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1. RESUMEN

Las malas hierbas son el factor limitante que produce mayores pérdidas potenciales en
la agricultura, alcanzando el 34% de pérdidas en produccion y los 79.500 millones de
euros anuales. La necesidad de combatir este enemigo natural junto a los efectos
nocivos que producen los herbicidas quimicos sobre la salud humana, animal y sobre el
medio ambiente obliga al desarrollo de estrategias alternativas o complementarias al
uso de herbicidas sintéticos tradicionales que permitan una agricultura capaz de producir
alimentos de calidad mientras respeta el medio ambiente y el bienestar animal.

Por ello se investigan nuevos herbicidas basados en el potencial fitotoxico de algunos
extractos de plantas que permiten el control de malas hierbas, como los aceites
esenciales. Estos aceites son mezclas de componentes volatiles producidos por el
metabolismo secundario de las plantas, cuyas propiedades se han aprovechado
tradicionalmente en farmacologia, cosmética, alimentacion y como insecticidas, y, mas
recientemente, como bio herbicidas. Se han revisado los antecedentes y se han
seleccionado nuevas combinaciones de aceites esenciales y especies vegetales no
empleadas hasta el momento. En este estudio se evalla la capacidad herbicida de los
aceites esenciales de cedro, abeto y pino, que no se han usado 0 muy escasamente
como agentes de control biol6gico, sobre las especies arvenses de Linum usitatissimum,
Lolium multiflorum, Lolium perenne, Rumex acetosella, Silene inflata y Sinapis arvensis,
y el cultivo de Nicotiana tabacum, que habian presentado buena germinacion en trabajos
anteriores.

Se han llevado a cabo ensayos con los tres aceites esenciales aplicados in vivo
mediante riego en semilleros dosificados al 2,5%, otro ensayo con una segunda
aplicacion de los aceites de cedro y abeto a la misma dosis, e in vitro mediante pipeteado
en placas de Petri (dosis entre 0,05% y 2,5%), y se ha ensayado probando la
fitotoxicidad del aceite esencial de cedro aplicado in vivo por pulverizacién sobre el
follaje al 2,5%, 1% y 0,5%. Las pruebas realizadas sobre las semillas de L. perenne, R.
acetosella y S. arvense no han sido concluyentes porgue las semillas conservadas en
la coleccidn presentaron problemas de escasa germinacion.

El aceite esencial de cedro ha tenido efecto supresor sobre las especies de L.
usitatissimum, L. multifiorum, S. inflata y N. tabacum. En el caso de L. usitatissimum ha
tenido efecto sobre su germinacion in vitro mediante pipeteado al 2,5% y al 0,5%. Para
L. multiflorum ha tenido efecto in vivo mediante un riego y pulverizacion al 2,5% e in vitro
mediante pipeteado en todas sus dosis. Para S. inflata ha sido controlado in vivo
mediante uno y dos riegos y pulverizacion al 2,5%, y en el caso de N. tabacum ha
controlado su germinacién in vivo mediante pulverizacién e in vitro mediante pipeteado
en todas las dosis ensayadas.

El aceite esencial de abeto ha tenido efecto supresor sobre las especies de L.
usitatissimum, S. inflata, L. multifiorum y N. tabacum. En el caso de L. usitatissimum ha
tenido efecto sobre su germinacion in vivo mediante un riego e in vitro mediante
pipeteado al 2,5% y al 0,5%. Para S. inflata ha sido fuente de control en su aplicacion in
vivo mediante un riego. En los casos de L. multiflorum y N. tabacum ha tenido efecto
sobre su germinacion in vitro mediante pipeteado al 2,5% y al 0,5%, y para N. tabacum
también al 0,05%.

El aceite esencial de pino ha tenido efecto supresor sobre las especies de L.
usitatissimum, L. multiflorum y N. tabacum. En el caso de L. multiflorum ha tenido efecto
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sobre su germinacién y desarrollo en su aplicacion in vivo mediante un riego e in vitro
mediante pipeteado a todas sus dosis. Para L. usitatissimum y N. tabacum ha tenido
efecto sobre su germinacion in vitro mediante pipeteado al 2,5% y al 0,5%, y para N.
tabacum también al 0,05%.

Se puede concluir que los aceites ensayados tienen capacidad herbicida y por ello
tienen un alto interés cientifico y un gran potencial, sin embargo, las altas dosis usadas
hacen del procedimiento demasiado costoso por el momento.
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2. INTRODUCCION

Los cultivos agricolas se enfrentan con diversos elementos que limitan su productividad:
factores abidticos capaces de causar dafios tanto por su exceso como por su defecto,
como la irradiacion solar, la disponibilidad de agua, las temperaturas ambientales o la
presencia de nutrientes en el suelo; y factores bidticos, organismos perjudiciales que
van a competir con los cultivos por los nutrientes, la luz y el agua disponibles, como las
malas hierbas, las plagas animales y los patégenos. De estos factores limitantes, las
malas hierbas son los que producen mayores pérdidas potenciales, del 34%, frente a
las causadas por plagas y patdgenos, del 18% y 16% respectivamente (Oerke, 2006).
La Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (2009)
calculé monetariamente las pérdidas de produccién ocasionadas por las malas hierbas,
que alcanzan los 79.500 millones de euros (95.000 millones de doblares
estadounidenses), posicionandolas como el enemigo natural nimero uno de la
agricultura.

Tradicionalmente, la escarda mecénica junto con la aplicacién de pesticidas quimicos
se ha posicionado como los métodos més eficaces para el control de malas hierbas,
plagas y patdgenos (Kaab et al., 2020; Scavo et al., 2020). Este método quimico se
encuentra bajo debate dados los efectos negativos derivados de su uso. Son bien
conocidos los efectos nocivos que tienen los herbicidas quimicos para la salud humana,
provocando dafios de corta duracibn como irritacion de piel y ojos, dolor de cabeza,
mareos 0 nauseas, hasta impactos crénicos como cancer, asma o diabetes (Kim et al.,
2017), también tiene efectos sobre la salud animal y sobre otras plantas, impidiendo o
limitando su nascencia, crecimiento y desarrollo (Igbedioh, 1991). A esto le sumamos el
fuerte impacto negativo que ocasiona sobre el medio ambiente, donde su uso excesivo
supone un riesgo para la biodiversidad y la estabilidad global (Mahmood et al., 2016), el
desarrollo de especies resistentes a herbicidas, que ya se observaba desde el inicio del
desarrollo de herbicidas sintéticos en los afios 1950-1960, y que en el afio 2013 ya
alcanzaban a 220 especies con resistencia a uno o mas herbicidas y a 404 biotipos
resistentes (Heap, 2014; Peterson et al., 2018). Ademas, el uso de pesticidas también
provoca la contaminacion de las aguas superficiales y subterraneas, de los suelos y del
aire (Aktar et al., 2009). El conocimiento de estos efectos ha llevado a la busqueda de
nuevas estrategias alternativas o complementarias al uso de herbicidas sintéticos
tradicionales, empleando de manera conjunta los métodos fisicos, quimicos y biolégicos
a través del Manejo Integrado de Plagas (Kim et al., 2017) y los Sistemas de Manejo
Integrado de Malas Hierbas, con el objetivo de proporcionar al cultivo una ventaja sobre
las malas hierbas, manteniéndolas a niveles manejables y, al mismo tiempo, reduciendo
el impacto de los plaguicidas (Ponce, 2006; Harker y O’Donovan, 2013).

Durante los ultimos afios, tanto productores como consumidores y gobernantes tienden
hacia una agricultura sostenible y organica, con un enfoque mas ecolégico, donde la
actividad agricola garantice la produccion de alimentos de calidad y asegure la
proteccion del medio ambiente y el bienestar animal a lo largo de todas las etapas de la
cadena de suministro (Campiglia et al., 2007; Parlamento Europeo, 2018), para ello es
necesario el desarrollo de estrategias de control alternativas.

El cambio de mentalidad del consumidor lo evidencia el Parlamento Europeo (2018) con
la publicacion de los datos sobre el incremento de las ventas de productos orgéanicos de
la Union Europea entre los afios 2012 y 2016, donde aumentaron un 47,7%, de los
20.800 millones de euros gastados en 2012 a los 30.700 millones de euros gastados en
2016 en productos organicos. Asimismo, publica los datos de suelo europeo dedicado

Alumno/a: Sherezade Cuadrado San Miguel )
UNIVERSIDAD DE VALLADOLID (CAMPUS DE PALENCIA) — E.T.S. DE INGENIERIAS AGRARIAS
Titulacién de: Master en Ingenieria Agronémica 10



EVALUACION DE ACEITES ESENCIALES DE CEDRO, ABETO Y PINO COMO AGENTES DE CONTROL
BIOLOGICO DE MALAS HIERBAS
Il. INTRODUCCION

a la produccion de cultivos organicos, que también es creciente en el mismo periodo,
pero en este caso aumenta tan solo un 16,9%, pasando de las 10.047.896 ha en 2012
alas 11.931.589 ha en 2016. La notable diferencia entre la demanda de los productos
ecoldgicos y su produccién europea la cubren las crecientes importaciones. El suelo
dedicado a cultivos orgénicos tan solo presenta el 7% del &rea organica total de la UE,
situdndose Espafia como el principal pais europeo en superficie, con un 16,9% del
orgénico total europeo, seguido de Italia, Francia y Alemania, que juntos suponen el
54,4% del area organica total de la UE.

Para que estos anhelos se conviertan en una realidad es esencial que las explotaciones
que producen de forma organica o ecoldgica sean viables econémicamente, y con el fin
de valorar esa viabilidad, Bocker et al. (2019) han realizado un estudio bioeconémico en
el que se valoran los efectos de dos posibles situaciones sobre las explotaciones suizas
productoras de trigo: la prohibicién del uso de glifosato y la prohibicién del uso de todos
los herbicidas, llegando a la conclusion de que el éxito de una explotacion con limitacion
en el uso de herbicidas, tanto en el caso de la prohibicion del glifosato como de la
prohibicion de todos los herbicidas, es posible si cuenta con ayudas econdmicas
justificadas por la conservacién del suelo y la produccion ecolédgica para compensar las
pérdidas de produccién ocasionadas por la competencia de las malas hierbas. El
desarrollo de productos biologicos para el control de malas hierbas modificara estos
resultados, disminuyendo las pérdidas de produccién por competencia y variando los
costes de manejo y aplicacién de tratamientos, pero para poder estudiar los efectos
economicos de los bio-herbicidas, debemos seguir investigando cuales nos permiten
controlar las malas hierbas en los diferentes cultivos y en las dosis adecuadas.

Para hacer frente a este desafio, muchos estudios se han centrado en la basqueda de
nuevos herbicidas seguros para el medio ambiente, como los llamados bio-herbicidas,
basados en el potencial fitotbxico que poseen algunos extractos de plantas y
componentes individuales, que permiten el control de malas hierbas en la produccién de
cultivos (Choi et al., 2015). Las plantas aromaticas han sido objeto de diversos estudios,
ya que se conocen como productores de gran cantidad de componentes bioactivos que
hacen de los aceites esenciales unos potentes inhibidores de la germinacion de semillas
y retardantes del crecimiento de las plantas (Campiglia et al., 2007; Frabboni et al., 2019;
Ibafiez y Blazquez, 2019a).

2.1. Control bioldgico

A lo largo de la historia de la agricultura, los avances tecnoldgicos desarrollados en torno
al control de malas hierbas han sido enfocados en una reduccion de labores (Hay, 1974).
Hasta la década de 1930, las malas hierbas se controlaron de forma manual, mediante
el uso de azadas y cultivadores de tiro. Los tractores de gasolina aparecieron en 1910,
cuando solo eran capaces de arar y trillar, pero fue en los afios 30 cuando supusieron
un cambio en la agricultura estadounidense, dejando atrds las labores manuales al
permitir el cultivo en hileras para eliminar las malas hierbas mientras el cultivo seguia
su desarrollo. La difusion de la tecnologia mecanica en Espafia fue inicialmente escasa
por razones sociales y, ademas, después se vié mermada por los efectos de la Guerra
Civil, por lo que no fue hasta la segunda mitad del siglo XX cuando comenzé a
extenderse el uso de tractores en este pais (Daniel, 2015).

Los avances cientificos en materia de quimica producidos a lo largo de la Segunda
Guerra Mundial dieron paso a una denominada “era quimica” en el desarrollo de
herbicidas en la década de 1950 (Vats, 2014). Un herbicida es un quimico que
interrumpe la fisiologia o metabolismo de una planta durante un tiempo suficiente para
provocarla la muerte o reducir su crecimiento, y para ello existen diferentes mecanismos
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de accion de herbicidas: inhibidores de la fotosintesis, inhibidores de la sintesis de
lipidos, inhibidores de la sintesis de aminoacidos, inhibidores de la sintesis de pigmentos
fotosintéticos, inhibidores de la division celular, hormonales o inhibidores de la
respiracion, entre otros. Su aplicacion en el suelo se realiza mediante pulverizadores
suspendidos o arrastrados por el tractor, o por fumigacion en bandas y, dependiendo de
su formulacion, esta aplicacion se realizard antes y/o después de la emergencia del
cultivo, denomindndose herbicidas de pre y/o post-emergencia, respectivamente, y
algunos herbicidas mantienen su persistencia en el suelo durante algunas semanas
(Swinton y Van Deynze, 2017).

La evolucién de las técnicas en quimica organica junto con las técnicas biolégicas que
se desarrollaron en la segunda mitad del siglo XX supuso un paso adelante en el estudio
de los compuestos naturales, permitiendo tanto la identificacion de los metabolitos
secundarios de origen vegetal como su composicion y los efectos que producen sobre
otros sistemas biolégicos. ElI metabolismo secundario de una planta se refiere a los
productos obtenidos en el metabolismo vegetal que no son imprescindibles para su
supervivencia, desarrollados a partir de una gran variedad de rutas metabdlicas objeto
de diversos papeles ecolégicos fundamentales de las plantas, como su adaptacion al
entorno biético y abidtico cambiante, su defensa frente a herbivoros, patdgenos y otras
plantas, la comunicacién entre plantas, el olor de sus flores y las caracteristicas
organolépticas de sus frutos, entre otras (Alvarez-lglesias et al., 2012). La cantidad y
calidad con la que la planta sintetiza estos metabolitos lo determinan su genotipo, sus
nutrientes, las practicas agricolas desarrolladas y el tipo de suelo, agua, sol y viento a
los que esta expuesta la planta productora (Angulo, 2014). Actualmente se llevan a cabo
diversos estudios fitoquimicos con los que se pretende comprender el papel ecoldgico
de los metabolitos secundarios de las plantas, y se han obtenido resultados aplicables
tanto en el desarrollo de farmacos, productos alimentarios y cosméticos, como en el
tema que nos atafie: el desarrollo de pesticidas respetuosos con el medio ambiente, en
particular los herbicidas de origen bioldgico.

Algunos de los metabolitos secundarios producidos por las plantas participan en
interacciones alelopaticas, es decir, son capaces de inhibir quimicamente a otras
especies. Las alelopatias ocurren de forma natural constantemente en el medio, y para
las interacciones producidas en laboratorios de forma no natural se utiliza el término
fitotoxicidad, estudios que se realizan con extractos de plantas o compuestos aislados
con el fin de conocer de forma mas especifica los efectos directos producidos (Soltys et
al., 2013; Weir et al., 2004).

Podemos encontrar metabolismos productores de alguna molécula con efecto
alelopético en la mayoria de las plantas, moléculas presentes en cualquier parte de
estas: sus semillas, raices, tallos, hojas, inflorescencias, flores o frutos, y estas
moléculas pueden ser o no liberadas al medio. Tal como se muestra en la Figura 1,
algunas plantas liberan al medio estos metabolitos secundarios en forma de exudados
radiculares (catequinas o sorgoleona), otras los acumulan en su parte aérea (acido p-
hidroxibenzoico, o &cido p-cumarico), y pueden ser liberados a la atmosfera como
volatiles (jasmonato de metilo o alfa-pineno), o liberados en el suelo tras su caida y
descomposicion o lixiviacion (quercetina, DIMBOA o juglona). La forma en la que son
liberados va a influir en su método de extraccidon, como la extracciéon mediante solventes
organicos con aplicacion de calor, agitacion o ultrasonidos (Alvarez-lglesias et al., 2012).
Una vez aislado e identificado, este material bioldgico podra ser utilizado en bioensayos
para evaluar la actividad relativa de la sustancia obtenida y compararla con otra
sustancia estandar de actividad conocida (Webster, 1980).
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Figura 1: Modo de liberacion de aleloquimicos al medio. (Weir et al., 2004)

Entre los aleloguimicos liberados al medio como volatiles encontramos el metil-
jasmonato, con propiedades estimulantes del crecimiento, o el alfa-pineno, con
propiedades analgésicas, nombrados en la anterior figura, y, también encontramos los
aceites esenciales, algunos de ellos con potencial fitotdxico, que permiten su uso como
bio-herbicidas.

