sea un tratamiento muy caro.

2-febetilpropionato. Es un componente del aceite esencial de Mentha piperita L.,
el cual es rico en mentol y mentona (Bouverat-Bernier, 1992). Ha sido patentado como
herbicida y puede encontrarse como componente de formulaciones de herbicidas
naturales. Es seguro para el medio ambiente y la salud humana, ya que se utiliza en
aromas alimentarios.

Aceite esencial de hierba luisa. El aceite esenial de Cymbopogon citratus Stapf.
ha sido recientemente comercializado como herbicida organico, pero su potencial uso
para el control de arvenses fue primeramente patentado en 1924. Su principal
componente (80%) es el citral (Zamureenko et al., 1981; Poonpaiboonpipat, 2013). Un
producto comercial que contenga un 50% de aceite de hierba luisa debe diluirse al 7-
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15% antes de su aplicacién. Actia como herbicida de contacto, y como el citral no se
transloca, solo las partes alcanzadas por la solucion se ven afectadas.

Aceite esencial de citronela. Este aceite, que es conocido por su uso como
repelente de mosquitos, ha sido testado como herbicida en viveros. Se obtiene de
diferentes fuentes, pero la mas comudn es Cymbopogon spp. Sus principales
componentes son citronela, geraniol y otros terpenos. Los test realizados en viveros
mostraron que el aceite de citronela controla arvenses sin causar efectos adversos en
arboles de hoja ancha latentes, sin embargo, las coniferas fueron muy sensibles a este
tratamiento (Clay et al., 2005).

Los aceites esenciales comercializados como herbicidas naturales son de
contacto, ofreciendo buen pero transitorio control de arvenses. Su uso en agricultura
parece prometedor, pero actian muy rapidamente y su eficacia esta limitada por el
hecho de que se volatilizan con facilidad (Dayan et al., 2009). Se estan desarrollando
formulaciones alternativas como la microencapsulacion, para conseguir disminuir la
dosis necesaria, aumentar la duracién de su eficacia, simplificar el manejo de los
materiales y disminuir la tasa de degradacion en el medio ambiente (Scarfato et al.,
2007).

2.6. Estudios previos de las especies objeto de este trabajo

Amaranthus hybridus L.

El género Amaranthus L. (familia Amaranthaceae) contiene unas 70 especies, de
las cuales la mayoria son nativas de América y sélo 15 especies provienen de Europa,
Asia, Africa y Australia (Robertson, 1981). Desde el punto de vista Etnobotanico, el
género Amaranthus ha estado muy ligado al ser humano a lo largo de la historia, ya
que ha sido aprovechado en forma silvestre y cultivado por distintos pueblos y
civilizaciones (Sauer, 1950).

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).

Es una planta monoica, anual, de 20-100 cm, erecta. Tiene las hojas ovadas o
romboidales. Sus flores se agrupan en una inflorescencia terminal no muy densa,
verdosa o rojiza, con el espicastro terminal mas largo que los laterales. Las flores
tienen tépalos lanceolados, con el apice agudo, al menos algunos més cortos que el
fruto, que es de tipo pixidio (Herbario de Navarra). Florece de mayo a octubre y
fructifica de junio a diciembre. Al igual que P. oleracea tiene fotosintesis tipo C4
(Maillet y Lopez-Garcia, 2000).

Es una arvense problematica en una gran cantidad de cultivos como trigo, arroz,
algodon, soja, avena, café, girasol, citricos, remolacha azucarera, patata, mango,
papaya (Holm et al., 1977), lechuga (Santos et al., 2003) y pepino (Berry et al., 2006).
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Amaranthus hybridus L.

Chenopodium album L.

El género Chenopodium L. (familia Amaranthaceae) esta constituido por mas de
120 especies. Son un grupo de plantas relativamente poco estudiado pero con una
amplia distribucion mundial (Fuentes et al., 2009). En su mayoria son especies no
cultivadas, aunque algunas han sido cultivadas en determinadas areas geograficas,
como C. album en Europa (Sederberg, 2008).

C. album es una planta anual, de entre 10-150 (250) cm, normalmente erecta. Su
tallo es irregularmente ramificado, con estrias verdes y a menudo rojizo. Las hojas son
pecioladas de hasta 8 cm, ovado-lanceolada. Tiene flores hermafroditas, agrupadas en
una inflorescencia en panicula (Flora ibérica, 2013). Germina bajo un amplio rango de
condiciones ambientales (Bassett y Crompton, 1978), produciendo gran numero de
semillas, que quedan almacenadas en el suelo. En un ensayo de campo, la produccién
de semillas por planta de C. album varié desde 30.000 a 176.000 (Harrison, 1990).

Es una planta subcosmopolita, comin en &reas templadas y subtropicales, rara en
los tropicos, y ausente en los extremos norte y sur. En Espafia se encuentra en todas
las provincias (Flora ibérica, 2013). Es una arvense de dias cortos, colonizadora
exitosa de nuevas é&reas, que exhibe gran plasticidad en respuesta al ambiente
(Bhowmik y Reddy, 1988).

Esta considerada una de las arvenses mas serias y extendidas, encontrandose en
numerosos cultivos de todo el mundo (Holm et al., 1977), Entre ellos patata, maiz, soja
y remolacha azucarera (Perron y Légére, 2000; Thiel et al., 2010). En el cultivo del
algodon es una de las arvenses mas importantes (Guevara, 2005; Ledda, 2005).