2.2. Aceites esenciales

2.2.1. Generalidades de los aceites esenciales

Los aceites esenciales son mezclas de componentes volatiles, productos del
metabolismo secundario de las plantas. Son compuestos no grasos, volatiles, ligeros e
intensamente aromaticos. En cuanto a sus propiedades fisicas, se caracterizan por su
aspecto oleaginoso, generalmente de densidad menor a la del agua, su viscosidad, su
actividad optica y su indice de refraccion, que sera caracteristico para cada aceite
esencial y se modifica al ser diluido o0 mezclado con otras sustancias (Martinez, 1996;
Ortufio, 2006).

No todas las plantas contienen aceites esenciales y, ademas, no todas las que los
contienen lo hacen con una concentracién suficiente para ser aprovechables. Alrededor
de 60 familias botanicas son conocidas como productoras de aceites esenciales, aunque
unas familias son mas ricas en plantas productoras que otras, como son las familias:
Apiaceae, Asteraceae, Lamiaceae, Rutaceae, Liliaceae, Magnoliaceae, Cupressaceae,
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Pinaceae, Hypericaceae, Fabaceae, Malvaceae, Myrtaceae y Oleraceae (Frabboni et
al., 2019).

Los aceites esenciales se pueden obtener de diversas partes de las plantas, como sus
hojas, raices, tallo, frutos, semillas, rizomas, flores o brotes, entre otros, almacenandose
en estructuras especificas dentro de las plantas, dependiendo de la familia o especie
encontraremos unos u otros tipos de estructuras de almacenamiento. Cada tipo de
célula de almacenamiento de las plantas producira diferentes tipos de aceites
esenciales, por ello, aunque sean obtenidos de la misma planta, su composicién quimica
puede variar dependiendo de la parte de la planta de la que se extraen (International
Federation of Aromatherapists, 2021). Entre las posibles estructuras secretoras de
aceites esenciales se encuentran células, cavidades, ductos y glandulas secretoras,
tricomas glandulares y células epidérmicas.

Cada planta es capaz de producir aceites esenciales en diferentes partes de su
fisiologia, tal como se muestra en la Tabla 1, donde también observamos algunas
plantas capaces de generar distintos aceites esenciales en diferentes partes, como el
pino en sus aciculas y su madera, la nuez moscada en sus semillas y sus frutas o el
pachuli en hojas y flores.

Tabla 1: Material vegetal que contiene los aceites esenciales. (Tongnuanchan y Benjakul,
2014)

Material Planta productora de aceites esenciales
vegetal
Albahaca, laurel, canela, salvia, eucalipto, hierba limén, citronela,
Hojas , melaleu?a, me.nta,.oréga.no, pachuli, pipo, rqmero, hier,bab,uena,
arbol de té, tomillo, lima, ajedrea, estragon, mirto de limén, arbol de
té de limdn, Lantana.
Semillas Almendra, anis, cardamomo, alcarav?a, gpig, cilantro, comino, nuez
moscada, perejil, hinojo.
Corteza Amyris, cedro del Atlas, cedro del Himalaya, alcanfor, palo rosa,
sandalo, mirto, guayaco.
Bayas Pimienta de Jamaica, enebro.
Resina Incienso, mirra.
Flores Tanaceto azul, manzanilla, salvia, clavo, comino, geranio, jazmin,
lavanda, mejorana, naranja, rosa, bacarias, palmarosa, pachuli.
Piel del fruto Bergamota, pomelo, lima, limén, naranja, mandarina.
Raiz Jengibre, circuma, valeriana, nardo, angélica.
Frutos Nuez moscada, pimienta negra.

2.2.1.1. Composicion

Los aceites esenciales son mezclas complejas de compuestos naturales volétiles, tales
como terpenos (monoterpenos y sesquiterpenos), compuestos aromaticos (aldehidos,
alcoholes, fenoles...) y terpenoides (isoprenoides) (Tongnuanchan y Benjakul, 2014).
La composicion de estos aceites esenciales se ve afectada por aspectos fisiol6gicos
como el estado de desarrollo de los érganos vegetales, ciclo de actividad de los
polinizadores, tipo de material vegetal, tipo de estructura secretora, variacion estacional
y dafios quimicos o mecanicos sufridos por la planta; condiciones ambientales como el
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clima, contaminacion, enfermedades y plagas, factores edaficos; variaciones
geograficas, factores genéticos y evoluciébn y condiciones de almacenamiento
(Figueiredo et al., 2008).

2.2.1.2. Clasificacion

Martinez (1996), realiza la clasificacion de los aceites esenciales siguiendo diferentes
criterios, como son su consistencia, su origen y la naturaleza quimica de sus
componentes mayoritarios.

Atendiendo a la naturaleza de los aceites esenciales, estos se clasifican como:

— Esencias fluidas: liquidos muy volatiles a temperatura ambiente, entre los que
encontramos esencias de albahaca, caléndula, citronela, romero, tomillo, menta,
salvia o limon.

— Balsamos: compuestos de consistencia mas espesa, poco volatiles y propensos
a sufrir reacciones de polimerizacién, como el balsamo de copaiba, balsamo del
Peru, Benjui o balsamo de Told.

— Oleorresinas: liquidos muy viscosos 0 sustancias semisélidas que poseen el
aroma de las plantas en forma muy concentrada, entre ellos se encuentran el
caucho, gutapercha, chicle, balata, oleorresina de paprika, de pimienta negra o
la pimienta de clavero.

De acuerdo con su origen, los aceites esenciales se clasifican como:

— Naturales: obtenidos directamente de la planta, no sufren modificaciones fisicas
ni quimicas posteriores, son costosos y de composicion variada.

— Artificiales: obtenidos mediante el enriquecimiento de la misma esencia con uno
o0 varios de sus componentes, entre ellos encontramos mezcla de esencias de
rosa, geranio y jazmin enriquecida con linalool, o la esencia de anis enriquecida
con antol.

— Sintéticos: obtenidos por la combinacibn de sus componentes, que
frecuentemente son producidos por procesos de sintesis quimica. Son los mas
econémicos y muy utilizados como aromatizantes y saborizantes, como las
esencias de vainilla, limén o fresa.

Para poder clasificar los aceites esenciales desde el punto de vista quimico debemos
centrarnos en sus componentes mayoritarios dada su compleja composicion a base de
diferentes tipos de sustancias. En base a esto podemos hacer una clasificacién general
donde encontramos:

— Aceites esenciales monoterpenoides: aquellos ricos en monoterpenos, entre los
que se encuentran la hierbabuena, albahaca o salvia.

— Aceites esenciales sesquiterpenoides: aquellos ricos en sesquiterpenos, como
la copaiba, pino o junipero.

— Aceites esenciales fenilpropanoides: aquellos ricos en fenilpropanos, entre ellos
encontramos el clavo, canela o anis.

2.2.1.3. Métodos de extraccion

A la hora de elegir el método de extraccion del aceite esencial adecuado se debe tener
en cuenta la variedad del material vegetal, la parte de la planta empleada y la estabilidad
del aceite que se desea obtener para asi poder conseguir la calidad deseada del
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producto final. La extraccién podré realizarse mediante métodos directos, destilacion o
extraccion con solventes (Angulo, 2014).

Los métodos directos se utilizan principalmente sobre los citricos, ya que sus aceites se
encuentran en la corteza de la fruta y el calor de las destilaciones podria alterar su
composicion. Como métodos directos principales se encuentran la extrusién o raspado
para la obtencion de aceites esenciales de citricos, y la exudacion para la obtencion de
gomas, resinas y balsamos de arboles y arbustos.

La destilaciébn permite separar las sustancias volatiles por calentamiento, ya que la
vaporizacion del aceite ocurre a menor temperatura que la del punto de ebullicion del
agua, después se va a enfriar este vapor para condensarlo y reducirlo de nuevo a
liquido. Mediante este método se obtienen aceites esenciales y aguas arométicas,
distinguiéndose diferentes procedimientos como la destilacién por arrastre con vapor de
agua, la hidrodestilacion, la destilacién agua-vapor o agua-vapor humedo, la destilacion
previa maceracion, la destilacién al vacio y la destilacion molecular.

Las caracteristicas de la extraccion con solventes van a depender del tipo de solvente
utilizado, distinguiéndose los siguientes tipos de extraccion:

— Extraccién con solventes volétiles: se emplean disolventes organicos que
permiten trabajar a bajas temperaturas evitando la destruccion y alteraciéon
guimica de los componentes del aceite. Se utiliza a escala de laboratorio
obteniendo infusiones y resinoides alcohdlicos, concretos y absolutos.

— Extraccién con solventes fijos: se utilizan grasas y aceites calientes, donde se
sumergen los pétalos de flores para después extraer las esencias con alcohol,
obteniendo asi absolutos de pomadas y de enflorados.

— Extraccién con fluidos en estado supercritico: se utilizan sustancias quimicas,
como el diéxido de carbono, en condiciones especiales de temperatura y presion
sobre el material vegetal. Este método se ha utilizado como innovacién en la
obtencién de especias naturales ya que mejora la relacion calidad/precio de los
alimentos.

— Enfloraciéon o enfleurage: se emplea para la extraccion de esencias de flores
delicadas, sensibles al calor y costosas como las rosas, jazmin, azahar, acacia,
violeta y algunas resinas como la mirra mediante el contacto de los pétalos
frescos con grasa y un posterior tratamiento con alcohol y destilado.

2.2.2. Usos de los aceites esenciales

Los aceites esenciales llevan empleandose desde hace mas de 3.500 afios, en sus
inicios se utilizaban como elementos curativos, cicatrizantes e incluso protectores de
malos espiritus asociados a rituales religiosos. Gracias a sus propiedades analgésicas,
calmantes, antiinflamatorias, estimulantes, regeneradoras, cicatrizantes, tonificantes y
bactericidas se han usado de forma tradicional en el desarrollo de productos
farmacéuticos, perfumes y cosméticos, insecticidas o como condimento alimenticio
(Dufort, 2017).

La aplicacién de las plantas y sus beneficios en farmacologia no es nueva, antes del
uso de los medicamentos ya se aprovechaba la actividad terapéutica de las plantas,
aunque las ultimas tendencias sociales mas concienciadas con la crisis climatica
apuestan de nuevo por los ingredientes naturales, dando fuerte importancia a la
aromaterapia y el uso de aceites esenciales, aplicable en patologias viricas, dolores
musculares y articulares, alergias, varices, problemas circulatorios, picaduras de
insectos, malas digestiones, irritaciones... (“La guia de tres farmacéuticas para usar
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(bien) los aceites esenciales”, 2019). La busqueda de nuevas aplicaciones de aceites
esenciales ya conocidos es continua, como la actividad antibacteriana y antiinflamatoria
de diversos aceites esenciales como el orégano, el tomillo, la canela, el clavo o la
naranja dulce, que se ha estudiado in vitro frente a microorganismos como
Propionibacterium acnes, Staphylococcus aureus o Staphylococcus epidermidis para el
desarrollo de productos contra el acné como geles, lociones o colutorios (Torrenegra et
al., 2015; Matiz et al., 2015; Juérez et al., 2010). También se estudia el potencial
citotoxico de aceites esenciales de plantas como el cordoncillo (Piper donnell smithii,
Piper peltatum y Piper diandrum) para el desarrollo de productos farmacéuticos (Rivera,
2008).

En cosmética natural, los aceites esenciales se presentan como aliados que prometen
conseguir tratamientos mas asequibles econémicamente y mas respetuosos con la piel
gracias a su aporte de acidos grasos y vitaminas A, E, D y B, que permiten retrasar los
efectos del envejecimiento y reducir la apariencia de manchas, arrugas, acné, sequedad
o celulitis, entre otros. Emulsiones con fines antibacterianos, humectantes o
conservantes a partir de aceites esenciales de plantas como orégano, tomillo o limén se
estudian para el desarrollo de nuevos cosméticos que puedan unirse a otros
compuestos ampliamente conocidos por sus aplicaciones en cosmética, como el aceite
de argan, el aceite de arbol del té, aceite de coco, aceite de semillas de uva o aceite de
rosa mosqueta (Medina y Bautista, 2015; Cabrera, 2020; Fernandez, 2020).

El uso de productos quimicos sintéticos para el control de insectos es cuestionado por
sus efectos con el medio ambiente y la salud humana. Los aceites esenciales pueden
ser la soluciobn como una alternativa natural y mas respetuosa con el medio ambiente al
uso de insecticidas. Plantas del género Cymbopogon como la citronela, la palma-rosa o
el “lemon-grass” se han usado tradicionalmente para repeler mosquitos en regiones de
la Amazonia boliviana, y otras familias de plantas como melaleuca o Eucalyptus poseen
plantas con aceites esenciales prometedores como repelentes (Saiz, 2018). También
se han estudiado otros aceites esenciales con capacidades insecticidas contra larvas y
adultos de diferentes especies de mosquitos, como los aceites esenciales de curcuma,
cajeput (melaleuca) y artemisa, cuya accion insecticida ha sido verificada sobre larvas
del mosquito Aedes aegypti (Leyva et al., 2008), o los aceites de citronela, eucalipto y
clavo, ensayados sobre hembras adultas de las especies de insectos Aedes aegypti y
Anopheles albimanus, obteniéndose resultados positivos y mayores mortalidades de los
insectos con el aceite esencial de citronela (Castro et al., 2013).

El uso alimentario de los aceites esenciales se da en condimentos potenciadores de
olores y sabores en los alimentos, empleando algunos como la canela, el cardamomo,
el jengibre, el neroli 0 el orégano, o potenciadores en infusiones, con el boldo, el cedro,
la salvia amarga, la menta poleo o el romero, que pueden tomarse en infusién pero son
téxicos si se emplean directamente sobre los alimentos (“Aceites esenciales como
conservantes y potenciadores productivos”, 2019), o su aplicacion a los alimentos como
antioxidantes, que permiten inhibir la oxidacién de lipidos y otros compuestos como
vitaminas. Otros aceites se emplean en el desarrollo de envases activo para la
conservacion de productos alimenticios, aprovechando sus propiedades
antimicrobianas, como en el caso del romero, y antioxidantes, como el clavo, el tomillo
o la citronela, para conservar productos carnicos y pesqueros (Tongnuanchan y
Benjakul, 2014).

También se investiga su uso en nutricion animal, como el aceite esencial de canela
empleado para la mejora de las producciones gracias a sus propiedades mejorantes de
la palatabilidad y digestibilidad, la regulacion de la flora intestinal y sus efectos
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antioxidantes enzimaticos (“Aceites esenciales como conservantes y potenciadores
productivos”, 2019).

Otras aplicaciones son mas recientes, como el estudio del efecto fitotéxico de los aceites
esenciales de algunas plantas, que, aunque ya lo observo tiempo atras Muller (1986) al
comprobar la ausencia de plantas anuales en los alrededores de arbustos aromaticos,
su importancia ha crecido en los ultimos afios con el interés del desarrollo de herbicidas
de origen natural. Asi mismo ocurre con su utilizacion como biopesticidas o insecticidas
naturales en la agricultura.

2.2.2.1. Los aceites esenciales en la agricultura

Aceites esenciales como fungicidas de origen natural

Los hongos fitopatégenos son los microorganismos patoldgicos que mas enfermedades
pre y postcosecha causan en la agricultura, afectando principalmente a cereales,
leguminosas, hortalizas y frutas, ocasionando dafios econémicos y poniendo en riesgo
la disponibilidad de alimentos y la seguridad alimentaria (Arribas, 2018). Los hongos
causantes del deterioro y la produccién de productos frescos y almacenados mas
comunes pertenecen a las especies Alternaria, Botrytis, Colletotrichum, Penicillium,
Fusarium, Mucor, Phomosis y Rhizopus, y los fungicidas sintéticos son, hasta la fecha,
los mejores aliados en contra de estos enemigos, pero dados los problemas
medioambientales y de salud publica que producen se han investigado métodos
biolégicos para su control.

Arribas (2018), ha evaluado los aceites esenciales de citronela, melisa y sdndalo como
posibles agentes de biocontrol de Alternaria, Aspergillus, Botrytis, Fusarium vy
Penicillium, obteniendo resultados positivos para el control in vitro, principalmente para
control de Penicillium, al contrario que con Fusarium, donde ninguno de los aceites
proporciond un control aceptable. La podredumbre gris (Botrytis cinerea) también se ha
tratado de controlar con aceite esencial de jengibre, donde Flores (2017), determiné que
la formulacion con la mejor actividad antifangica fue la dosis del 4% de aceite esencial.

Los aceites esenciales de eucalipto y cascara de naranja se han probado en laboratorio
como fungicidas contra Absidia spp. y Fusarium oxysporum (Alzate et al., 2009),
obteniéndose resultados positivos con el eucalipto frente a los tres hongos y, con menor
efectividad, la naranja, controlando tan solo el hongo Trichoderma harzianum. También
se ha investigado la posibilidad de controlar el hongo Aspergillus flavus y la produccién
de aflatoxinas en nuez moscada con los aceites esenciales de canela y orégano, donde
ambos pudieron controlar el hongo, aunque en la produccién de aflatoxinas se observé
mayor inhibicion mediante el aceite de canela que con el de orégano (Garcia-Camarillo
et al., 2006). Actualmente existen productos de aceite de clavo registrados como
fungicidas de control sobre el hongo Gloeosporium spp. en manzanas, membrillos y
peras (Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion).

Aceites esenciales como herbicidas de origen natural

Diversas plantas productoras de aceites esenciales ya conocidas por sus
aprovechamientos naturales se han vuelto a estudiar buscando posibles efectos
fitotoxicos para asi sustituir o, al menos, reducir el uso de herbicidas sintéticos. Algunos
aceites son capaces de inhibir la germinacion de las semillas de malas hierbas, como
en el caso del aceite esencial de lavanda, donde se ha comprobado su capacidad de
reduccion de la germinacion de malas hierbas como Amarantus retroflexus L., Sinapis
arvensis L. o Lolium spp. (Campiglia et al., 2007). El aceite esencial de eucalipto
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también causa la disminucion de la germinacién de malas hierbas, pero ademas,
aplicandolo sobre plantas adultas ocasiona lesiones en el follaje de estas (Batish et al.,
2008), y es capaz de inhibir el brote de la patata (Gémez-Castillo et al., 2013), para este
uso encontramos registrado un producto de aceite esencial de menta, capaz de evitar
la brotacion en patatas de consumo (Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion,
2021); otro ejemplo de fitotoxicidad lo encontramos en el aceite esencial del orégano,
causante de la reduccion de la germinacion de semillas e inhibidor del crecimiento de
Matricaria chamomilla L. (Frabboni et al., 2019).

En este estudio se evallan las capacidades de los aceites esenciales de cedro, pinoy
abeto como agentes de control biol6gico de diferentes especies de malas hierbas, se
han elegido estos aceites tras revisar su bibliografia, donde podemos ver que existen
indicios de su capacidad fitotoxica.

El aceite esencial de pino (Pinus sylvestris L.) ha sido estudiado y desarrollado
comercialmente como un bio-herbicida de éxito en la agricultura ecoldgica, producido a
una concentracion del 10% de esencia de pino proporciona un control eficiente sobre
Polygonum persicaria L., Solanum nigrum L., Amaranthus spp., Digitaria sanguinalis (L.)
Scop., Silene gallica L., Spergula arvensis L., Veronica spp., Coronopus didymus (L.)
Sm., Cerastium Glomeratum Thuill., Rumex spp., Anagallis arvensis L. y Taraxacum
spp. (James et al., 2002). Young (2004) también ha investigado la capacidad fitotéxica
del aceite comercial de pino sobre el follaje de plantas, obteniendo resultados positivos
en las especies de Hordeum murinum L., Taeniatherum caput-medusae (L.) Neviski,
Avena barbata Pott. ex Link., Vicia sativa L., Erodium botrys (Cav.) Bertol., Centaurea
solstitialis L., Bromus hordeaceus L. y Plantago major L. En cambio, sobre las especies
de Portulaca oleracea, Lolium multifiorum, y Echinochloa crus-galli no se han encontrado
efectos significativos de fitotoxicidad producida por este aceite (Ibafiez y Blazquez,
2019b).

Otras especies pertenecientes a la familia Pinaceae también han sido estudiadas como
fuente de aceites esenciales con posible potencial fitotéxico, dentro del género Pinus
encontramos los estudios de Amri et al. (2012, 2013, 2017), que han investigado el
control que ejercen los aceites esenciales de Pinus pinea Linn., Pinus halepensis Miller.
y Pinus nigra L. en la germinacién y vigor de las semillas y crecimiento de las plantulas,
comprobandose el control de los aceites esenciales de diferentes 6rganos de Pinus
pinea Linn. y Pinus halepensis Miller. a ciertas dosis sobre las especies de Sinapis
arvensis L., Lolium rigidum Gaud. y Raphanus raphanistrum L., y los aceites esenciales
de las aciculas y los conos masculinos de Pinus nigra L. ocasionan fitotoxicidad sobre
las especies de Phalaris canariensis L., Trifolium campestre Shreb. y Sinapis arvensis
L.

Aceites esenciales como insecticidas de origen natural

Los insectos fitdfagos suponen menos del 3% de la diversidad de los insectos, y en
ecosistemas naturales se encuentran en equilibrio mediante enemigos naturales que
mantienen sus poblaciones reguladas. En los sistemas agricolas este equilibrio se
altera, lo que hace que algunas especies aumenten excesivamente su poblacion
manifestandose como plagas, causando pérdidas en los cultivos, gastos excesivos en
las medidas de control y residuos de insecticidas en las cosechas que pueden tener
efectos nocivos sobre la salud de los consumidores (Vazquez, 2012).

Se ha comentado ya la posibilidad de utilizar algunos aceites esenciales como
repelentes de insectos de forma doméstica, también existen aceites esenciales
responsables de la mortalidad de insectos, permitiendo el control de diferentes plagas
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de forma natural y especifica. Se ha comprobado la toxicidad de diferentes aceites
esenciales sobre pulgones, causantes de dafios directos en las plantas por su
alimentacién y de dafios indirectos como vectores de importantes virosis (Canté-Tejero
et al., 2017), los aceites de comino, anis, orégano y eucalipto han demostrado su
toxicidad sobre el pulgén del algoddn (Isman, 2000) o el efecto repelente de aceites
esenciales de salvia, lavanda y tomillo sobre el pulgén de la avena (Santana et al., 2012).
Actualmente existen productos con aceite esencial de naranja registrados como
insecticidas contra trips, escarabajo, mosca blanca o acaros y productos de aceite
esencial de colza registrados contra &caros, pulgones y cochinillas (Ministerio de
Agricultura, Pesca y Alimentacion).

2.2.3. Aceite esencial de cedro

2.2.3.1. Cedrus deodara

Cedrus deodara (D. Don) G. Don o cedro del Himalaya es una especie perteneciente al
género Cedrus, incluido dentro de la familia Pinaceae. Es originaria de Asia, distribuida
por la Cordillera del Himalaya, a lo que debe su nombre vernaculo, en alturas de 1.200
a 3.900 metros de altitud. Se encuentra de forma general plantado en espacios amplios
como areas verdes, plazas y parques, muy adaptable ya que soporta exposiciones
totales al sol, de semisombra y de sombra, no lo dafia el frio y puede tolerar heladas no
muy intensas.

Es una conifera de gran tamafio, de porte piramidal cuando es joven cuya copa toma
una forma plana con ramificaciones horizontales cuando madura (Figura 2.A). A los 25
afios alcanza su altura maxima, que normalmente oscila entre los 40 y 50 metros,
pudiendo llegar a los 60 metros de forma excepcional. Su tronco es cilindrico y ronda
los 3 metros de diametro, con una corteza lisa y de color ceniza cuando es joven (Figura
2.B). Sus ramas son horizontales y ligeramente colgantes, la copa se inclina al ir
avanzando en edad. Sus aciculas son de color verde grisaceo, con longitudes entre los
2,5y los 5 cm y una anchura de 1 mm, aparecen en grupos, dando como resultado un
follaje bastante denso. Sus pifias son grandes, con longitudes entre 7 y 13 cm, vy
anchuras de 5 a 9 cm, con forma de barril (Figura 2.C), cuando maduran se desintegran,
dejando que sus semillas aladas se dispersen. Es un arbol de crecimiento rapido y
mucha longevidad (Missouri Botanical Garden).

Las hojas de este arbol se emplean como condimento para comidas y bebidas y como
tratamiento de relma, diabetes, cancer, dolores estomacales e inflamaciones. Los
extractos de su madera y corteza se emplean con objetivos médicos, y los extractos de
sus raices como medicamento contra Ulceras (Kumar, 2019).
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Figura 2: Organos aéreos de Cedrus deodara (A), corteza (B) y pifia (C) (A: Grandmont,
2007, B: Alamy, C: Portillo, 2008).

2.2.3.2. Generalidades de los aceites esenciales de cedro

El aceite esencial de Cedrus deodara puede extraerse mediante destilacién por arrastre
de vapor o hidrodestilacién desde diferentes érganos como sus cortezas, raices u hojas
para aprovechar sus diferentes propiedades (Kumar, 2019). Entre ellas encontramos la
capacidad insecticida del aceite procedente de su corteza, comprobada sobre plagas de
almacén como el gorgojo del arroz (Singh et al., 1989), moscas domésticas o
lepidopteros como Plutella xylostella L. (Chaudhary et al., 2011); la capacidad
antioxidante y antimicrobiana del aceite esencial procedente de sus aciculas (Zeng et
al., 2012), la capacidad antifiingica del extracto de aceite de corteza de cedro sobre
varias especies de Aspergillus, entre ellos Aspergillus flavus o Aspergillus sydowii
(Chaudhary et al., 2012), o la capacidad antiinflamatoria del aceite esencial proveniente
de su madera, debida a la actividad estabilizadora de membranas (Shinde et al., 1999).

Como ya se ha mencionado, la composicién de un aceite esencial va a depender no
solo de la especie de la que procede y el érgano del que se extrae, también van a
interferir su edad, sanidad, nutricion y método de extraccién, entre otros. Teniendo esto
en cuenta, la composicion determinada por Chaudhary et al., (2011), para el aceite
esencial de cedro obtenido de su corteza por hidrodestilacién, con un rendimiento del
0,98% (p/p peso seco), se han obtenido las fracciones de pentano, acetonitrilo, atlantona
enriquecida y cromatografico enriquecido con himachaleno, con un total de 40
compuestos a partir de estas fracciones usando andlisis de Cromatografia de Gases
(GC) y Cromatografia de Gases/Masas (GC-MS). Los pentanos son el grupo mas
grande, dentro del que se encuentran el 90,89% de los componentes del aceite, entre
ellos se incluyen 11 hidrocarburos sesquiterpénicos y 16 sesquiterpenos oxigenados.
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2.2.4. Aceite esencial de abeto

2.2.4.1. Abies sibirica

La especie Abies sibirica Ledeb., perteneciente al género Abies, dentro de la familia
Pinaceae, se conoce de forma comin como abeto siberiano, es un arbol originario de
Siberia, presente desde la zona norte de Europa hasta el este de Asia, de clima frio
boreal, soportando temperaturas por debajo de -50°C, necesita suelos humedos con
buena adaptacién a texturas arenosas, francas, arcillosas y muy arcillosas por su
capacidad para mantener la humedad, nada exigente en cuanto a luminosidad,
adaptandose desde lugares sombrios hasta aquellos de exposicion directa al sol, se
encuentra presente en montafias o rios en alturas de 1.900 a 2.400 metros de altitud
(Pérez, 2012).

Arbol perenne que puede alcanzar los 35 metros de altura (Figura 3.A) y su tronco el
metro de didmetro, su corteza es lisa, de color pardo grisaceo (Figura 3.B). Ramificacion
verticilada, con ramas brillantes de color gris amarillento, sus hojas son lineares,
aplanadas, ascendentes y discoloras, con dos bandas estomaticas grisaceas. Posee
estrobilos femeninos cilindricos, de 5 a 10 cm de largo y alrededor de 3 cm de diametro.
en la parte superior de la copa (Figura 3.C), con escamas tectrices inclusas y escamas
seminiferas caducas que se desarticulan del raquis (Amman, 1999).

Es una especie muy presente en China, su madera se utliza como material de
construccion, elaboracién de muebles y como fuente del aceite esencial de abeto de
Siberia, con usos medicinales, insecticidas, bactericidas y calmantes (Pérez, 2012).

Figura 3: Organos aéreos de Abies sibirica (A), corteza (B) y pifias (C) (A: Crusier,
2010, B: Groshev, 2000, C: Mesterhazy).

2.2.4.2. Generalidades de los aceites esenciales de abeto

El aceite esencial de Abies sibirica se obtiene mediante destilacion por arrastre de vapor
desde sus aciculas y ramas. Matsubara et al., (2011), han estudiado el potencial de este
aceite como reductor del nivel de excitacion provocada tras la prolongada exposicion de
la vista a monitores de computadoras o pantallas de visualizacion de datos (VDT),
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frecuentemente ocasionada en el trabajo. También se ha estudiado la actividad biolégica
del aceite esencial de las hojas de abeto, donde se han comprobado sus propiedades
antioxidantes (Polyakov et al., 2014), su actividad fungicida sobre hongos aislados de
manzanas y verduras, obteniéndose los mejores resultados entre los 4 y 7 dias
posteriores a la incubacion sobre Aspergillus flavus, Clonostachys rosea f. catenulata y
Penicillium roquefortii (Surviliené et al., 2019), o su actividad insecticida sobre larvas de
Spodoptera littoralis o rosquilla negra (Pavela, 2005) sobre larvas y adultos de Musca
domestica 0 mosca comun (Pavela, 2008), o sobre Dermanyssus gallinae o acaro rojo
de las patatas (George et al., 2010), entre otros.

La composicion del aceite esencial de Abies sibirica ha sido estudiada por varios
autores, teniendo en cuenta las variaciones propias del desarrollo de la planta y la
obtencion del aceite esencial, podemos diferenciar entre la composicion del aceite
esencial de sus aciculas, con un 25-35% de acetato de bornilo, 10-22% de alfa-pineno,
5-15% de delta-careno, 15-26% de canfeno, ademas de cineol, limonero, beta-pineno,
alfa terpineol y borneol, la composicién del aceite esencial de sus ramas, con un 34-
38% de acetato de bornilo, 17-19% de canfeno, 11% de carene, 8% de alfa-pineno, y la
composicion del aceite esencial de su corteza, con un 24% de alfa-pineno, un 20% de
acetato de bornilo,un 12% de beta-pineno, ademas de capeno, cariofileno (Chernyaeva
y Barakov, 1983).

2.2.5. Aceite esencial de pino

2.2.5.1. Pinus sylvestris

El Pinus sylvestris L., conocido como pino silvestre, pino albar, pino rojo o pino del norte,
es una especie perteneciente al género Pinus, dentro de la familia Pinaceae, es un arbol
originario de Suecia, ampliamente distribuido por el mundo formando un inmenso
cinturén forestal poblando los grandes bosques boreales, probablemente en arbol méas
extendido por todo el mundo, tanto de forma natural como por su presencia en las
repoblaciones. En la Peninsula Ibérica se posiciona como el segundo arbol mas
extendido, por detras del pino resinero, extendido de forma natural en la mitad norte y
las zonas montafiosas del centro y este, y repoblado en otras muchas zonas. Su amplia
distribucion se debe a su buena adaptacion al clima frio y himedo propio del norte y de
las zonas montafiosas del sur, no soporta la sequia, necesitando unas precipitaciones
suficientes, indiferente al tipo de suelo y propio de altitudes entre los 1000 y 2000 metros
sobre el nivel del mar.

Es un arbol de gran porte capaz de alcanzar los 40 metros de altura, de copa piramidal
(Figura 4.A). Su tronco es grueso, caracterizado por el tono anaranjado de color salmén
que adquiere su parte superior (Figura 4.B), al retirar la parte gruesa de su corteza, la
parte interna es de aspecto papiraceo. Sus hojas son de tonos azulados, aciculares, que
salen de grupos de dos con entre 2 y 6 cm de largo. Sus pifias son pequefias, con
larguras de entre 3y 6 cm y aparecen sentadas sobre las ramillas o unidas a ellas con
un rabillo muy corto (Figura 4.C). Sus pifiones son de tamafio muy pequefio, provistos
de un ala que facilita su dispersion tras la apertura de la pifia madura.

Posee una madera de gran calidad, confiriéndole a esta especie importancia econémica
ya que produce fustes largos con pocos nudos muy adecuados para la construccion,
elaboracion de materiales como tableros, vigas... Ademas, produce aceites esenciales
y resinas empleados en medicina tradicional y alternativa por sus propiedades
antisépticas y sus beneficios contra afecciones pulmonares, y en la industria quimica
como aromatizantes desinfectantes (Arbolapp, 2020).
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Figura 4: Organos aéreos de Pinus sylvestris (A), corteza (B) y pifias (C) (A: Prazak,
2006; B: Arbolapp, 2020; Arbolapp, 2020).

2.2.5.2. Generalidades de los aceites esenciales de pino

El aceite esencial de Pinus sylvestris se obtiene por arrastre de vapor de sus agujas y
conos, se ha estudiado ampliamente en diferentes ambitos. En medicina, Lazutka et al.
(2001) han estudiado la capacidad genotéxica del aceite esencial de agujas de pino
silvestre sobre linfocitos humanos, obteniendo toxicidad sobre estos, también se ha
estudiado su selectividad sobre células de cancer de mama, demostrandose cierto
potencial como agente quimiopreventivo o quimioterapéutico (Hoai et al., 2015), el aceite
esencial de sus conos se ha investigado para demostrar sus propiedades antioxidantes
(Yang et al.,, 2010); el uso de estos aceites en el ambito de la agricultura se ha
mencionado ya en el apartado 2.2.2.1. Los aceites esenciales en la agricultura, donde
se habla de su capacidad como bioherbicidas de origen natural, pero también se ha
estudiado su capacidad insecticida, como Fayemiwo et al., (2014), que han demostrado
su capacidad larvicida sobre mosquitos; o su capacidad inhibitoria sobre bacterias,
hongos y virus, obteniendo control sobre Bacillus cereus, Micrococcus luteus,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, y Escherichia coli, pero no sobre
ninguno de los hongos estudiados (Chao et al., 2000).