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

El género Conyza Less. se incluye dentro de la familia Compositae, tribu
Astereae. Se trata de un taxdn cosmopolita, con un niumero de especies no muy bien
definido que probablemente sobrepase el centenar. Su taxonomia es conflictiva,
debido tanto al polimorfismo marcado de varios de sus integrantes como a la pobre
definicion de muchas de las especies que han recibido diferentes nombres en sus
lugares de origen y en las regiones donde se han establecido como malezas (Amat,
1991).

C. canadensis es una planta anual de 20-80 cm y pelosa. Tiene hojas distribuidas
por todo el tallo, linear-lanceoladas, con el nervio medio bien marcado y con cilios
patentes en el margen. Sus capitulos son muy numerosos, con ligulas blanquecinas y
flésculos amarillentos, las bracteas del involucro son glabras o glabrescentes. Los
capitulos se agrupan en panicula cilindrica. Sus frutos son aquenios con vilano de 3-
3,5 mm. (Herbario de Navarra, 2013).

Como muchas especies del mismo género y familia, estas plantas tienen la
capacidad de formar gran cantidad de semillas, hasta 200.000 semillas por planta, y
de dispersarlas por el viento gracias a los vilanos. En el caso de C. canadensis este
proceso tarda uno o dos dias desde que maduran los frutos. Las semillas pueden
germinar en otofio 0 en primavera, pero en ocasiones, si las condiciones son
favorables, también a mediados de verano. Si germinan en otofio, producen una
roseta de hojas que sobrevive durante el invierno y la planta renueva su crecimiento
en primavera, floreciendo en verano (Thébaud et al. 1996).Existen datos que
confirman la supervivencia de un 91% de las plantas de C. canadensis que emergen
en otofio hasta primavera en Norteamérica (Loux et al. 2006).

En todo el mundo, C. canadensis es una arvense importante en mas de 40
cultivos (Holm et al., 1997). Infesta huertos, vifiedos, campos de maiz, soja y algoddn,
especialmente aquellos donde se emplean técnicas de no laboreo o laboreo de
conservacion, y pastos (Kapusta, 1979; Wiese et al., 1995). Ha desarrollado
resistencias a muchos herbicidas como la atrazina, el paraquat, el glifosato, etc. en
muchos paises, por lo que es considerada una de las 10 arvenses resistentes a
herbicidas de mayor importancia econémica (Weaver, 2001; Basu et al., 2004; Heap,
2011).
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Conyza canadensis (L.) Crong.
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Portulaca oleracea L.

El género Portulaca L. (familia Portulacaceae) comprende unas 100 especies
distribuidas por los tropicos y subtropicos, especialmente de Africa y Sudamérica, con
algunos representantes en regiones templadas (Voznesenskaya et al., 2010; Sanchez,
2013).

Se trata de una planta de ciclo anual, de 10-50 cm, glabra, mas o menos postrada
de tallos suculentos, lisos y carnosos (Holm et al., 1977) que a menudo adquieren
coloraciones rojizas. Las hojas son sésiles, obovadas y las flores sentadas, con 2
sépalos connados en la base y 4-6 pétalos amarillos. Fruto en pixidio con humerosas
semillas negras (Péez et al., 2007). Florece en verano y otofio.

Se propaga principalmente por semilla, pudiendo llegar a producir una sola planta
hasta 10.000 semillas, aunque fragmentos de sus tallos pueden producir raices y
desarrollarse (Chauhan y Johnson, 2009).

Esta ampliamente distribuida alrededor del mundo, especialmente en los trépicos
(Omara-Alwala, 1991). Es una planta C4, lo que le confiere ventajas fisiol6gicas frente
a otras especies, Voznesenskaya et al., 2010), citada como arvense en alrededor de
80 paises del mundo (Paez et al., 2007). Esta considerada una de las 8 plantas mas
comunes del mundo (Yazici et al., 2007). Se encuentra en una amplia variedad de
cultivos como cebolla, pimenton y tomate (Martinez y Alfonso, 2003), lechuga (Santos
et al., 2003), arroz, trigo, maiz, algodén, frutales, tabaco y muchos otros cultivos
(Villasefior y Espinosa, 2003).

Ademés de en estos cultivos, en un estudio realizado sobre las arvenses mas
importantes en cultivos ornamentales también se encuentra entre ellas P. oleracea
(Lépez, 2009).

= Portulaca oleracea L.

Setaria adhaerens (Forssk.) Chiov.

El género Setaria P.Beauv. pertenece dentro de la familia Poaceae, a la subfamilia
Panicoideae. A nivel mundial, comprende aproximadamente 114 especies (Webster,
1993), distribuidas a través de las regiones tropicales, subtropicales y templadas del
mundo.
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S. adhaerens es una planta con tallos de hasta 60 cm, erectos y glabros. Hojas
con vaina de margen glabro y limbo de hasta 20 cm, estriado y mas o menos peloso.
Panicula cilindrica y densa, de 1-6 cm, formada por numerosas espiguillas. Espiguillas
de 1,5-1,8 mm, elipticas, que se desprenden enteras en la madurez. Florece de julio a
marzo (Flora vascular, 2013).

Es una planta termdfila, muy extendida por el litoral mediterrdneo (Sanz y
Terrazas, 2009). Se encuentra en margenes de caminos y campos de cultivo como la
alfalfa y el maiz, constituyendo en ocasiones densas poblaciones (Rzedowski y
Rzedowski, 2005).

Es una arvense de verano importante en cultivos de regadio de la Comunidad
Valenciana junto con otras arvenses como Portulaca oleracea, Cyperus rotundus,
Amaranthus retroflexus, Amaranthus hybridus y Chenopodium album (Carretero,
1989). Su tolerancia a la atrazina, la ha convertido en un problema importante en el
cultivo del maiz en el noreste de Espafia (Prado et al., 1992).

Setaria adhaerens (Forssk.) Chiov.