El aceite esencial obtenido por arrastre de vapor de aciculas de Pinus sylvestris
analizado por Ustun et al. (2006) lo forman 43 componentes, los mayoritarios son alfa-
pineno (19-57%), canfeno (6-11%) y beta-pineno (3-17%). El aceite esencial obtenido
de los conos de Pinus sylvestris estudiado por Yang et al. (2010) contiene un total de 57
componentes identificados, los mayoritarios son alfa-pineno (20,92%), delta-limoneno
(15,75%), beta-pineno (4,91%) y trans-pinocarveol (4,76%).
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2.3. Malas hierbas

2.3.1. Generalidades de las malas hierbas

Las malas hierbas, mejor denominadas flora arvense o adventicia, son las plantas
asociadas a los cultivos que crecen donde no se desea que lo hagan. Estas se han
extendido de forma global, encontrando en cada parte del mundo flora aut6ctona junto
con otra que ha sido introducida procedente de otros lugares, de forma mas o menos
reciente.

Las principales caracteristicas de las malas hierbas son su alta capacidad de dispersion,
su gran persistencia y su alta competitividad, estas tres caracteristicas son las que
hacen que sean problematicas para los -cultivos, reduciendo su rendimiento,
interrumpiendo canalizaciones de agua e interviniendo en los procesos de cosecha y
comercializacion (Peralta y Royuela, 2019).

2.3.1.1. Clasificacion

Podemos organizar las malas hierbas segun su ciclo de vida, entendiendo este como el
periodo comprendido desde la germinacién de la semilla hasta la decrepitud y muerte
de la planta adulta, segun esto, y siguiendo la clasificacibn de Recasens y Conesa
(2009), podemos diferenciar entre plantas anuales, bienales y plurianuales.

Plantas anuales

La mayoria de malas hierbas presentan este ciclo de vida, son aquellas con un ciclo de
vida inferior a un afio. Su consistencia es herbacea, con una Unica forma de dispersién
mediante semillas y son capaces de adaptarse a muchos cultivos, especialmente a
aquellos de ciclo de vida también anual, como cereales de invierno, maiz, girasol, arroz
y cultivos horticolas. Dentro de este grupo se diferencian las especies de invierno y las
de verano, segun la época en la que inician su germinacion:

— Especies de invierno

Plantas anuales que inician su floracién entre los meses de otofio o invierno, contindan
con su desarrollo vegetativo y floracién durante la primavera y alcanzan su decrepitud a
principios de verano. Dentro de este grupo encontramos especies como Avena sterilis,
Lolium rigidum, Bromus diandrus o Phalaris minor.

— Especies de verano
Estas, al contrario que las de invierno, son las plantas anuales que inician su
germinacion a principios de primavera, muestran su desarrollo vegetativo durante el
verano y desaparecen en otofio. Aqui encontramos especies como Portulaca oleracea,
Salsola Kali, Digitaria sanguinalis o Echinochloa cruz-galli.

Plantas bienales

Dentro de esta categoria se incluyen las especies de plantas cuyo ciclo de vida tiene
una duracién ente uno y dos afios. Durante el primer afio se produce la germinacion y
desarrollo vegetativo de las plantas, dadndose durante el segundo afio su floracion y
fructificacion. Son de consistencia herbacea, generalmente germinan durante el invierno
o la primavera del primer afio, y a lo largo de este se desarrollan vegetativamente hasta
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conformar la estructura en roseta que les permita sobrevivir al siguiente invierno, salvo
casos de inviernos con temperaturas suaves, donde estas no cesan su desarrollo
vegetativo. Dentro de este grupo encontramos Picris echioides, Daucus carota, Conyza
sumatrensis o Cirsium vulgare.

Plantas plurianuales

En este grupo se encuentran aquellas plantas cuyo ciclo de vida es superior a dos afios.
Pueden ser herbaceas o lefiosas y se pueden distinguir dos tipos dependiendo cémo
pasan el invierno: perennesy vivaces. Las primeras son aquellas que siempre presentan
un érgano aéreo funcional, pueden ser herbaceas o lefiosas, como Medicago sativa,
Festuca pratensis o Lolium perenne; la vivaces son todas herbaceas y pierden
totalmente sus érganos aéreos durante el invierno, conservando yemas de renovacion
como organos subterrdneos en forma de rizomas, estolones, bulbos, tubérculos o
raices, en este grupo encontramos Sorghum halepense, Muscari neglectum, Cyperus
rotundus o Convolvulus arvensis.

2.3.1.2. Identificacion

Las malas hierbas que encontramos en agricultura son todas plantas vasculares, y
pueden agruparse de forma general en: Pteridofitas o helechos y Antofitas o plantas con
flores, dentro de las plantas con flores distinguimos monocotiledéneas y dicotiledéneas.
Para su identificacion contamos con tres grupos, que son los helechos, las
monocotiledoneas y las dicotiledéneas (Peralta y Royuela, 2019).

Helechos
Este grupo de plantas vasculares se reproduce por esporas que son producidas por los
esporangios, carecen de flores y semillas. Lo forman alrededor de 11.000 especies,

aungue no suelen presentar una gran incidencia como malas hierbas.

Monocotiledéneas

Las monocotiledéneas, cominmente llamadas malas hierbas de hoja estrecha,
comprenden alrededor de 50.000 especies del total de 250.000 de las especies
conocidas de plantas con flores, un ndmero bastante limitado, pero enormemente
competitivas en cultivos de cereales de invierno. En este grupo encontramos gramineas
como Alopechurus myosuroides, Avena fatua, Avena sterilis, Bromus spp. 0 Lolium
rigidum (vallico) y liliaceas como Muscari comosum.

Se caracterizan por sus flores, normalmente formadas por corola, androceo y gineceo,
un crecimiento secundario generalmente ausente, la nerviaciébn de sus hojas es
paralelinervia, sus raices son adventicias y se desarrollan a partir de nudos del tallo
sustituyentes de la radicula, sus semillas son de un Unico cotiledon y poseen haces
vasculares dispuestos por el tallo, sus granos de polen normalmente tienen una Unica
apertura y sus inflorescencias se encuentran en paniculas o espigas.

Dicotiled6neas

Este conjunto es mucho mas numeroso, lo conforman unas 200.000 especies, entre
ellas encontramos Anacyclus clavatus, Chenopodium album, Fumaria officinalis o
Rumex crispus.
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Las flores de las cotiledéneas normalmente estan formadas por céliz, corola, androceo
y gineceo, con crecimiento secundario a partir del cambium vascular, que produce la
madera y la corteza de las plantas lefiosas, la nerviacion de sus hojas es pinnada o
reticulada, con raiz principal desarrollada desde la radicula, semillas con dos hojas
embrionarias o cotiledones, haces vasculares formando anillos y granos de polen con
tres surcos o poros.

2.3.1.3. Métodos de control

Para obtener éxito en la produccion agricola se hace esencial el control de las malas
hierbas presentes en la explotacién. Este manejo debera ser planificado y estructurado
teniendo en cuenta consideraciones econdémicas y ecoldgicas y previsiones a corto y
largo plazo.

Los principales métodos de control de malas hierbas, segun Peralta y Royuela (2019),
se describen a continuacion:

— Métodos preventivos: aquellos con los que se pretende evitar la introduccién de
las especies arvenses. Aqui encontramos medidas legales, limpieza y vigilancia
de material de siembra, limpieza de maquinaria y margenes, evitar la entrada de
ganado de zonas infestadas y colocacién de filtros en sistemas de riego.

— Métodos agronémicos: aquellas operaciones culturales y de manejo de cultivo
gue van a tratar de impedir la aparicion de malas hierbas, tales como la rotacion
de cultivos, el empleo de cultivos y variedades adecuadas capaces de competir
con la flora arvense, adecuadas practicas agronémicas vigilando la fecha vy
densidad de siembra y la adecuada fertilizacion, entre otras, y el empleo de
coberturas vegetales vivas temporales o permanentes en cultivos lefiosos.

— Métodos mecanicos: empleo de laboreo y métodos fisicos para la eliminacion de
la flora arvense ya presente en la parcela como siega, solarizacion, radiaciones
microondas o ultravioleta y empleo de cubiertas inertes de empajado, cortezas,
serrin, y barreras estaticas mediante plasticos, cartén o papel.

— Métodos biolégicos: empleando organismos vivos para combatir las malas
hierbas, diferencidndose dos técnicas: la clasica, con animales herbivoros e
insectos, y la inundativa, mediante inoculacion de fitopatbgenos como hongos,
nematodos, bacterias o virus.

— Métodos quimicos: consisten en la utilizacién de herbicidas, que son compuestos
guimicos téxicos para alguna o todas las plantas, para la eliminacién de estas.

2.3.2. Especies vegetales empleadas en el estudio

A continuacion, se describen las especies de malas hierbas seleccionadas para la
realizacion de esta evaluacién de aceites esenciales, asi como la planta de tabaco que
hemos tomado como ejemplo de cultivo.

2.3.2.1. Linum usitatissimum L.

Linum usitatissimum L., conocido como lino, pertenece al género Linum, enmarcado
dentro de la familia Linaceae. Es una planta anual que florece y fructifica durante casi
todo el afo, originaria de Europa y el Cercano Oriente, con distribucién ruderal, de zonas
tropicales y bosques mixtos con predominio de pinos y encinos. Los tallos de sus fibras
se han empleado en la fabricacion de telas y papeles finos y sus semillas han servido
para la extraccion de aceite de melaza y para consumo medicinal y condimentos.
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Planta herbacea, de hasta un metro de altura, glabra o con muy pocos pelos, de tallo
erecto, estriado y, en ocasiones, ramificado cerca de la base y en la inflorescencia
(Figura 5.A). Sus hojas son alternas, sésiles, muy estrechas, puntiagudas, con una
largura maxima de 4 cm y con 1 o 3 nervios marcados (Figura 5.B). Sus inflorescencias
dispuestas en paniculas corimbiformes se encuentran en la punta de los talos,
acompafiadas de hojas mas pequefas. Poseen unas flores vistosas con 5 pétalos de
color azul o raramente blancos (Figura 5.C) que dan lugar a frutos en cdpsula globosa,
puntiaguda y a veces con pelillos, con generalmente 10 semillas comprimidas, de color
café a negruzcas (Hanan y Mondragon, 2009a).

Figura 5: Organos aéreos de Linum usitatissimum (A), hojas (B) y flor (C) (A: Cueto,
2014; B, Tenorio, 2000; C: Tenorio, 2000).

2.3.2.2. Lolium multiflorum Lam.

La especie Lolium multiflorum Lam. pertenece al género Lolium, dentro de la familia
Poaceae. Es una planta herbacea bienal, aunque también puede ser anual segun sus
variedades, originaria de Europa, cultivada para forraje en climas frios y humedos,
aungue en otras situaciones aparece como mala hierba conocida como ray-grass
italiano o vallico (Proyecto Anthos, 2012). Es una especie frecuente en prados en
altitudes superiores que aparece como mala hierba en cultivos posteriores a los
pastizales o en parcelas abonadas con materia organica de origen animal.

Planta glabra, de tallo erecto (Figura 6.A) de seccidn circular y base rojiza, con las hojas
largas y anchas de nervios bien marcados y envés muy brillante, con dos auriculas
largas y una ligula visible (Figura 6.B). Posee espiguillas sésiles de varias flores,
alternas, dispuestas en lados opuestos del raquis continuo (Figura 6.C); la primera
gluma esta ausente, sus lemas tienen forma redondeada en el dorso, aristadas obtusas
o sin arista. Sus semillas se diferencian del resto de vallicos por su tamafio mayor y por
poseer una arista (Swallen, 1955).
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Figura 6: Organos aéreos de Lolium multiflorum (A), insercion de la hoja en el tallo (B)
e inflorescencia (C) (A: Peralta y Royuela, 2019; B: Proyecto Anthos, 2012); C: Peralta y
Royuela, 2019).

2.3.2.3. Lolium perenne L.

Lolium perenne L. es una planta perenne perteneciente al género Lolium, enmarcada
dentro de la familia Poaceae, nativa de Europa, de cultivo extendido por totas las
regiones templadas del planeta para la produccién de forraje, conocida como ray-grass
inglés o vallico (Proyecto Anthos, 2012).

Su altura varia entre los 10 y los 80 cm, es de naturaleza cespitosa (Figura 7.A), con los
tallos lisos. Sus hojas tienen una ligula membranosa de hasta 2 mm y poseen auriculas
(Figura 7.B). Generalmente cuando es joven su vaina basal es de color rojizo.
Inflorescencia en espiga, con el raquis rojizo (Figura 7.C), sus espiguillas tienen una
sola gluma con longitud variable entre los 2/3 y el total de la longitud de la espiguilla,
posee entre 2 y 11 flores, sus lemas no son aristadas (Peralta y Royuela, 2019).

2.3.2.4. Rumex acetosella L.

Rumex acetosella L. es una especie perteneciente al género Rumex perteneciente a la
familia Polygonaceae, de origen euroasiatico, ampliamente distribuida por el mundo,
propia de pastizales secos silicicolas y frecuente en cultivos de avena y maiz (Peralta 'y
Royuela, 2019).

Planta herbacea perenne, generalmente dioica, con apariencia delicada y rizoma
reptante, sin pelos. Su tallo puede ser erguido o estar tendido en el suelo manteniendo
las puntas ascendentes, de color verde con toques rojizos (Figura 8.A). En el lugar
donde nace cada hoja, rodeando al tallo, se encuentra la Ocrea, translicida y
frecuentemente rojiza (Figura 8.B). Sus hojas son alternas, situadas sobre largos
peciolos de 1 a 10 cm de largo; de lamina oblonga eliptica o lanceolada de hasta 6 cm
de largo con dos pequefios I6bulos triangulares cerca de la base. Las hojas superiores
son més pequefias y carecen de I6bulos en la base. La inflorescencia la forman flores
diminutas, de color rojo o amarillo, dispuestas en finas paniculas en las puntas de los
tallos (Figura 8.C) (Hanan y Mondragon, 2009b).
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Figura 7: Organos aéreos de Lolium perenne (A), insercion de la hoja en el tallo (B) e
inflorescencia (C) (A: Proyecto Anthos, 2012; B: Peralta y Royuela, 2019; C: Emorsgate seeds,
2004).

Figura 8: Organos aéreos de Rumex acetosella (A), tallo con restos de 6crea (B) y
fructificacién (C) (A: Matson, 2008; B: Baskauf, 2021; C: Withman, 2004).

2.3.2.5. Silene inflata Sm.

Silene inflata Sm., también conocia como Silene vulgaris (Moench) Garcke subsp.
vulgaris (The plant list, 2010), es una especie perteneciente al género Silene, dentro de
la familia Cariophillaceae, originaria de la regién mediterranea y ampliamente distribuida
por esta, presente en toda Europa, norte de Africa y zona central de Asia. Ocupa casi
todo el territorio de la Peninsula Ibérica, salvo las zonas més elevadas y es frecuente
encontrarla en bordes de caminos, terrenos alterados y cultivos, especialmente en
cereales de secano. Tiene usos gastrondmicos por toda la regiébn mediterranea, se
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consumen sus hojas y tallos tiernos, ya sea en crudo o hervidos. Entre sus nombres
vernaculos, el mas extendido es el de colleja.

Esta es una planta de porte herbaceo, perenne y glabra por todas sus partes. Sus tallos
son erguidos, de coloracion grisacea, escasamente cespitosos que alcanzan entre los
35y 80 cm de altura. Sus hojas son coriaceas, opuestas y lanceoladas, con las inferiores
pecioladas y las medias sésiles (Figura 9.A). Posee flores hermafroditas, con pétalos
blancos o rosa palido divididos en dos l6bulos, sus sépalos se encuentran soldados e
inflados (Figura 9.B), agrupadas generalmente en inflorescencias con muchas flores
(Figura 9.C). Su fruto se encuentra en una cpsula globosa, con 6 dientes erectos, con
semillas pequefias globoso-reniformes (Peralta y Royuela, 2019).

Figura 9: Organos aéreos de Silene inflata (A), detalle de la flor (B) e inflorescencias
(C) (A, B, C: Proyecto Anthos, 2012).