Solanum nigrum L.

El género Solanum L., perteneciente a la familia Solanaceae, contiene unas 1200
especies de distribucion cosmopolita, entre las cuales hay hierbas, arbustos o arboles.
Algunas constituyen alimentos muy importantes en el mundo como la patata o la
berenjena, otras se emplean en jardineria y otras son arvenses, muchas de ellas muy
invasivas. Se trata de especies toxicas, debido a su contenido en alcaloides como la
solanina. (Rzedowski, 2005).

Solanum nigrum es una hierba anual, a veces lefiosa en la base, inerme,
subglabra, pubescente o vilosa, con tallos de entre 30 y 80 cm. Hojas ovado-
lanceoladas e inflorescencias pedunculadas en cimas racemiformes subumbeladas
con (3)5-10 flores. (Flora Iberica, 2013)

Vive en zonas templadas de todo el mundo. Se encuentra en toda la Peninsula
Ibérica, aunque es rara en el noroeste. Es una especie ruderal, encontrandose en
margenes de cultivos y escombreras. Es sensible a la falta de luz (Fortuin y Omta,
1980) ya que produce el abortado de sus flores (Myers, 1986).

Es una arvense muy extendida, que posee diversos flujos de emergencia durante
la estacion de crecimiento de los cultivos de verano (Gonzalez et al., 1992). Es muy
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importante en los cultivos de tomate, patata, pimiento y algodén entre otros (Ogg et al.,
1981). La dormancia y permanencia de sus semillas en el suelo parece ser lo
suficientemente larga como para permitir el establecimiento de esta arvense y
competir con el cultivo (Keeley y Tullen, 1989).

Ha desarrollado resistencia a la atrazina y al paraquat en maiz en mas de 10
paises (Heap, 2013).

o4 Solanum nigrum L.

Sonchus oleraceus L.

Es una planta anual o bienal de la familia Compositae, de 15-80 cm, con latex.
Hojas caulinares amplexicaules, dentadas o pinnatisectas, con pequefas espinas en
los méargenes; auriculas agudas. Capitulos con todas las flores liguladas, amarillas,
con los estigmas verdosos. Las bracteas del involucro son glabras y en ocasiones
presentan glandulas de color claro. Aquenios comprimidos, con 3 costillas en cada
cara y vilano formado por pelos blancos. Florece durante todo el afio. (Herbario virtual
del mediterraneo occidental. universitat de les illes balears, 2013)

Se encuentra distribuida por toda la peninsula en terrenos removidos, bordes de
caminos y huertas. Se ha registrado en numerosos cultivos tanto anuales como
perennes, en regadio (horticolas, maiz, frutales) y en secano (vifiedo, frutales), y
también en viveros (Villasefior y Espinosa, 1998). En general no se considera un
problema serio, aunque en algunos paises como en Australia es una arvense muy
extendida y probleméatica en zonas de barbecho y en cultivos de cereales (John-
Sweeting et al., 2010), y en Estados Unidos se considera arvense importante en
cultivos como el girasol, el tabaco y el cacahuete.

Es una especie autbgama y sus aquenios con vilano pueden ser dispersados
facilmente por el viento a través de grandes areas. Ademas, también se dispersan por
el agua y por las aves (Holm et al. 1977, Hutchinson et al. 1984, Andersson, 1991).
Sus semillas tienen poca latencia y germinan facilmente (Widderick, 2002). Se han
descrito resistencias de esta arvense a herbicidas, lo que se ve favorecido por la
dispersion de sus semillas a grandes distancias y su rapida germinacion, desarrollando
rapidamente poblaciones resistentes debido a la presion de seleccidon (John-Sweeting
et al., 2010).
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. Sonchus oleraceus L.
Thymus capitatus (L.) Hoffmanns. et Link.

El género Thymus L. pertenece a la familia Lamiaceae y contiene unas 350
especies de hierbas perennes aromaticas (Qaralleh et al., 2009). La Peninsula Ibérica
es considerada centro de diversificacion del género Thymus, encontrdndose aqui un
namero de especies solo superado por Turquia. Una caracteristica muy interesante de
los tomillos es la capacidad de hibridacion entre un gran nimero de especies (Blanco,
2005).

T. capitatus es un subarbusto de hasta 60 cm, erecto y muy ramificado, con tallos
de seccién redondeada aunque los jovenes son cuadrangulares, pelosos, con pelos
cortos y firmes. Tiene hojas de 5-6 x 1,5 mm, planas o ligeramente curvadas en el
margen, lineares. Sus flores son pequefas, y se agrupan en inflorescencias
capituliformes terminales y densas. Los frutos son niculas globosas de unos 0,7 mm.
Florece de junio a septiembre (Morales, 1986).

Se encuentra en lugares pedregosos, roquedos o taludes en calizas, margas o
suelos arcillosos, incluso en arenas, preferentemente calcicolas. Es una especies de
distribucion circunmediterranea, incluidas las grandes islas. En la Peninsula Ibérica se
encuentra en la region litoral de la mitad sur (Flora ibérica, 2013).

Se han realizado estudios de la composicién del aceite esencial de T. capitatus de
diferentes procedencias: Grecia (Papageorgiou, 1980; Papageorgiou y Argyriadou,
1981; Kokkini y Vokou, 1989; Kustrak et al., 1990; Kanias y Loukis, 1992; Tateo et al.,
1996), Italia (Falchi-Delitala et al., 1983; Arras y Grella, 1992; Tateo et al., 1992;
Ruberto et al., 1992; Biondi et al., 1993; Cosentino et al., 1999; Arras y Usai, 2001),
Israel (Fleisher et al., 1984), Marruecos (Benouda et al., 1988), Croacia (Kustrak et al.,
1990), Portugal (Miguel et al., 2003), Albania (De Leo et al., 2001; Miceli et al., 2002) y
Tunez (Mkaddem et al., 2010). El aceite esencial de esta especie se caracteriza por
sus altos niveles de carvacrol, con valores siempre comprendidos entre el 40y el 80 %
(Blanco, 2005), y pequeias cantidades de timol, normalmente por debajo del 1%
(Miceli et al., 2006).