2.3.2.6. Sinapis arvensis L.

La especie Sinapis arvensis L. es una planta del género Sinapis, perteneciente a la
familia Brassicaceae. Es nativa de Europa, pero esta ampliamente naturalizada en
Norteamérica, propia de terrenos removidos, bordes de caminos y cultivos de secano
como cereales y frutales, y suelos basicos no muy fertilizados. Su hombre vernaculo
mas extendido es el de mostaza silvestre, este se debe a que semillas pueden utilizarse
en alimentacion al igual que las de mostaza blanca, aunque se recomienda un uso
moderado dada su toxicidad en dosis elevadas.

Es una planta de consistencia herbacea, anual. Sus tallos son erguidos con alturas entre
los 20 y 80 cm (Figura 10.A) y en la base son hispidos, al igual que sus hojas, que
pueden alcanzar hasta 30 cm de longitud, las inferiores son pecioladas con el I6bulo
terminal muy grande y las superiores sésiles, dentadas o un poco lobuladas. Las flores
tienen los pétalos amarillos, agrupadas en racimos con mas de 20 flores (Figura 10.B),
producen un fruto en silicua ancha, de mas de 2 mm, con nervios en las valvas y un pico
de més de 1 cm (Figura 10.C) (Peralta y Royuela, 2019).

Alumno/a: Sherezade Cuadrado San Miguel )
UNIVERSIDAD DE VALLADOLID (CAMPUS DE PALENCIA) — E.T.S. DE INGENIERIAS AGRARIAS
Titulacién de: Master en Ingenieria Agronémica 31



EVALUACION DE ACEITES ESENCIALES DE CEDRO, ABETO Y PINO COMO AGENTES DE CONTROL
BIOLOGICO DE MALAS HIERBAS
Il. INTRODUCCION

Figura 10: Organos aéreos de Sinapis arvensis (A), inflorescencias (B) y detalle del
fruto (C) (A, B, C: Proyecto Anthos, 2012).

2.3.2.7. Nicotiana tabacum L.

El tabaco o Nicotiana tabacum L. es una planta del género Nicotiana, dentro de la familia
Solanaceae. No es considerada como mala hierba, pero se ha incluido en este estudio
por tratarse de un modelo vegetal ampliamente utilizado en la ciencia.

Es originaria de la zona andina, al sur del continente americano, extendiéndose su
cultivo tras la colonizacion de América en zonas con altitudes de los 0 a los 600 metros
sobre el nivel del mar, prefiriendo temperaturas uniformes y con sensibilidad a las
temperaturas bajas y las heladas. Su produccién estd dedicada a comercializar
Unicamente la hoja de la planta, considerada como producto agricola no alimenticio,
estas hojas se secan y se pueden masticar, fumar y utilizar como pesticida y como
protagonista en la elaboracion de algunos remedios caseros, su produccion mas
importante es destinada a la fabricacién de cigarros, puros y tabaco para pipa (Servicio
de Informacion Agroalimentaria y Pesquera, 2018).

Se trata de una especie perenne dicotiledénea, de tamafio medio, alcanzando alturas
entre los 50 cm y los 2 m. Sus tallos se mantienen erguidos y estan cubiertos de pelos
glandulares blancos, tiene hojas grandes que superan los 50 cm de longitud en algunas
variedades, de bordes enteros y peludos, alternas, ovales y lanceoladas, con nervios
centrales gruesos (Figura 11.A). Sus flores se agrupan en racimos y nacen en la parte
mas alta de los tallos, sus 5 pétalos fusionados forman una trompeta y sus coloraciones
van desde el blanco verdoso al rosa (Figura 11.B), dando lugar a frutos en capsula
cbnica que contienen semillas diminutas (Tabacopedia, 2015).
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Figura 11: Organos aéreos de Nicotiana tabaum (A) e inflorescencias (B) (A, B: Proyecto
Anthos, 2012).
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3. OBJETIVOS

La motivacién de este estudio Fin de Master es investigar la capacidad de diferentes
sustancias naturales como posibles agentes de control biologico eficaces contra malas
hierbas mediante un estudio riguroso y objetivo teniendo en cuenta anteriores
investigaciones.

Con los resultados obtenidos en este estudio se pretende apoyar la utilizacion de
sustancias naturales para la proteccién de cultivos y contribuir al desarrollo de productos
basados en estas sustancias naturales como herramientas eficaces y sostenibles para
el manejo de malas hierbas en explotaciones agricolas.

Por ello, se ha planteado el siguiente objetivo general:

— Evaluar la capacidad de los aceites esenciales de cedro, abeto y pino para
controlar la nascencia y el desarrollo de las especies arvenses de Linum
usitatissimum, Lolium multiflorum, Lolium perenne, Rumex acetosella, Silene
inflata y Sinapis arvensis y del cultivo de Nicotiana tabacum.

Este objetivo general podemos desglosarlo en los siguientes objetivos especificos:

— Evaluar in vivo la capacidad de los aceites esenciales para la inhibicién de la
germinacion de las especies Linum usitatissimum, Lolium multiflorum, Lolium
perenne, Rumex acetosella, Silene inflata y Sinapis arvensis mediante su
aplicacion por riego en semilleros.

— Evaluar in vivo la capacidad de los aceites esenciales de cedro y abeto para la
inhibicion o reduccién del desarrollo de las especies de Linum usitatissimum,
Lolium multiflorum y Silene inflata mediante una segunda aplicacién por riego en
semilleros.

— Evaluar in vivo la capacidad del aceite esencial de cedro para la inhibicion o
reduccion del desarrollo de las especies Lolium multiflorum, Silene inflata y
Nicotiana tabacum mediante su aplicacion por pulverizacion sobre el follaje.

— Evaluar in vitro la capacidad de los aceites esenciales para la inhibicion de la
germinacion de las especies Linum usitatissimum, Lolium multiflorum y Nicotiana
tabacum mediante su aplicacién por pipeteado en placas de Petri.

Los tres ultimos objetivos especificos se han ajustado a las circunstancias e incidencias
que se dieron a lo largo del desarrollo del trabajo.
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4. MATERIAL Y METODOS

Se han realizado diferentes ensayos para determinar la capacidad de control de los
aceites esenciales de cedro, abeto y pino como posibles agentes de control biolégico de
seis especies de malas hierbas y el cultivo de tabaco. Todos los ensayos se han
disefiado de forma representativa, empleando en cada caso tres repeticiones y un
control.

4.1. Material vegetal

En el presente estudio se han utilizado 7 especies vegetales, todas obtenidas a partir
de semillas del banco de germoplasma de la Escuela Técnica Superior de Ingenierias
Agrarias (ETSIIAA) de Palencia, Universidad de Valladolid, conservadas mediante
congelacion.

En la tabla 2 se muestran las especies utilizadas en el ensayo, se indica la familia a la
que pertenecen y su capacidad germinativa, evaluada por Reol (2014) en el caso de las
malas hierbas, y por Arroyo-Gallardo (2012) en el caso de la especie de tabaco. Para el
ensayo se han empleado las especies que habian mostrado mejores resultados de
germinacion y que contaban con un numero adecuado de semillas dentro de la
coleccion.

Tabla 2: Especies vegetales empleadas en el ensayo y capacidad germinativa teorica
(Arroyo-Gallardo, 2012; Reol, 2014).

Especie Familia Germinacién (%)

Linum usitatissimum L. Linaceae 100
Lolium multiflorum Lam. Gramineae 100
Lolium perenne L. Gramineae 100
Rumex acetosella L. Polygonaceae 100
Silene inflata Sm. Cariophyllaceae 100
Sinapis arvensis L. Brassicaceae 100
Nicotiana tabacum L. Solanaceae 100

La germinacion de las semillas se ha llevado a cabo en semilleros mantenidos en
condiciones de temperatura y humedad controladas dentro del invernadero de la
ETSIIAA. Los diferentes ensayos se han ido ajustando en funcién de la germinacion real
de las semillas guardadas.

4.2. Aceites esenciales

Para la realizacion de este ensayo de control biolégico se han empleado productos
comerciales de herbolario: aceite esencial de madera de cedro del Himalaya (Mystic
Moments), Cedrus deodara (D. Don) G. Don, aceite esencial de aguja de abeto siberiano
(AROMATIKA trust the power of nature), Abies sibirica Ledeb., y aceite esencial de aguja
de pino escocés (AROMATIKA trust the power of nature), Pinus sylvestris L.

Se han empleado tratamientos a diferentes concentraciones de aceite esencial puro, los
preparados utilizados se han obtenido a partir de distintas cantidades de aceite esencial
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puro de cedro, abeto o pino, variables segun la concentraciébn deseada, diluidos
primeramente en etanol absoluto para facilitar su solubilidad y, después, en agua hasta
alcanzar el volumen de producto preparado necesario. De este modo se han obtenido
concentraciones de aceites esenciales dosificados al 2,5%, 1% y 0,5% (25.000 ppm,
10.000 ppm y 5000 ppm) en los ensayos realizados en semilleros, y dosificados al 2,5%,
0,5% y 0,05% (25.000 ppm, 5000 ppm y 500 ppm) en el ensayo realizado en placas de
Petri.

4.3. Ensayos de germinacion de semillas en semilleros mediante
riego

El ensayo de control bioldgico de germinacién se ha realizado in vivo sobre las especies
Linum usitatissimum, Lolium multiflorum, Lolium perenne, Rumex acetosella, Silene
inflata y Sinapis arvensis, colocando sus semillas en semilleros de plastico, con una
semilla en cada celda. Se han empleado 9 celdas por especie para cada repeticion, con
3 repeticiones por tratamiento (marcadas con distintos colores): cedro (naranja), abeto
(amarillo) y pino (verde); y control (rojo), tal como se observa en las Figuras 12 y 13.

Los preparados utilizados para los tratamientos se han obtenido a partir de 2,5 ml del
aceite esencial puro, diluidos en 10 ml de etanol absoluto y, después, en 87,5 ml de
agua por cada 100 ml de producto preparado, obteniendo asi aceites esenciales
dosificados al 2,5%. Estos tratamientos se han aplicado mediante riego de los semilleros
el dia en el que se han sembrado las semillas.

— Tratamientos con aceites de cedro, abeto y pino al 2,5% el dia de la siembra:
9 celdas x 6 especies x 3 repeticiones x (3 tratamientos aceite + 1 control).

Las semillas se han sembrado y tratado el 2 de octubre de 2020, la primera toma de
datos se ha realizado a los 11 dias del tratamiento, con sucesivas tomas de datos a los
14, 18 y 21 dias del tratamiento y al dia numero 52 se realiz6 la ultima toma de datos,
dandose por concluido el experimento de los efectos de los aceites esenciales con un
anico riego.

4.4. Ensayos de supervivencia de plantas en semilleros
mediante un segundo tratamiento por riego

El ensayo de control biolégico de la supervivencia se ha realizado in vivo sobre las tres
especies arvenses que presentaron buena germinacion: Linum usitatissimum, Lolium
multiflorum y Silene inflata, aplicando un segundo tratamiento mediante riego con los
dos aceites que presentaban mejor resultado en los ensayos de un solo riego, de la
misma manera, se han empleado 9 celdas por especie para cada repeticién, con 3
repeticiones por tratamiento: cedro y abeto, y control.

Los preparados utilizados para los tratamientos son los aceites esenciales de cedro y
abeto, dosificados al 2,5%, aplicados mediante riego en los semilleros.

— Tratamientos con aceites de cedro y abeto al 2,5% con doble riego:
9 celdas x 3 especies x 3 repeticiones x (2 tratamientos aceite + 1 control).

El segundo tratamiento mediante riego con aceites esenciales se realizd el 24 de
noviembre de 2020 sobre bandejas que presentaban el 100% de germinacién a los 52
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dias de la primera dosis, y pasados 15 dias se realiz6 la toma de datos para conocer los
resultados.

Figura 12: Semilleros con semillas de Sinapis arvensis (A), Silene inflata (B), Lolium
multiflorum (C), Linum usitatissimum (D), Rumex acetosella (E) y Sinapis arvensis (F)
con su correspondiente tratamiento con aceite esencial de cedro (columna izquierda),
abeto (columna central) y pino (columna derecha) dosificados al 2,5%.
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Figura 13: Semillero con los controles de las especies utilizadas en el ensayo, de arriba
abajo: Lolium perenne, Rumex acetosella, Sinapis arvensis, Silene inflata, Lolium
multiflorum y Linum usitatissimum.

4.5. Ensayos de supervivencia de plantas en semilleros
mediante pulverizacion

El ensayo de control bioldgico de desarrollo de plantas se ha realizado in vivo sobre las
especies Lolium multiflorum, Silene inflata y Nicotiana tabacum en estado adulto tras la
germinacion y desarrollo de sus semillas sembradas a voleo en semilleros de plastico.
La tolerancia de las plantas de las tres especies con una edad de unas seis semanas
se ha ensayado mediante pulverizacion sobre las hojas de aceite esencial de cedro al
2,5%, ademas se ha realizado otro ensayo del aceite esencial de cedro pulverizado
sobre Nicotiana tabacum con dos nuevas dosis: de 1% y del 0,5% para comprobar su
fitotoxicidad sobre el cultivo.

En la primera parte de este ensayo se han empleado 12 celdas por especie para cada
repeticion, con tres repeticiones del Unico tratamiento empleado: preparado de aceite
esencial de cedro a 2,5%, y 3 controles. En la segunda parte se han realizado 3
tratamientos diferentes, cada uno con 12 celdas para la Unica especie empleada, con 3
repeticiones y también con un control por cada repeticion.

— Tratamiento con aceite de cedro al 2,5%:

12 celdas x 3 especies x 3 repeticiones x (1 tratamiento + 1 control).
— Tratamiento con aceite de cedro al 1%:

12 celdas x 1 especie x 3 repeticiones x (1 tratamiento + 1 control).

— Tratamiento con aceite de cedro al 0,5%:
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12 celdas x 1 especie x 3 repeticiones x (1 tratamiento + 1 control).

La toma de datos para el analisis de los resultados se ha realizado en los tres casos a
los 5 dias de realizar los tratamientos.

4.6. Ensayos de germinacion en placas

El ensayo de control bioldégico de germinacion se ha desarrollado in vitro sobre las
especies de Linum usitatissimum, Lolium multiflorum y Nicotiana tabacum, colocando
sus semillas en placas de Petri, con un disco de papel de filtro y un minimo de 12
semillas en cada placa, tal como se muestra en la Figura 14. En cada placa se ha
realizado el tratamiento pertinente, aplicando mediante pipeteado 1 ml del aceite
ajustado a su dosificacién correspondiente. Para cada especie se han empleado 9
tratamientos, con 3 aceites esenciales a 3 dosis diferentes, con 4 repeticiones y un
control por especie. Las dosis empleadas son del 2,5% o 25000 ppm, 0,5% o 5000 ppm
y del 0,05% o 500 ppm.

— Tratamientos con aceite de cedro al 2,5, 0,5y 0,05%:

1 placa x 3 especies x 3 dosificaciones x 4 repeticiones + 1 control.
— Tratamiento con aceite de abeto al 2,5, 0,5y 0,05%:

1 placa x 3 especies x 3 dosificaciones x 4 repeticiones + 1 control.
— Tratamiento con aceite de pino al 2,5, 0,5y 0,05%:

1 placa x 3 especies x 3 dosificaciones x 4 repeticiones + 1 control.

El ensayo se ha realizado en el laboratorio y las placas se han mantenido a temperatura
ambiente, se han realizado 4 tomas de datos, llevadas a cabo a los 2, los 5, los 13y los
20 dias desde el tratamiento.

Figura 14: Placas de Petri con semillas de Linum usitatissimum, Lolium multiflorum y
Nicotiana tabacum y su correspondiente tratamiento.
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4.7. Analisis estadistico

Los analisis estadisticos preliminares se han realizado con el software STATGRAPHICS
Centurion XVI Version 16.1.17 32-bits. Cuando los resultados han indicado que se
cumple la normalidad y homocedasticidad de los datos se ha realizado el analisis de la
varianza con un factor (ANOVA simple) con el programa STATISTICA v.9. empleando
como variable dependiente el porcentaje de supervivencia/germinacién de la especie, y
como factor el tratamiento utilizado con los diferentes aceites. En los casos en que el
andlisis ANOVA ha dado como resultado diferencias significativas, se determina dénde
esta la diferencia mediante el analisis por pares con el método LSD de Fisher.

En el caso de la germinacion en placas Petri no se cumplieron las condiciones de
homocedasticidad (test de Levene) y por ello los analisis estadisticos se realizaron con
test no paramétricos: test de Kruskal-Wallis para la evaluacion de las variables y test U
de Mann-Whitney para las comparaciones por pares posteriores cuando el test de
Kruskal-Wallis indicaba diferencias estadisticamente significativas.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Ensayos de germinacion de semillas en semilleros mediante
riego

Tal y como se describe en el apartado IV. Material y métodos, los ensayos fueron
realizados en semilleros, aplicando mediante riego el aceite esencial correspondiente
de cedro, abeto o pino, a dosis de 2,5% y un control que no contenia aceite esencial,
s6lo agua corriente, repitiéndose cada combinacién aceite-especie de mala hierba, tres
veces.

En este apartado se van a representar los resultados obtenidos de cada combinacion
mediante diagramas lineales y diagramas de barras, junto con los comentarios
pertinentes para su explicaciéon y evaluacion.

5.1.1. Germinacién de semillas de Linum usitatissimum

En las siguientes graficas se representa como han actuado los diferentes aceites
esenciales sobre las semillas de Linum usitatissimum hasta el dia 52 tras el tratamiento.

Linum usitatissimum
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Figura 15: Evolucion diaria de la germinacion de Linum usitatissimum en semillero frente
a tratamientos con aceites esenciales de cedro, abeto y pino dosificados al 2,5%.

En esta gréfica (Figura 15) podemos observar desde un primer vistazo un escaso control
de la germinacion por parte de los tres aceites esenciales; los aceites de cedro y abeto
ofrecen cierta inhibicién sobre la germinacion de las semillas de lino, siendo mayor en
el caso del abeto, que desde el dia 14 se va a mantener con una tasa de germinacion
del 85%, correspondiente a una inhibicion del 15% de la germinacién de las semillas, y
una inhibicion del 8% en el caso del aceite de cedro, manteniendo su tasa de
germinacion desde el dia 14 en valores del 92%. En cambio, aparentemente, el aceite
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de pino lejos de inhibir la germinacion va a favorecerla en los primeros dias desde la
siembra, observandose una germinacion total en el dia 11 en las semillas regadas con
aceite de pino, frente a la germinacién del 86% en ese mismo dia en el caso del control,
ambas se equilibraran el dia 14 con el 100% de las semillas germinadas, tal como se
aprecia en la Figura 16. En la Figura 17 se observa el estado de las plantulas de L.
usitatissimum en el dia 52 del tratamiento con aceite esencial de pino, donde el 100%
de las semillas han germinado.

Figura 16: Germinacién de los controles de Linum usitatissimum, Lolium multiflorum,
Silene inflata, Lolium perenne, Rumex acetosella y Sinapis arvensis en el dia 14 de
tratamiento.

Figura 17: Germinacion de Linum usitatissimum y Lolium multiflorum en el dia 52 de
tratamiento por riego del aceite esencial de pino dosificado al 2,5%.

Tras el primer analisis visual realizado procedemos al analisis estadistico, realizando un
andlisis ANOVA para comprobar si nuestra primera hipotesis de que no se muestran
diferencias significativas entre los tratamientos es real, mostrandose los resultados en
la Tabla 3.
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Tabla 3: Resultados analisis ANOVA para Linum usitatissimum.

Dia de tratamiento @ Valor de P

11 0,277
14 0,219
18 0,219
21 0,314
52 0,219

En efecto, comprobamos que no hay una reduccion significativa de la germinacion por
parte de ninguno de los tratamientos, por lo que no podemos afirmar que mediante
riegos con aceites esenciales de cedro, abeto ni pino dosificados al 2,5% se produzca
la inhibicién de la germinacion de semillas de L. usitatissimum. Asimismo, tampoco se
encuentra un aumento significativo de la germinacion en el dia 11 del tratamiento de
pino, por lo que no se puede afirmar qgue mediante riego con aceite esencial de pino
dosificado al 2,5% se produzca la estimulacién de la germinacién de semillas de L.
usitatissimum.

En vista de estos resultados se decide ensayar la aplicacion de una segunda dosis de
tratamiento mediante riego sobre los semilleros con los aceites esenciales de abeto y
cedro dosificados al 2,5% para comprobar los posibles efectos que pueden tener sobre
la planta ya desarrollada, los resultados se exponen mas adelante, en el apartado 5.2.
Ensayos de desarrollo de plantas en semilleros con un segundo tratamiento por riego.

Estos aceites esenciales no han sido utilizados previamente en ensayos con L.
usitatissimum que nos permitan conocer su efecto en otras dosis, aunque Marichali et
al. (2014) han probado el efecto del aceite esencial de semillas de Carum carvi sobre
semillas de lino para conocer su efecto en la germinacién y crecimiento de radiculas,
donde no obtuvieron inhibiciéon en la germinacién de lino a concentraciones de 6,5%,
mientras que el crecimiento de las radiculas si se vio reducido con todas las dosis
probadas.

5.1.2. Germinaciéon de semillas de Lolium multiflorum

A continuacién, observamos el efecto de los aceites esenciales de cedro, abeto y pino
sobre las semillas de Lolium multiflorum en el tiempo transcurrido durante el ensayo.

En esta grafica (Figura 18) observamos primeramente que la tasa de germinacién mas
alta alcanzada por las semillas en el control no corresponde al 100%, sino que se
mantiene en un 80%, alcanzada el dia 18 de tratamiento, esto puede deberse a la
conservacion de las semillas y su actual viabilidad y va a influir a la hora del andlisis de
resultados de los aceites esenciales. En la Figura 16 se observa el estado de
germinacion del control en el dia 14 de tratamiento. Aparentemente los tres aceites
esenciales ejercen cierto control sobre la germinacién de las semillas, en el caso del
cedro se mantiene estable una germinacién del 29% de las semillas hasta el dia 21 de
tratamiento, con una inhibicién del 71% de la germinacion, pero en este momento
empieza a perder efecto, alcanzandose el dia 52 del tratamiento la germinacion del 37%.
El aceite de pino tiene una evolucion variable, el dia 11 tiene una germinacion del 37%
gue aumenta el dia 14 alcanzando el 44% y vuelve a descender el dia 18 al 40% de
germinacion para volver a crecer, llegando al dia 52 de tratamiento con una tasa de
germinacion del 56%, tal como se muestra en la Figura 17, la mas alta de los tres aceites
a lo largo del ensayo. En el caso del abeto la germinacion inicial es méas alta que en los
otros dos aceites, con valores del 48% de germinacion entre los dias 14 y 18, pero su
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efecto es mas estable ya que se mantiene con valores del 52% desde el dia 21 hasta el
final del ensayo.
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Figura 18: Evolucion diaria de la germinacion de Lolium multiflorum en semillero frente
a tratamientos con aceites esenciales de cedro, abeto y pino dosificados al 2,5%.

Tras este primer andlisis realizamos un andlisis estadistico ANOVA para comprobar las
primeras hipétesis y confirmar o desmentir si los resultados observados muestran
diferencias significativas, los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4: Resultados analisis ANOVA para Lolium multiflorum.

Dia de tratamiento @ Valor de P

11 0,103
14 0,185
18 0,040
21 0,060
52 0,237

Como observamos en la Tabla 4, encontramos valores significativamente diferentes en
los dias 18 y 21, lo que indica que al menos uno de los factores es diferente a los demas.
Para comprobar qué factores son los significativamente diferentes en los dias 18 y 21
de tratamiento empleamos el Método LSD de Fisher, cuyos resultados se muestran en
las figuras 20 y 21, junto con las medias y varianzas correspondientes a cada
tratamiento en los respectivos dias 18 y 21.

En el dia 18 de tratamiento (Figura 19) se muestran reducciones significativas en la
germinacion de las semillas tratadas con aceite esencial de cedro y pino frente a las
semillas de control, mientras que las semillas tratadas con aceite de abeto se
encuentran en una posicion intermedia, no son estadisticamente diferentes del control
ni de los tratamientos de cedro y pino, debido a su amplia desviacion, del 28%.
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Figura 19: Porcentaje de germinaciéon de semillas de Lolium multiflorum en el dia 18
desde el tratamiento al 2,5% de los aceites esenciales de cedro, abeto y pino. Las barras
de error muestran la desviacion estandar. Las columnas que comparten la misma letra
no presentan diferencias estadisticamente significativas (Método LSD de Fisher).
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Figura 20: Porcentaje de germinacion de semillas de Lolium multiflorum en el dia 21
desde el tratamiento al 2,5% de los aceites esenciales de cedro, abeto y pino. Las barras
de error muestran la desviacion estdndar. Las columnas que comparten la misma letra
no presentan diferencias estadisticamente significativas (Método LSD de Fisher).

En el dia 21 tras el tratamiento (Figura 20) encontramos unos valores de significacion
de P=0,06, que serian validos si estableciésemos un corte menos exigente (p<0,1) por
ello analizamos las comparaciones por pares. Los resultados del tratamiento con cedro
se mantienen estadisticamente diferentes del control, con una germinacion del 29%, en
cambio en los resultados de abeto y pino aumentan sus valores de germinacién, de un
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48% a un 52% y de un 40% a un 44% respectivamente y no son estadisticamente
diferentes del control ni del resto de los tratamientos.

Se observa que estos aceites van perdiendo efecto con el paso de los dias y en el dia
52 se pierden todas las diferencias significativas, como hemos comprobado en la Tabla
4 (ANOVA), por lo que el efecto de los tratamientos ha disminuido permitiendo la
germinacion y el desarrollo de gran parte de las plantas. Con el fin de comprobar si
mediante un segundo tratamiento podria recuperarse o superarse la inhibicién del
desarrollo de las plantas de L. multiflorum se lleva a cabo otro ensayo sobre estas
poblaciones, que se muestra en el apartado 5.2. Ensayos de desarrollo de plantas en
semilleros con un segundo tratamiento por riego.

Ibafiez y Blazquez (2019b) han comprobado el efecto in vitro del aceite esencial de
Pinus sylvestris a dosis de 0,125, 0,25, 0,5 y 1 uL/mL (correspondiente a 0,0125%,
0,025%, 0,05% y 0,1%) en L. multiflorum, donde se muestra que este aceite no causa
efectos estadisticamente significativos sobre la germinacion de las semillas, tan solo la
dosis méxima tuvo resultados significativos sobre el desarrollo del hipocétilo, inhibiendo
su desarrollo un 52% a los 14 dias del tratamiento. En el mismo ensayo se prueban
tratamientos con aceites esenciales de Eucalyptus citriodora y Lavandula angustifolia,
obteniendo mejores resultados sobre el desarrollo del hipocétilo, con reducciones de su
elongacion dependientes de la dosis de aplicacion, con reducciones del 80% y 87%
respectivamente en la dosis mas alta.

Estas mismas autoras han comprobado el efecto in vitro de otros aceites esenciales
como Rosmarinus officinalis, Ocimum basilicum (Ibafiez y Blazquez, 2018a), Satureja
montana, Mentha piperita, Pimpinella anisum (Ibafiez y Blazquez, 2018b) Zingiber
officinale y Curcuma longa (Ibafiez y Blazquez, 2019a) sobre L. multifiorum a dosis de
0,125, 0,25, 0,5y 1 pL/mL, obteniéndose un control total de la germinacién en todas las
dosis de tratamiento de S. montana y M. piperita, un control del 47% de la germinacion
con el tratamiento de Z. officinale a dosis de 1 yL/mly del 27% con R. officinalis a dosis
de 1 ulL/ml. Y se han obtenido diferencias significativas frente al crecimiento del
hipocétilo y el crecimiento radicular variables segun la dosis en el caso de los aceites de
R. officinalis, O. basilicum, S. montana, M. piperita, Z. officinale y C. longa.

Otros autores han evaluado la capacidad fitotdxica in vitro de aceites esenciales frente
a la germinacion y crecimiento radicular inicial de Lolium multiflorum. Smeriglio et al.
(2019) han utilizado aceites esenciales de Z. officinale, Pistacia vera, Cannabis sativa y
Cupressus sempervirens con dosis de 0,1, 1, 10 y 100 pg/ml o ppm, donde tan solo Z.
officinale ha sido capaz de controlar el crecimiento radicular de L. multiflorum con su
dosis maxima.

En vista de estos datos los aceites esenciales de abeto y pino, aunque presentan cierta
capacidad fitotéxica sobre la especie L. multifiorum, no se muestran como herramientas
idoneas para su control bioldgico, existiendo otras alternativas mas prometedoras que
necesitan menores dosis. En el caso del cedro seria interesante realizar nuevos ensayos
con diferentes dosis y comprobar si se mantienen los efectos inhibitorios de la
germinacion de L. multiflorum en dosis més viables fuera del laboratorio.

5.1.3. Germinacion de semillas de Silene inflata

En las siguientes graficas se muestra el efecto de los aceites esenciales sobre la
capacidad germinativa de las semillas de Silene inflata hasta el dia 52 de tratamiento.
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Figura 21: Evolucion diaria de la germinacion de Silene inflata en semillero frente a
tratamientos con aceites esenciales de cedro, abeto y pino dosificados al 2,5%.

En la gréfica (Figura 21), observamos que en este caso la germinacion de las semillas
del control ha sido casi total, de un 94% desde el dia 14 de tratamiento, momento
mostrado en la Figura 16, hasta el final del ensayo, muy similar a los resultados con
aceite esencial de pino, que incluso lo supera con valores del 96% de germinacion desde
el dia 18 hasta el 52 de tratamiento, por lo que podemos determinar de forma inicial que
el aceite de pino no tiene capacidad de inhibicién de la germinacion de la especie S.
inflata. En el caso del aceite de abeto se observa un gran control de la germinacién en
el dia 11, con valores del 7%, este efecto se reduce considerablemente el dia 14,
alcanzando una tasa de germinacion del 52%, que va aumentando hasta alcanzar
valores del 85% de semillas germinadas el dia 52 de tratamiento. Por otro lado, el aceite
esencial de cedro tiene un inicio similar al de abeto, con una germinacion del 11% el dia
11, que va a aumentar rdpidamente al dia 14 con un 44% de germinacion, y sigue
subiendo, ahora més despacio, hasta alcanzar la méaxima germinacioén el dia 21 con
valores del 52%, pero después va a descender de forma notable hasta llegar al dia 52
de tratamiento, donde solo quedara un 3% de las plantas activas, entre las que no
llegaron a germinar y las que se han visto afectadas tras su germinacion, este
tratamiento habra permitido la inhibicion del desarrollo del 97% de las semillas.

Para comprobar las primeras hip6tesis deducidas de este primer andlisis de datos,
realizamos un andlisis estadistico ANOVA y confirmar o desmentir si los resultados
observados muestran diferencias significativas, tal como se expone en la Tabla 5.
Tabla 5: Resultados analisis ANOVA para Silene inflata.

Dia de tratamiento @ Valor de P

11 0,001
14 0,000
18 0,016
21 0,004
52 0,000
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En efecto, la Tabla 5 nos muestra que en todos los dias de observacion se producen
diferencias significativas en el ANOVA. Para comprobar qué factores son los
significativamente diferentes en cada dia de tratamiento empleamos el Método LSD de
Fisher. Los resultados del Método Fisher junto con las medias y desviaciones
correspondientes a cada tratamiento se muestran en las Figuras 22 a 26 (dias 11, 14,
18, 21y 52).
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Figura 22: Porcentaje de germinacion de semillas de Silene inflata en el dia 11 desde
el tratamiento al 2,5% de los aceites esenciales de cedro, abeto y pino. Las barras de
error muestran la desviacion estdndar. Las columnas que comparten la misma letra no
presentan diferencias estadisticamente significativas (Método LSD de Fisher).

En el dia 11 de tratamiento (Figura 22) se cumple lo esperado, los tratamientos de cedro
y abeto son estadisticamente inferiores al control y al tratamiento de pino que es
estadisticamente similar al control, con valores de germinacion casi 7 veces inferiores
al control en el caso del cedro y 10 veces inferiores en el caso del abeto. El gran valor
de desviacion presente en el control, del 25%, influye a que los resultados del
tratamiento de pino sean tomados como similares a los del control.

Alumno/a: Sherezade Cuadrado San Miguel )
UNIVERSIDAD DE VALLADOLID (CAMPUS DE PALENCIA) — E.T.S. DE INGENIERIAS AGRARIAS
Titulacién de: Master en Ingenieria Agronémica 48



EVALUACION DE ACEITES ESENCIALES DE CEDRO, ABETO Y PINO COMO AGENTES DE CONTROL
BIOLOGICO DE MALAS HIERBAS
V. RESULTADOS Y DISCUSION

Silene inflata - Dia 14

100
90 I
80
70
60

40
30
20
10

Control Cedro Abeto Pino

Figura 23: Porcentaje de germinacion de semillas de Silene inflata en el dia 14 desde
el tratamiento al 2,5% de los aceites esenciales de cedro, abeto y pino. Las barras de
error muestran la desviacion estandar. Las columnas que comparten la misma letra no
presentan diferencias estadisticamente significativas (Método LSD de Fisher).