Pagina 17



2. Antecedentes

Thymus capitatus (L.) Hoffmanns. et Link.

En cuanto a la actividad biolégica del aceite esencial de T. capitatus, se han
realizado estudios en los que se demuestra su accion bactericida (Arras y Grella,
1992; Tateo et al. 1992; Biondi et al. 1993; Benouda et al. 1998; Arras y Usai, 2001;
Faleiro et al. 2005), antioxidante (Miguel et al., 2003; Faleiro et al. 2005; Ricci et al.,
2005; Mkaddem et al., 2010), y fungicida (Grayer y Harborne, 1994; Kalemba y
Kunicka, 2003; Ricci et al., 2005; Palmeira de Oliveira et al., 2012).

La actividad alelopatica de T. capitatus ha sido objeto de diversas
investigaciones. En Israel, se observo la supresién de plantas anuales, como Plantago
psyllium y Erucaria hispanica, alrededor de formaciones de T. capitatus, verificandose
estos efectos en laboratorio (Katz et al., 1987). El aceite esencial de T. capitatus ha
mostrado efectos fitotdxicos sobre la germinacion de semillas y el crecimiento de
plantulas de diversas especies (Katz et al.,, 1987; Dudai et al., 1999), ademas de
ejercer una accién autoalelopatica (Vokou y Margaris, 1986). En estudios recientes se
ha evaluado in vitro el potencial herbicida del aceite esencial de T. capitatus en
flotacibn y en estado vegetativo sobre P. oleracea y C. canadensis, obteniendo
resultados semejantes y muy buenos en ambos casos, inhibiendo por completo la
germinacion de C. canadensis con todas las concentraciones aplicadas, y de P.
oleracea con las dos concentraciones mas altas (Verdeguer, 2011). Posteriormente se
evalu6 su potencial herbicida in vitro frente a A. hybridus y P. oleracea, inhibiendo la
germinacion y reduciendo el crecimiento de forma muy considerable, y en invernadero,
en suelo procedente de cultivo de citricos abandonado en el que el nimero de plantas
fue mucho menor que en el ensayo control. (Mascarell, 2013).
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3. OBJETIVOS

El objetivo principal de este estudio es evaluar la actividad fitotéxica del aceite
esencial de Thymus capitatus (L.) Hoffmanns. et Link. sobre la germinacién y
crecimiento de arvenses comunes en los campos de cultivos mediterraneos, con el fin
de determinar su posible uso como herbicida natural.

Para conseguir este objetivo principal se plantean los siguientes objetivos
parciales:

Seleccion de especies arvenses consideradas probleméticas sobre las que se
comprobard el potencial herbicida del aceite esencial.

Determinacion de la composicién quimica del aceite esencial de T. capitatus.

Realizacién de ensayos in vitro para determinar los efectos del aceite esencial
de T. capitatus sobre la germinacion y el crecimiento de arvenses.

Realizaciébn de ensayos de actividad herbicida del aceite esencial de T.
capitatus en invernadero, comparando distintos métodos de aplicacion.
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4. MATERIALES Y METODOS
4.1. Material vegetal

Con el fin de obtener el aceite esencial necesario para los ensayos objeto de este
estudio se recolecto la parte aérea de plantas de Thymus capitatus (L.) Hoffmanns. et
Link localizadas en el término municipal de Carmona (Sevilla), en julio de 2012.

Se recolectaron en estado de fructificacion las arvenses Portulaca oleracea L.
(Sinarcas (Valencia), octubre de 2007), Amaranthus hybridus L. (Puzol (Valencia),
noviembre de 2011), Conyza canadensis (L.) Crong. (Sinarcas (Valencia), noviembre
de 2011), Setaria adhaerens (Forssk.) Chiov. (Campus de la Universitat Politécnica de
Valencia (Valencia), noviembre 2011), Solanum nigrum L. (campos de Villena
(Alicante), octubre 2012), y Sonchus oleraceus L. y Chenopodium album L. (campos
de Santo Domingo de la Calzada (La Rioja), octubre de 2012) para conseguir las
semillas sobre las que se estudié el potencial herbicida del aceite esencial de T.
capitatus.

Las plantas recogidas se dejaron secar varios dias en el laboratorio a a
temperatura ambiente, extrayéndose a continuacién las semillas para la realizacion de
ensayos. Una vez descartadas aquellas semillas que presentaban tamafo, color,
forma o estado de maduracién anémalos, se introdujeron las semillas seleccionadas
en placas Petri de 9 cm de didmetro y se sellaron con Parafilm, conservandose a
temperatura ambiente hasta su utilizacion.

4.2. Obtencion y rendimiento del aceite esencial

Para la obtencion del aceite esencial de T. capitatus se utilizé toda la parte aérea
de la planta, excepto los tallos mas gruesos.

El aceite esencial se obtuvo por destilacion con un aparato tipo Clevenger. y
matraces redondos de 2I. Una vez troceado y pesado el material fresco mediante
balanza de precision, se introdujo en matraces redondos de 2| y se afiadieron 1000 ml
de agua destilada. Mediante mantas calefactoras se aplica calor al los matraces donde
esta contenida la planta, produciéndose vapor de agua que arrastra los componentes
volatiles. Estos componentes volatiles se condensan en el refrigerante y pasan al tubo
colector graduado, donde se recoge el aceite esencial obtenido. Este proceso se
mantuvo durante mas de 3 horas, y se dio por finalizada la destilacion cuando se
observé que durante 30 minutos no aumentd la cantidad de aceite esencial.

Se destilaron siete muestras. El rendimiento, expresado en volumen de aceite
obtenido en mililitros, por gramos de planta destilados (v/w) para cada muestra es el
siguiente:

Pagina 20



4. Materiales y métodos

Tabla 1. Rendimiento en aceite esencial de cada muestra

Muestra Rendimiento (v/w)

M1

M2

M3

M4

M5

M6

WIARINIWINWIN

M7

El rendimiento medio obtenido es de 3. La conservacion del aceite extraido se
realiz6 en nevera a 4°C.

Obtencidn de aceite esencial mediante un destilador tipo Clevenger

4.3. Determinacion de la composicion del aceite esencial

De cada muestra de aceite obtenida se preparé una dilucién con hexano al 10%
para proceder al analisis de su composicion quimica. La composicion cuantitativa se
analizd por cromatografia de gases y la composicion cualitativa por cromatografia de
gases-espectrometria de masas.

- Composicion cuantitativa. Cromatografia de gases.

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

El programa de temperatura de la columna utilizado fue 60°C durante cinco
minutos, con un gradiente de 3°C/min hasta llegar a 180°C, a continuacién se 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. El FID fue mantenido a una
temperatura de 250°C y el inyector a 220°C.

Los indices de retencion de Kovats, empleados para identificar los compuestos,
fueron calculados usando una mezcla de hidrocarburos Cs-Csz, que se cromatografié
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cuando se analizaron las muestras. Una vez obtenidos los tiempos de retencion,
expresados en minutos, de cada uno de los componentes del aceite esencial, se
determing el indice de Kovats a partir de la siguiente férmula:

IK=100* (n° C HCy1 + [(log TR X - log TR HCy.1) / (log TR HCh41 - log TR HCh.1)])
Siendo:

n° C HC,.1: nimero de carbonos del hidrocarburo anterior al compuesto
TR X: tiempo de retencién del compuesto

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

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

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

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

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

Junto con las muestras se cromatografié una mezcla de hidrocarburos Cs-Cs, 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 retencidon con otros de muestras patrdn o con datos
disponibles en la libreria NIST 98 y en la literatura.

4.4. Ensayo de actividad fitotoxica del aceite esencial in vitro.

Se evalud el efecto del aceite esencial de T. capitatus sobre la germinacién de
semillas y el crecimiento de plantulas de las arvenses S. adhaerens, S. nigrum, S.
oleraceus y C. album. Para la realizacién de este ensayo se colocaron 20 semillas de
cada una de las especies estudiadas en placas Petri de 9 cm de didmetro con papel
de filtro y se afiadieron 4 ml de agua destilada (control). Las dosis ensayadas se
prepararon afiadiendo el aceite esencial en volimenes de 0,5, 1, 2 y 4 ul,
obteniéndose concentraciones de 0.125, 0.25, 0.5 y 1 pl/ml respectivamente. Por cada
tratamiento se realizaron 5 repeticiones (100 semillas de cada arvense ensayada). Las
placas se sellaron con Parafiim y se introdujeron en una camara de germinacion
(marca CLIMAS modelo APG-GROW) donde se incubaron durante 14 dias, a
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 se llevaron a cabo conteos de las semillas
germinadas en todas las placas a los 3, 5, 7, 10 y 14 dias del comienzo del ensayo, y
se obtuvieron imagenes digitales de todas las placas en las que hubieran semillas
germinadas para posteriormente, mediante el programa Image Tool, medir su longitud
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(coleoptilo y radicula), con el fin de poder valorar el efecto del aceite esencial sobre el
crecimiento de las plantulas. Una vez realizado cada conteo se volvieron a sellar las
placas con Parafilm, sin afiadir agua ni aceite esencial, y se introdujeron de nuevo en
la cAmara de germinacion.

Preparacion del ensayo in vitro

4.5. Ensayo de la actividad fitotéxica del aceite esencial en invernadero.

Este ensayo se realiz6 en los invernaderos de la Universitat Politécnica de
Valéncia. Se probaron 3 métodos distintos de aplicacién del aceite esencial: inyeccién
del aceite directamente en el suelo, aceite emulsionado con Tween 20 (producto
suministrado por Sigma-Aldrich) y aceite emulsionado con Fitoil (producto suministrado
por Xedaitalia), empleando 3 dosis: 1, 2 y 4 pl/ml, con el fin de comprobar que método
es mas adecuado para mantener la actividad herbicida del aceite esencial en
condiciones de invernadero.

Para cada tratamiento se utilizaron 5 macetas estancas de 2| de capacidad y otras
5 como control, en las que se pusieron 3 cm de perlita en la base y sobre ella 6 cm de
suelo procedente de cultivo de citricos abandonado. Se sembraron 10 semillas de
cada especie arvense estudiada (P. oleracea, A. hybridus, C. canadensis, S.
adhaerens, S. nigrum, S. oleraceus y C. album) en cada maceta, cubriéndolas con una
pequefia capa de suelo, y se regaron con 200 ml de agua. Al dia siguiente se procedi6
a la aplicacion de las tres concentraciones de aceite esencial mediante los tres
métodos descritos a continuacion:

- Inyectado directamente al suelo, en el centro de la maceta, mediante una
pipeta.