En el dia 14 de tratamiento (Tabla 23) se mantienen las diferencias significativas de
Fisher, distinguiéndose las poblaciones de control y pino frente a las de cedro y abeto
que mantienen valores estadisticamente inferiores. En este caso los valores de
germinacion de todos los grupos han aumentado, llegando al méximo en el caso del
control y reduciéndose su desviacion al 10%.
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Figura 24: Porcentaje de germinacion de semillas de Silene inflata en el dia 18 desde
el tratamiento al 2,5% de los aceites esenciales de cedro, abeto y pino. Las barras de
error muestran la desviacion estandar. Las columnas que comparten la misma letra no
presentan diferencias estadisticamente significativas (Método LSD de Fisher).
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En el dia 18 de tratamiento (Figura 24) ya observamos deferencias en los resultados del
Método de Fisher, donde el abeto aumenta su tasa de germinacion, con valores del 78%
y se coloca en una posicion intermedia entre los grupos significativamente diferentes de
control y pino frente al grupo del cedro. Se aprecia que el tratamiento de cedro también
aumenta su tasa de germinacion, llegando al 52% pero aun manteniéndose con valores
significativamente diferentes al control; y el tratamiento de pino alcanza su valor mas
alto de germinacién, como ya se observaba en la Figura 21 quedando un poco por
encima de la germinacion del control (96%).
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Figura 25: Porcentaje de germinacion de semillas de Silene inflata en el dia 21 desde
el tratamiento al 2,5% de los aceites esenciales de cedro, abeto y pino. Las barras de
error muestran la desviacion estandar. Las columnas que comparten la misma letra no
presentan diferencias estadisticamente significativas (Método LSD de Fisher).

En el dia 21 de tratamiento (Figura 25) el control y los tratamientos de abeto y pino son
estadisticamente similares al control y el tratamiento de cedro mantiene sus valores y
diferencias significativas.

En el dia 52 de tratamiento (Figura 26) las plantas tratadas con aceite de cedro han ido
muriendo hasta llegar a unos valores de tan solo el 2% de supervivencia, lo que puede
determinar el modo de accion del aceite esencial de cedro sobre la especie de S. inflata,
siendo capaz de retrasar parcialmente su germinacion para después provocar su muerte
o pérdida de vigor una vez ha germinado la planta.

Para seguir observando la respuesta de los aceites de abeto y cedro mediante un
segundo tratamiento se ha llevado a cabo otro ensayo que se muestra en el apartado
5.2. Ensayos de desarrollo de plantas en semilleros con un segundo tratamiento por
riego.
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Figura 26: Porcentaje de germinacion de semillas de Silene inflata en el dia 52 desde
el tratamiento al 2,5% de los aceites esenciales de cedro, abeto y pino. Las barras de
error muestran la desviacion media. Las columnas que comparten la misma letra no
presentan diferencias estadisticamente significativas (Método LSD de Fisher).

No hay constancia de ensayos de aceites esenciales sobre Silene vulgaris, aunque si
se ha comprobado la fitotoxicidad del extracto acuoso de hojas de Citrus ladanifer, una
especie de la familia Cistaceae, sobre semillas de Silene tridentata, obteniendo la
inhibicion de estas semillas con la aplicacion del extracto acuoso tanto fresco como
caliente a dosis de 100 y 50 g/L (Herranz et al., 2006). Otras especies de la misma
familia Caryophyllaceae que S. inflata, se han ensayado, como es el caso de Stellaria
media, donde se ha comprobado la capacidad del extracto seco de hojas de Cynara
cardunculus para inhibir su capacidad germinativa in vitro en placas de Petri,
obteniéndose resultados inhibitorios en tratamientos con extractos de hojas secas y
hojas liofilizadas de C. cardunculus (Scavo et al., 2020).

En vista de los buenos resultados obtenidos con el aceite esencial de cedro en este
ensayo Y la falta de trabajos previos al respecto seria de gran interés seguir investigando
los efectos de este aceite esencial, haciendo pruebas a menores dosis para asi poder
ajustar su posible uso como bio-herbicida a escala real. En cambio, los aceites
esenciales de abeto y pino, a pesar de un cierto control inicial de la germinacién por
parte del aceite de abeto que luego se ha perdido, no se presentan como herramientas
Gtiles para el control bioldgico de S. inflata.

5.1.4. Germinaciones fallidas

En este apartado se exponen los resultados obtenidos de las pruebas con Rumex
acetosella, Sinapis arvensis y Lolium perenne, cuyos resultados han sido descartados
del ensayo.

5.1.4.1. Especies no germinadas

Las especies Rumex acetosella y Sinapis arvensis no han germinado en los semilleros,
ni en el control ni en los tratamientos, por lo que se descartan sus resultados en el
ensayo. En la Figura 16 aparecen las germinaciones nulas de los controles de R.
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acetosellay S. arvensis en el dia 14 desde el tratamiento. No se conoce la causa exacta
por la que no han sido capaces de germinar, aungque lo méas probable es que el periodo
de conservacion haya sido demasiado largo para estas especies que presentaron buena
germinacion en 2014 (Reol, 2014). Los resultados de las germinaciones de estas
semillas se muestran en las Figuras 26 y 27.
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Figura 27: Evolucion diaria de la germinacién de Rumex acetosella en semillero frente
a tratamientos con aceites esenciales de cedro, abeto y pino dosificados al 2,5%.

En la Figura 27 se muestra la gréfica de germinacion de R. acetosella, donde los aceites
de abeto y pino coinciden con los valores del control, todos con una tasa de germinacién
del 0% en todos los dias de tratamiento. De forma extrafia, en las semillas tratadas con
cedro si ha habido una germinacion del 3%, correspondiente a una semilla de las 3
repeticiones, que aparentemente puede deberse a que esta semilla ha sobrevivido a los
factores que han impedido la germinacién del resto de la coleccion. Seria necesario
repetir la prueba con semilla nueva para poder llegar a alguna conclusion.

No se encuentra bibliografia donde se haya empleado alguno de los aceites de cedro,
abeto o pino para conocer su efecto fitotoxico sobre R. acetosella, aunque si aparecen
trabajos previos donde se han empleado los aceites volatiles crudos de Eucalypthus
camaldulensis sobre estas semillas, disminuyendo su crecimiento (Zhang et al., 2010);
o el aceite esencial de Eucalypthus citriodora sobre Rumex nepalensis, capaz de inhibir
totalmente su germinacion en concentraciones del 0,06% (Setia et al., 2007).

En el caso de S. arvensis no hay ninguna duda, tal como se observa en la Figura 28,
ninguna de las semillas ha germinado en ninguno de los casos de tratamiento ni de
control, por causa que desconocemos pero que nos obliga a rechazar esta especie del
ensayo.
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Figura 28: Evolucion diaria de la germinacion de Sinapis arvensis en semillero frente a
tratamientos con aceites esenciales de cedro, abeto y pino dosificados al 2,5%.

En trabajos previos se ha probado el efecto de aceites esenciales de pino sobre la
germinacion de semillas de S. arvensis ensayado in vitro en placas de Petri. Como el
aceite esencial de Pinus nigra, que ha inhibido totalmente la germinacion de S. arvensis
en dosis de 0,4 y 0,5% y con resultados significativos en la inhibicion de germinacién y
de crecimiento del hipocétilo en el resto de dosis probadas de 0,1%, 0,2% y 0,3% (Amri
et al.,, 2017), el aceite esencial de Pinus halepensis, con inhibicion total de la
germinacion de S. arvensis con dosis de 0,2% del aceite esencial y con inhibiciones
significativas de la germinacion y crecimiento en el resto de dosis: al 0,1% solo
germinaron el 14% de las semillas y al 0,05% germinaron el 40% de las semillas (Amri
et al., 2013), o el aceite esencial de Pinus pinea, responsable de la inhibicion total de la
germinacion de S. arvensis con dosis del 0,2% del aceite esencial y con reducciones
significativas de la germinacién con el resto de dosis: germinacién del 27% al 0,1% de
aceite esencial y del 55% al 0,05% de aceite (Amri et al., 2012).

El efecto de los aceites de cedro y abeto no ha sido estudiado en otros ensayos, por ello
y en vista de los resultados obtenidos con otras especies de pino seria de interés llevar
a cabo esta prueba con material vegetal nuevo y poder conocer sus resultados.

5.1.4.2. Lolium perenne

Las semillas de Lolium perenne han tenido una escasa germinacion, tal como se
muestra en la siguiente figura, pero mayor que en el caso de las otras dos especies
eliminadas del ensayo.
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Figura 29: Evolucion diaria de la germinacion de Lolium perenne en semillero frente a
tratamientos con aceites esenciales de cedro, abeto y pino dosificados al 2,5%.

Como muestra la grafica (Figura 29), algunas de las semillas de L. perenne han
germinado, como se aprecia en la Figura 16, pero con valores inferiores al 20% en el
control, e inferiores al 10% en los tratamientos, por lo que estos resultados no nos van
a permitir llegar a ninguna conclusion sobre su efecto sobre la germinacion de esta
especie. En la siguiente tabla se muestran los resultados del analisis estadistico ANOVA
para comprobar si los valores obtenidos tienen significacion estadistica.

Tabla 6: Resultados andlisis ANOVA para Lolium perenne.

Dia de tratamiento | Valor de P
11 0,924
14 0,924
18 0,924
21 0,924
52 0,395

Los resultados del ANOVA obtenidos que expuestos en la Tabla 6 indican que no se
encuentra significacién estadistica, lo que muestra que los resultados del control y de
los tratamientos son similares. Al tener valores de germinacion tan bajos en el control
no podemos saber si esta falta de significacion se debe a que los tratamientos no tienen
efecto sobre L. perenne o a que la escasa viabilidad de las semillas impide llegar a
alguna conclusion.

Los aceites esenciales de las especies de cedro, abeto y pino objeto de evaluacién no
han sido empleadas previamente en ensayos con L. perenne, aunque otra especie de
pino, Pinus taeda, si ha sido empleada y se ha comprobado el efecto inhibitorio del
aceite esencial de sus hojas sobre el crecimiento radicular de L. perenne (Kennedy et
al., 2011).

Otros aceites esenciales procedentes de familias diferentes a la Pinaceae han mostrado
resultados inhibitorios sobre L. perenne, como el aceite esencial de rizoma de Acorus
calamus, capaz de inhibir su germinacion con dosis de 737 pug/ml o ppm (Satyal et al.,
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2013); el aceite esencial de semilla de Amomum subulatum, inhibidor de la germinacion
a 1674 pg/ml o ppm (Satyal et al., 2012), los aceites de Zataria multiflora con dosis de
2%, Carum copticum al 3% y Rosmarinus officinalis al 2%, capaces de inhibir tanto la
germinacion como el crecimiento radicular de L. perenne (Saharkhiz et al., 2009), los
aceites esenciales de tallo, hojas y flores de Eupatorium maculatum a la dosis de 0,5
mg/ml, capaces de inhibir la germinacién y el crecimiento radicular de L. perenne (Wang
et al., 2020), o aceites esenciales de pimienta, con inhibicion del crecimiento de raices
y hojas de L. perenne con aceite esencial de Pipper dilatatum a 0,2 mg/ml y de Pipper
divaricatum a 0,1 mg/ml (Jaramillo-Colorado et al., 2019).

En vista de los resultados obtenidos en los trabajos previos consultados en los que se
utilizan dosis similares a las planteadas en este ensayo, resultaria interesante la
repeticion de entre trabajo a la dosis de 2,5% para un primer control del efecto de los
aceites esenciales de cedro, abeto y pino sobre la especie de L. perenne, y en caso de
obtener resultados de fitotoxicidad sobre esta especie, repetirlo con dosis menores para
comprobar la viabilidad de estos aceites como agentes de control.

5.2. Ensayos de supervivencia de plantas en semilleros con un
segundo tratamiento por riego

Como se describe en el apartado 1V. Material y métodos, los ensayos se han realizado
en los semilleros de las especies de Linum usitatissimum, Lolium multiflorum y Silene
inflata que presentaron buena germinacion. Se ha aplicado mediante riego una segunda
dosis del aceite esencial correspondiente de cedro (naranja) o abeto (amarillo) a dosis
de 2,5% y un control (rojo) que no contenia aceite esencial, s6lo agua corriente,
repitiéndose cada combinacién aceite-especie de mala hierba tres veces.

Se ha realizado una Unica toma de resultados a los 15 dias del segundo tratamiento, en
este apartado se van a representar los resultados obtenidos de cada combinacion
mediante los graficos y comentarios pertinentes para su explicacién y evaluacién. Con
el objetivo de valorar la efectividad del segundo tratamiento se realiza el analisis
estadistico correspondiente y después se va a comparar con el efecto obtenido con una
sola dosis (a los 14 dias).

En el registro bibliografico hasta la fecha, se ha probado la repeticion de tratamientos
con aceite de pino sin éxito, no siendo capaz de controlar los rebrotes de nuevas hierbas
y, aunque no hay publicados ensayos con dobles tratamientos de otros aceites
esenciales como el cedro o el abeto, si se conocen productos no sintéticos como el
acido acético capaces de mejorar su efecto herbicida con la repeticiéon del tratamiento
de forma més viable econdémica y medioambientalmente que la aplicacion de un
tratamiento con glifosato (Young, 2004).

5.2.1. Supervivencia de plantas de Linum usitatissimum

A continuacion, se representa el efecto de los aceites esenciales de cedro y abeto sobre
las plantas de Linum usitatissimum en el dia 14 de la aplicacién de la primera dosis de
tratamiento mediante riego, en color sélido, y en el dia 15 de la aplicacion de la segunda
dosis de tratamiento mediante riego, a rayas.
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Figura 30: Porcentaje de supervivencia de Linum usitatissimum con una dosis (color
sé6lido) y con dos dosis (a rayas) de tratamiento al 2,5% de los aceites esenciales de
cedro y abeto. Las barras de error muestran la desviacion media. Las columnas que
comparten la misma letra no presentan diferencias estadisticamente significativas
(Método LSD de Fisher).

En la Figura 30 se observan resultados muy similares entre los casos de tratamiento
Unico y de doble tratamiento. Sin embargo, al realizar el analisis estadistico encontramos
que aparecen diferencias significativas (P>0,04) con el control para el tratamiento de
aceite de abeto que no aparecian con una sola dosis. Esto es debido a la menor
variabilidad de los datos a pesar de que los valores de las medias muestran valores
practicamente idénticos.

Al comparar los resultados entre uno y dos tratamientos no se encuentran diferencias
significativas entre ninguno de ellos y la supervivencia de las plantas con tratamiento o
doble de aceite de abeto alcanza casi el 90%.

En vista de estos resultados no resulta interesante una segunda aplicacion del
tratamiento con aceite esencial de cedro ni de abeto, al menos en la dosis estudiada, ya
que no proporciona un mayor control de L. usitatissimum que el que produce la
aplicacion unica del tratamiento.

5.2.2. Supervivencia de plantas de Lolium multiflorum

El efecto de los aceites esenciales de cedro y abeto sobre las plantas de Lolium
multiforum en el dia 14 de la aplicacion de la primera dosis y en el dia 15 de la aplicacién
de la segunda dosis se muestra a continuacion.

En la Figura 31 se puede apreciar que el segundo tratamiento con los aceites esenciales
no ha permitido el control del desarrollo de la especie de L. multiflorum, ni tampoco ha
intensificado el efecto del primer tratamiento, ya que en ambos casos tras la segunda
dosis las plantas han ido recuperandose, aumentando de un 29 a un 57% en el caso del
cedro, y de un 48 a un 73% la cantidad de plantas sanas en el caso del abeto.
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Figura 31: Porcentaje de supervivencia de Lolium multiflorum con una dosis (color
sé6lido) y con dos dosis (a rayas) de tratamiento al 2,5% de los aceites esenciales de
cedro y abeto. Las barras de error muestran la desviacion media.

Los resultados del ANOVA no muestran diferencias significativas con el control en
tratamiento Unico (P=0,185) ni con tratamiento doble (P=0,503).

Comparando tratamiento Unico y doble observamos que solamente el aceite de cedro
podria tener un efecto en dosis Unica aparentemente (aunque estadisticamente no es
vélido por la variabilidad de los datos).

En vista de estos resultados, no se encuentran diferencias significativas entre la
aplicacion de un Unico tratamiento y la aplicacién de un tratamiento doble para ninguno
de los dos casos, por lo que no podemos afirmar que un segundo tratamiento mediante
riego con aceite esencial de cedro ni de abeto dosificado al 2,5% sea capaz de inhibir
el desarrollo de las plantas de L. multiflorum.

No se plantea como una opcién viable realizar una segunda aplicaciéon del tratamiento
con aceite esencial de cedro ni de abeto en la dosis estudiada, ya que no proporciona
mayor control que la aplicacion Unica del tratamiento sobre las plantas de L. multiflorum.

5.2.3. Supervivencia de plantas de Silene inflata

En la siguiente figura se muestran los resultados obtenidos en el dia 14 de la aplicacion
de la primera dosis y en el dia 15 de la aplicacion de la segunda dosis de los aceites
esenciales de cedro y abeto mediante riego en plantas desarrolladas de Silene inflata.