- Emulsionado con Fitoil, afiadiendo en cada maceta la dosis de aceite
correspondiente para cada concentracion (1, 2 y 4 ul/ml) emulsionada con 100
pl de fitoil (siguiendo las recomendaciones del fabricante: 100 mi/hl) y 100 ml
de agua.

- Emulsionado con Tween 20, afiadiendo en cada maceta la dosis de aceite
correspondiente, emulsionado con 9,1 pl de Tween 20 (para obtener una
concentracion de 100 mg/l (Angelini et al., 2003)) y 100 ml de agua.

Una vez a la semana se regaron las macetas hasta llevar el suelo a la capacidad
de campo, y se efectud el conteo y la identificacion de las arvenses desarrolladas en
cada maceta. Al llegar a floracion las arvenses se extrajeron, y se evalué su peso
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fresco y seco, previo secado en estufa a 60°C. Durante el ensayo se registraron los
datos de temperatura y humedad relativa del invernadero mediante una sonda HOBO
Pro v2.

e \.
Preparacion del ensayo de invernadero e inyeccion del aceite esencial

4.6. Tratamiento y andlisis estadistico de datos.

Para el procesamiento de datos se empled el paquete estadistico Statgraphics
Centurion. Se realizdé un analisis de la varianza (ANOVA), verificando previamente la
homocedasticidad de los datos mediante los test de Cochran, Bartlett y Levene.

En algunos casos, para satisfacer los requerimientos de homocedasticidad, se
procedié a la transformacién de los datos. Los porcentajes de germinacién en el
ensayo in vitro se transformaron mediante la férmula y=arcosen\x, donde x es el
porcentaje de germinacion en tanto por uno. Algunos resultados del ensayo en
invernadero también se transformaron por este mismo motivo, empleando en este
caso la féormula y=log(x+1).

El ANOVA se realizé utilizando el test de diferencia minima significativa de Fisher
(LSD) para discriminar entre las medias, con un nivel de confianza del 95% (P<0.05).
En las tablas de los resultados, las diferencias significativas entre los distintos
tratamientos se han indicado con letras diferentes en la misma columna.
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5. Resultados

5.1. Composicién del aceite esencial de Thymus capitatus (L.) Hoffmanns. et

Link

En el aceite esencial de T. capitatus se identificaron 23 compuestos, alcanzando

el 99,08 % de su composiciéon (tabla 2). La fraccion mas abundante fue la de los
monoterpenos oxigenados, representando un 79,07% del total identificado. EI mayor
namero de compuestos identificados fueron monoterpenos hidrocarbonados, que
ademas constituyen la segunda fraccion mas abundante en la composicion del aceite,
con un 17,33%. Los compuestos mayoritarios fueron carvacrol (77,13%), y-terpineno
(5,45%) y p-Cimeno (4,57%).

Tabla 2. Composicion del aceite esencial de Thymus capitatus (L.) Hoffmanns. et
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Compuestos IK Area (%)

Monoterpenos hidrocarbonados 17,33

a-Tuyeno 931 2,10

a-Pineno 938 0,71

Canfeno 955 0,09

B-Pineno 977 0,06

Mirceno 992 2,03

a-Felandreno 1009 0,27

6-3-Careno 1012 0,08

a-Terpineno 1021 1,37

p-Cimeno 1031 4,57

Limoneno 1034 0,23

B-Felandreno 1036 0,24

trans- -Ocimeno 1052 0,05

y-terpineno 1065 5,45

Terpinoleno 1089 0,08

Monoterpenos oxigenados 79,07

Hidrato de cis-sabineno 1077 0,19

Linalol 1105 0,93

Borneol 1180 0,06

Terpinen-4-ol 1187 0,54

Timol 1308 0,22

Carvacrol 1320 77,13

Sesquiterpenos hidrocarbonatados 2,50

Cariofileno 1422 2,50

Otros 0,18

1-Octen-3-ol 982 0,18

3-Octanol 997 t
TOTAL IDENTIFICADO 99,08




5. Resultados

La presencia de grandes cantidades de carvacrol es caracteristica de esta
especie, porque se halla siempre presente en unos niveles altos, comprendidos entre
el 44-86 %, siendo usual valores superiores al 70 % (Hedhili et al., 2002; Miguel et al.,
2003; Blanco, 2005; Faleiro, 2005; Verdeguer, 2011; Mascarell, 2013). Otros
componentes caracteristicos del aceite esencial de esta especie son el p-cimeno, el y-
terpineno y el B-cariofileno (Miguel et al., 2003; Blanco, 2005; Mkaddem, 2010;
Verdeguer, 2011; Mascarell, 2013).

5.2. Actividad fitotéxica in vitro del aceite esencial de T. capitatus.

La actividad fitotoxica del aceite esencial de T. capitatus se evalué in vitro sobre
Solanum nigrum, Chenopodium album, Sonchus oleraceus y Setaria adhaerens (tabla
3). Sobre C. album y S. oleraceus se obtuvo un porcentaje de inhibicion de la
germinacion del 100 % con las cuatro concentraciones ensayadas. Sobre S. nigrum vy
S. adhaerens se obtuvo el mismo resultado con las dos concentraciones mas altas
(0,5 y 1 pl/ml). Con las concentraciones de 0,125 y 0,25 pl/ml los resultados también
fueron muy buenos, obteniéndose un porcentaje de inhibicion de la germinacion de
86,32 y 80% respectivamente en S. adhaerens, y del 75,76 y 73,74% en S. nigrum, no
habiendo diferencias estadisticamente significativas entre las dos concentraciones.

Tabla 3. Germinacién de semillas tratadas con las diferentes concentraciones de
aceite esencial de T.capitatus ensayadas.

Germinacion (%)+ e.s.

Concentracién pl/ml

Solanum nigrum Chenopodium album  Sonchus oleraceus Setaria adhaerens

0 (control) 99,00+1,00 a 98,00 + 2,00 a 83,00+4,4a 95,00+1,60 a
0.125 26,00+11,1b 0,00+0,00b 0,00+0,00b 19,00+ 7,50 b
0.250 24,00 + 19,4 bc 0,00+0,00b 0,00+0,00b 13,00+ 6,00 b

0.5 0,00+0,00c 0,00+0,00 b 0,00+0,00b 0,00 +£0,00c
1 0,00 £0,00 c 0,00 £0,00 b 0,00+0,00b 0,00+0,00c

En cuanto al efecto sobre el crecimiento de las plantulas de las arvenses, en C.
album y S. oleraceus no se pudo evaluar debido a que no germiné ninguna semilla
tratada con las concentraciones de aceite esencial aplicadas. Esto mismo ocurrié en
S. nigrum y S. adhaerens con las semillas tratadas con las dos concentraciones mas
altas (0,5 y 1 ul/ml) (Tabla 4). La longitud de las plantulas de S. nigrum tratadas con
las dos concentraciones menores (0,125 y 0,25 ul/ml) se redujo en un 73,66 y 94,77%
respectivamente respecto a la longitud de las plantulas control, no habiendo
diferencias estadisticamente significativas entre ellas (Tabla 4 y Figura 1). En S.
adhaerens esta reduccion ha sido del 69,54 y 74,54 % (Tabla 4 y Figura 2).
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Tabla 4. Efecto del aceite esencial de T. capitatus sobre el crecimiento de
plantulas.

., Crecimiento (mm)z e.s.
Concentracién pl/ml

Solanum nigrum Chenopodium album  Sonchus oleraceus Setaria adhaerens

0 (control) 47,07 +1,58 a 24,71+1,19a 17,23+1,48a 65,00+ 2,22 a
0.125 12,40+ 4,16 b - - 19,94+6,15b
0.250 2,46 £ 2,46 bc - - 16,23+4,97 b

0.5 - - - -
1 - - - -

Control de C. album ultimo dia Control de S. oleraceus ultimo dia

Placas con la dosis de aceite minima (0,125 pl/ml) de C. album y S. oleraceus el

Ultimo dia de ensayo

Pagina 27




5. Resultados

Figura 1. Efecto del aceite esencial sobre el crecimiento de plantulas de S. nigrum
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Figura 2. Efecto del aceite esencial sobre el crecimiento de plantulas de S.
adhaerens
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5.3. Actividad fitotéxica del aceite esencial en invernadero.

Se probaron 3 métodos distintos de aplicacion del aceite esencial de T. capitatus
en condiciones de invernadero: inyectado directamente al suelo, emulsionado con
Twen 20 y emulsionado con Fitoil, con el fin de comprobar con cuél de ellos el aceite
mostraba mayor actividad y persistencia.

Para la realizacién del ensayo se utiliz6 suelo recogido de un campo con cultivo
de citricos sin tratar con herbicidas, con su consiguiente carga de semillas, y ademas
se afadieron diez semillas de especies arvenses sobre las que ya habia sido
comprobado el efecto del aceite esencial de T. capitatus in vitro (algunas estudiadas
en el presente trabajo y otras en trabajos precedentes realizados por nuestro grupo de
investigacion de Recursos Fitoquimicos y Ecologia Agroforestal del Insituto
Agroforestal Mediterrdneo): Solanum nigrum, Chenopodium album, Sonchus
oleraceus, Setaria adhaerens, Amaranthus hybridus, Portulaca oleracea y Conyza
canadensis

- Actividad fitotoxica del aceite esencial inyectado directamente en el suelo.

Durante las seis semanas que se mantuvo este ensayo no se obtuvieron buenos
resultados con ninguna de las tres concentraciones aplicadas 1, 2 y 4 uyl/ml, ya que no
hubo diferencias estadisticamente significativas en ninguna de estas semanas en el
namero de arvenses registradas entre las macetas control y las macetas en las que se
inyectaron las tres concentraciones (Figura 3).

Figura 3. Efecto del aceite esencial inyectado en el suelo sobre en el nimero de
plantas desarrolladas.
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- Actividad fitotoxica del aceite esencial emulsionado con Tween 20

Al igual que el ensayo anterior, se mantuvo durante seis semanas. Tan solo en la
primera semana tras la aplicacion del aceite hubo diferencias estadisticamente
significativas entre las macetas control y el resto de los tratamientos, alcanzandose
una reduccion del 61% en el numero de plantas con la concentracion mayor (4 pl/ml),
no habiendo diferencias en los resultados entre las tres concentraciones. En el resto
de semanas del ensayo, aunque no hubo diferencias estadisticamente significativas
entre el control y ninguno de los tratamientos, se observé que el numero de plantas en
las macetas tratadas con la concentracién mayor (4 pl/ml) fue inferior al de las del
control durante las cuatro primeras semanas, igualandose en las dos ultimas (Figura
4).

Figura 4. Efecto del aceite esencial emulsionado con Tween 20 en el nimero de
plantas
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- Actividad fitot6xica del aceite esencial emulsionado con Fitoil.

Durante las 9 semanas que se mantuvo este ensayo el ndmero de plantas
crecidas en las macetas control fue superior al nimero de plantas crecidas en las
macetas tratadas con las tres concentraciones de aceite esencial emulsionado con
Fitoil, siendo las diferencias estadisticamente significativas hasta las dos udltimas
semanas. Los mayores efectos se observaron durante las dos primeras semanas, con
un porcentaje de inhibicion en el numero de plantas tratadas con la mayor
concentracion (4 ul/ml) del 83,56% respecto del control (Figura 5).
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En las dos primeras semanas del ensayo se observaron diferencias
estadisticamente significativas en el nimero de plantas crecidas entre las macetas
tratadas con las diferentes concentraciones de aceite emulsionado con Fitoil, sin
embargo, a partir de la tercera semana el nimero de plantas crecidas en estas se
igualaron, manteniéndose las diferencias solo con respecto a las macetas control
(Figura 5).

Los porcentajes de inhibicién en el nimero de plantas crecidas entre las macetas
tratadas con las diferentes concentraciones de aceite emulsionado con Fitoil la Gltima
semana de ensayo fueron del 40% respecto a las macetas control.

Figura 5. Efecto del aceite esencial emulsionado con Fitoil en el numero de plantas
desarrolladas.
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A la vista de estos resultados podemos decir que el método de aplicacion que ha
resultado mas efectivo es el aceite esencial emulsionado con Fitoil, ya que la actividad
fitotoxica se mantiene durante al menos siete semanas, mientras que el aceite
emulsionado con Tween 20 solo mantiene la actividad durante dos semanas y el
aceite inyectado no resulto efectivo en ningin momento del ensayo.

En los tratamientos con aceite emulsionado con Tween 20 y con Fitoil se observa
gue en las primeras semanas las concentraciones mas altas son las mas efectivas
aungue en el caso del aceite emulsionado con Tween 20 no hay diferencias
estadisticamente significativas, mientras que a partir de la tercera semana la actividad
de las tres concentraciones aplicadas se iguala.

En un estudio reciente realizado en invernadero con aceite esencial de T.
capitatus inyectado en un suelo procedente de campo de cultivo de citricos, en el que
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no se afadieron semillas de arvenses a parte de la propia carga de semillas del suelo,
se obtuvo, con la concentracién de 2 yL/mL, una disminucién en el nUmero de plantas
de un 74,1 % respecto del control (Mascarell, 2013). Sin embargo, en el presente
trabajo este mismo tratamiento no ha mostrado tan buenos resultados, pudiendo
deberse a factores como las diferentes arvenses que se encontraran en cada uno de
los suelos, ya que la actividad del aceite esencial depende de las especies sobre las
que actla y también a las condiciones ambientales del invernadero, ya que durante
este ensayo la humedad relativa no se ha mantenido constante, posiblemente por un
fallo en el sistema de refrigeracion del invernadero, sufriendo un gran descenso la
segunda semana (Figura 6) lo que pudo condicionar el desarrollo de las plantulas,
principalmente las de las macetas control que son las primeras en emerger, causando
su muerte.

5.4. Efecto de la actividad fitotéxica del aceite esencial sobre la biomasa en
el ensayo de invernadero.

En todos los tratamientos realizados en el invernadero, las plantas desarrolladas
al llegar al estado de floracién fueron extraidas y se registré su peso fresco y seco con
el fin de comprobar si el aceite esencial aplicado afectaba a la biomasa de estas
plantas.

El andlisis estadistico de los datos mostr6 que no existian diferencias
estadisticamente significativas en el peso fresco y seco de las plantas tratadas con las
diferentes concentraciones del aceite esencial en los distintos tratamientos ni entre
estas y las control, por lo que la actividad fitotoxica del aceite no afect6 a la biomasa
obtenida en el ensayo de invernadero (Tabla 5).

Tabla 5. Peso fresco y seco de las plantas extraidas en estado de floracion de los
distintos tratamientos en el ensayo de invernadero.

ComEEmimEE G Inyectado Emulsionado con Tween 20 Emulsionado con Fitoil
ul/ml PF PS PF PS PF PS
Control 0,17+0,05 a 0,05+0,02 a 0,20+0,08 a 0,09+0,03 a 0,74+0,38 a 0,14+0,05 a
1 0,21+0,10 a 0,08+0,03 a 0,29+0,13 a 0,10+0,05 a 0,25+0,11a 0,10+0,04 a
2 0,37+0,23 a 0,16+0,10 a 0,06+0,06 a 0,02+0,02 a 0,08+0,06 a 0,02+0,01 a
4 0,26+0,13 a 0,06+0,03 a 0,31+0,14 a 0,10+0,04 a 0,42+0,12 a 0,1740,07 a

Durante la realizacion de este ensayo se registraron los datos de temperatura y
humedad relativa del invernadero. La humedad relativa vario entre el 40 y el 70% y la
temperatura entre los 20 y 25 °C.
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Figura 6. Condiciones de temperatura y humedad relativa medias del invernadero
durante el ensayo.
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Controles de los 3 métodos de aplicacién Aceite inyectado

Emulsionado con Tween 20 Emulsionado con Fitoil
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6. CONCLUSIONES

Se identificd el 99,08 % de la composicion del aceite esencial de Thymus
capitatus (L.) Hoffmanns. et Link., siendo los compuestos mayoritarios carvacrol (77,13
%), y-terpineno (5,45 %) y p-Cimeno (4,57 %).

El aceite mostré una gran actividad fitotoxica in vitro, logrando un 100% de
inhibicion de la germinacioén en las 4 especies arvenses ensayadas.

En invernadero, el aceite esencial de T. capitatus no mostré actividad fitotdxica al
ser inyectado al suelo, mientras que emulsionado con Tween 20 fue activo durante 2
semanas. El aceite emulsionado con Fitoil resultd efectivo durante las 9 semanas que
se mantuvo el ensayo, no observandose diferencias estadisticamente significativas
entre las concentraciones aplicadas. No se observo en ningun caso efectos sobre la
biomasa de las arvenses.
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