En este caso, tal como observamos en la Figura 32, la segunda aplicacion del aceite
esencial de cedro si parece mostrar un efecto inhibidor sobre el desarrollo de las plantas
de S. inflata, reduciendo el porcentaje de las que han sobrevivido pasando del 44% de
supervivientes a que no quede ninguna, mientras que en el caso del aceite de abeto las
plantas supervivientes se recuperan del 51% al 80% y la reduccién deja de ser
estadisticamente significativa.
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Figura 32: Porcentaje de supervivencia de Silene inflata con una dosis (color sélido) y
con dos dosis (a rayas) de tratamiento al 2,5% de los aceites esenciales de cedro y
abeto. Las barras de error muestran la desviacion media. Las columnas que comparten
la misma letra no presentan diferencias estadisticamente significativas.

Los resultados del ANOVA muestran diferencias significativas con el control en
tratamiento Unico (P=0,000) y con tratamiento doble (P=0,000). Solo el aceite esencial
de cedro nos permite afirmar que un segundo tratamiento mediante riego con aceite
esencial de cedro dosificado al 2,5% es capaz de inhibir el desarrollo de las plantas de
S. inflata. En cambio, en el caso del abeto, las diferencias significativas que
encontrabamos en el dia 14 desaparecen a los pocos dias (mediciones de dias 18 y
siguientes, expuestas en las Figuras 19 a 21), y un segundo tratamiento no aporta
ningun efecto adicional presentando valores similares con supervivencia en torno al
80%.

En vista de los resultados obtenidos, la aplicacién de un segundo tratamiento con aceite
esencial de cedro se presenta como una opcion viable para el control de la especie
arvense S. inflata, donde seria interesante el estudio de su efecto con dosis menores
que sean mas interesantes econdmicamente e incluso comprobar qué periodos de
tiempo entre el primer y el segundo tratamiento seria 6ptimos.

5.3. Ensayos de supervivencia de plantas en semilleros
mediante pulverizacion

Como se describe en el apartado IV. Material y métodos, se ha realizado un ensayo
sobre plantas adultas de las especies Lolium multiflorum, Silene inflata y Nicotiana
tabacum, sobre las que se ha pulverizado aceite esencial de cedro dosificado al 2,5%
en las tres especies, y, ademas, en el caso de N. tabacum se ha realizado un ensayo
adicional, pulverizando el aceite esencial de cedro a dosis del 1 y del 0,5%.

A continuacién, se muestran los resultados obtenidos a los 5 dias del tratamiento:
Primeramente, se comparan los resultados de las tres especies tratados con dosis Unica
del 2,5% y después se expondran los resultados de N. tabacum a las diferentes dosis.
Todos los datos se mostraran mediante las gréficas y explicaciones oportunas.
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5.3.1. Supervivencia vegetal al aceite esencial de cedro

Tras la toma de muestras realizada a los 5 dias del tratamiento mediante pulverizacion
de aceite esencial de cedro dosificado al 2,5% sobre las especies de Lolium multiflorum,
Silene inflata y Nicotiana tabacum se obtienen los resultados que se exponen en la
siguiente tabla (Tabla 7).

Tabla 7: Porcentaje de superficie foliar superviviente de Lolium multiflorum, Silene
inflata y Nicotiana tabacum en el dia 5 de tratamiento por pulverizacion de aceite
esencial de cedro al 2,5%.

Especie Control Tratamiento
Lolium multiflorum 100 50
Silene inflata 100 0
Nicotiana tabacum 100 0

Como se observa en la Tabla 7, el tratamiento por pulverizacién ha ejercido un control
parcial sobre el follaje de L. multifiorum y controles totales sobre el follaje de S. inflata y
N. tabacum, tal como se aprecia en las Figuras 33, 34 y 35. La superficie foliar de las
dos especies de hoja ancha ha sido totalmente quemada tras el contacto con el aceite
esencial, mientras que en la especie de hoja estrecha observamos hojas que han sido
guemadas y otras en las que no se aprecia efecto, cabe esperar que por la morfologia
de las hojas de L. multifiorum, el aceite esencial pulverizado haya podido resbalar de
estas, evitando su efecto. Estudios demuestran que el uso de coadyuvantes puede
aumentar la eficacia de los tratamientos (Davarynejad, 2001), en base a esto, se podria
repetir el ensayo afiadiendo algun coadyuvante, como un mojante, para tratar de
aumentar el contacto del aceite con las hojas de L. multiflorum.

Se ha realizado la prueba Chi cuadrado con cada especie, obteniéndose en los tres
casos valores de probabilidad menores a 0,001, lo que indica significacion en los
resultados del tratamiento para las tres especies, por lo que podemos afirmar que la
aplicacion por pulverizacion del aceite esencial de cedro dosificado al 2,5% es capaz de
suprimir el desarrollo foliar.

s %

o

Figura 33: Superficie foliar de Lolium multiflorum en el dia 5 de tratamiento por
pulverizacion de aceite esencial de cedro al 2,5% (T) y control (C).
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Figura 34: Superficie foliar de Silene inflata en el dia 5 de tratamiento por pulverizacion
de aceite esencial de cedro al 2,5% (T) y control (C).

Figura 35: Superficie foliar de Nicotiana tabacum en el dia 5 de tratamiento por
pulverizacion de aceite esencial de cedro al 2,5% (T) y control (C).

5.3.2. Supervivencia de Nicotiana tabacum al aceite esencial de cedro

Los resultados de la toma de muestras realizada a los 5 dias del tratamiento mediante
pulverizacion de aceite esencial de cedro a dosis variable sobre la especie de Nicotiana
tabacum se exponen en la siguiente figura (Figura 36).
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Figura 36: Porcentaje foliar de Nicotiana tabacum superviviente al tratamiento de aceite
esencial de cedro dosificado al 2,5% (C25), 1% (C10) y 0,5% (CO05). Las barras de error
muestran la desviacion estandar. Las columnas que comparten la misma letra no
presentan diferencias estadisticamente significativas (Método LSD de Fisher).

La Figura 36 nos muestra los dafios producidos por el aceite de cedro sobre el follaje de
N. tabacum. La supervivencia del cultivo ha sido mayor al reducir la dosis de tratamiento,
del 0% de supervivencia con el tratamiento de cedro al 2,5% (tal como se ha mostrado
en la Figura 35), al 17% y 54% de supervivencia con los tratamientos del 1% y 0,5% de
aceite, respectivamente.

Se ha realizado un analisis ANOVA sobre los valores obtenidos, con un resultado de
P<0,001, lo que determina diferencias significativas entre los resultados de las
diferentes dosis y el control. EI método LSD de Fisher ha permitido determinar que todas
las muestras son diferentes entre si, de esta manera se demuestra que con las tres
dosis aplicadas se obtienen resultados significativamente diferentes a los del control.
Asi se demuestra la fitotoxicidad del aceite esencial de cedro sobre plantas de N.
tabacum ya que su aplicacion mediante pulverizacion en dosis del 2,5%, 1% y 0,05% es
capaz de impedir la supervivencia del follaje de esta especie.

El aceite esencial de cedro ha sido mayoritariamente estudiado por sus capacidades
antioxidantes, antiinflamatorias, analgésicas, fungicidas y larvicidas, pero no tanto por
su potencial como herbicida, pero otros aceites esenciales si han sido estudiados por
su efecto fitotoxico en aplicacién por pulverizacion sobre el follaje de especies de malas
hierbas. Benvenuti et al.,, (2017) han realizado un ensayo con aceites esenciales
procedentes de plantas de la familia Asteraceae para comprobar su efectividad como
herbicidas naturales sobre Amaranthus retroflexus y Setaria viridis, con resultados de
control positivos mediante pulverizacion sobre el follaje en dosis de 100 mg/L o ppm
cuando se han aplicado en el estado de dos cotiledones, y de 1000 mg/L o ppm en el
estado de tercera hoja verdadera de las malas hierbas, de los aceites esenciales de
Achillea millefolium, Artemisia annua, Artemisia verlotiorum, Otanthus maritimus vy
Xanthium strumarium. Los aceites esenciales de Thymbra capitata, Mentha piperita,
Eucalyptus camaldulensis y Santolina chamaecyparissus se han probado mediante
pulverizacion a dosis de 0,2%, 0,4% y 0,8% sobre Erigeron bonariensis, obteniéndose
control de la especie tan solo en la aplicacion de T. capitata al 0,4% y 0,8% (Verdeguer
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et al, 2020). También se ha probado el efecto inhibitorio de los aceites esenciales de
Eucalyptus citriodora, Ocimum basilicum y Mentha arvensis dosificados al 5%, 7,5% y
10% sobre las malas hierbas Anagallis arvensis, Cyperus rotundus y Cynodon dactylon,
obteniéndose un control total de A. arvensis con todos los aceites y todas las dosis, y
un control alto de C. dactylon con el aceite esencial de menta en la dosis més alta (Khare
et al., 2019).

Los resultados obtenidos en este ensayo y los trabajos previos en los que se han
empleado aceites esenciales como agentes de control de malas hierbas mediante
pulverizacion sefialan una interesante via de estudio para el desarrollo de herbicidas
naturales, en este caso de post-emergencia, de las malas hierbas. En la primera parte
de este ensayo se observa mayor incidencia sobre las especies dicotiledoneas, con la
posibilidad de afiadir algun coadyuvante para mejorar su efecto sobre especies
monocotiledoneas. En la segunda parte, sobre el efecto foliar sobre N. tabacum,
observamos gue dosificando el aceite esencial al 1% aun existe efecto sobre el cultivo,
reduciéndose considerablemente al 0,5%. Por lo que aun se debe investigar para
conocer las especies mas sensibles y ajustar las dosis de tratamiento efectivas.
Asimismo, las dosis empleadas en nuestro ensayo y en otros trabajos, requieren
elevades cantidades de aceite esencial para tener efecto de tal modo que su aplicacion
viable a gran escala requiere mas estudios para encontrar cual puede ser eficiente a
dosis reducidas. El efecto fitotoxico observado parece indicar que la aplicacion selectiva
por contacto podria ser valida para un uso localizado.

5.4. Ensayos de nascenciay desarrollo radicular en placas

Tal y como se describe en el apartado IV. Material y métodos, los ensayos fueron
realizados en placas de Petri, aplicando mediante pipeteado 1 ml del tratamiento
correspondiente: aceite esencial de cedro, abeto o pino a dosis de 2,5% o0 25000 ppm,
0,5% o0 5000 ppm y 0,05% o 500 ppm (representadas en las gréaficas con los nimeros
25, 5y 05); o agua en el caso de los controles, sobre placas de Petri con semillas de
Linum usitatissimum, Lolium multiflorum y Nicotiana tabacum preparadas para germinar,
repitiéndose cada combinacién aceite-dosis-especie vegetal, cuatro veces.

En este apartado se van a presentar los resultados obtenidos de cada combinacién
mediante diagramas lineales y diagramas de barras, junto con los comentarios
oportunos para su explicacion y evaluacion.

5.4.1. Germinacién de semillas de Linum usitatissimum

En las siguientes graficas se representa como han actuado los diferentes aceites
esenciales en las distintas dosis sobre las semillas de Linum usitatissimum hasta el dia
13 tras el tratamiento.
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Figura 37: Evolucion diaria de la germinacion de Linum usitatissimum en placa de Petri
frente a tratamientos con aceites esenciales al 0,05% de cedro (C05), abeto (A05) y pino
(P0O5) y tratamientos al 0,5% (T5) y 2,5% (T25).

En esta grafica (Figura 37) podemos observar un claro control de la germinacion en los
tratamientos de las dosis mas altas de los tres aceites, tanto al 2,5% como al 0,5% de
ellos, impidiendo totalmente la germinacion de las semillas de lino. En los casos de los
tratamientos con las dosis minimas, del 0,05% se observa que las germinaciones se
han visto algo retrasadas respecto al control, cuya tasa de germinacién era del 95% en
el segundo dia desde el tratamiento, frente al 70% y 57% en los casos de los aceites de
cedro y el abeto, y una germinacioén nula en el caso del aceite de pino. Este retraso de
la germinacion va perdiéndose al avanzar los dias desde el tratamiento, alcanzandose
valores similares al control mas rapidos en el dia 5 para los tratamientos de cedro y
abeto, con germinaciones del 97% y 98% respectivamente, frente al 100% del control;
y mas lentamente en el tratamiento de pino, donde el dia 5 tan solo han germinado el
60% de las semillas, pero el dia 13 ya alcanza valores similares al resto de tratamientos.
En la Figura 38 observamos los efectos de estos aceites en el dia 13 de tratamiento.
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Figura 38: Germinacion en Placa de Petri de Linum usitatissimum en el dia 13 de
tratamiento con aceites esenciales de cedro, abeto y pino dosificados al 2,5%; 0,5% vy
0,05%.

Tras realizar este primer analisis visual procedemos al andlisis estadistico de los
resultados. Mediante la prueba de Levene se observa que los datos no cumplen la
homocedasticidad, por ello empleamos la prueba no paramétrica de Kruskal Wallis en
los diferentes dias de observacion con el fin de comprobar si la hipotesis de que se
muestran diferencias significativas entre los tratamientos y controles es cierta,
mostrandose los resultados en la Tabla 8.
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Tabla 8: Resultados de la prueba de Kruskal Wallis para Linum usitatissimum.

Dia de tratamiento @ Valor de P

2 0,000
5 0,000
13 0,000

En efecto, en la Tabla 8 se muestran valores de probabilidad menores a 0,01 lo que nos
indica que existe una reduccion altamente significativa de la germinacién por parte de
alguno de los tratamientos en todos los dias de observacion. Para comprobar qué
factores son los significativamente diferentes en cada dia de tratamiento realizamos la
comparacion por pares de cada tratamiento con el control mediante la U de Mann-
Whitney, cuyos resultados se muestran en la Tabla 9.

Tabla 9: Resultados de probabilidad de comparaciones por pares entre tratamientos
con aceites esenciales de cedro, abeto y pino dosificados al 2,5%, 0,5% y 0,05% y
control con la U de Mann-Whitney para Linum usitatissimum en los diferentes dias de
observacion. Donde: * = P<0,05 (significativo), ** = P<0,01 (altamente significativo).

Valor de P (%) Dia 2 Dia 5 Dia 13

e 2,5 * * *%*
8 0,5 * * *%*
© 0,05 * 0,56 0,69
9 2,5 * * *%*
8 0,5 * * *%*
< 0,05 * 056 0,69

2 5 * * *%*
8 , * * *%*
£ 0,5

0,05 * 025 0,34

Los valores de probabilidad que se muestran en la Tabla 9 como resultado de las
comparaciones por pares con la U de Mann-Whitney, indican que los tratamientos de
los tres aceites a las dosis mayores, del 2,5% y 0,5%, poseen significacion frente al
control en todos los dias de observacion, en los dias 2 y 5 los valores de probabilidad
son menores a 0,05%, lo que indica diferencias significativas entre tratamientos y
control, en el dia 13 las probabilidades disminuyen, hasta valores menores al 0,01, lo
que indica diferencias altamente significativas entre los pares, por ello se puede afirmar
que los tratamientos con aceites esenciales de cedro, abeto y pino dosificados al 2,5%
y 0,5% son capaces de inhibir la germinacion in vitro de las semillas de lino. Por su parte,
los tratamientos a menor dosis de los aceites también son significativamente diferentes
para los tres aceites en el dia 2 de observacion desde el tratamiento, aunque todos
pierden esta significacion al avanzar los dias, obteniéndose valores de probabilidad
mayores a 0,05, por esto no podemos afirmar que los aceites esenciales de cedro, abeto
y pino dosificados al 0,05% sean capaces de controlar la germinacién in vitro de las
semillas de lino en los dias 5 y 13 desde el tratamiento, pero si son capaces de hacerlo
los aceites de cedro, abeto y pino dosificados al 2,5% y 0,5%. De este modo se observa
gue todas las dosis son efectivas pero la dosis de 0,05% (o mayor) y que una dosis de
0,05% solo tiene efecto temporal. Seria interesante en posteriores trabajos evaluar dosis
intermedias para afinar con la concentracién minima que inhiba la germinacion.
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5.4.2. Germinaciéon de semillas de Lolium multiflorum

A continuacion, se representa la evolucion de las semillas de Lolium multiflorum tras la
aplicacion de los diferentes aceites esenciales a sus correspondientes dosis sobre las
semillas hasta el dia 13 tras el tratamiento.

Lolium multiflorum
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Figura 39: Evolucion diaria de la germinacion de Lolium multiflorum en placa de Petri
frente a tratamientos con aceites esenciales al 0,05% de cedro (C05), abeto (A05) y pino
(P05) y tratamiento a 0,5% (T5) y 2,5% (T25).

Tal como muestra la Figura 39, no se aprecian diferencias entre los tratamientos y el
control en el dia 2 desde el tratamiento, donde el control tiene una tasa de germinacion
del 3% frente a germinaciones nulas para los tres aceites en cada una de sus dosis. Las
semillas tratadas con cada uno de los aceites a las dosis mayores, del 2,5% y 0,5% van
a mantenerse con germinaciones nulas durante todo el periodo de observacién, tal como
observamos en la Figura 40, donde aparecen las semillas de L. multifiorum en el dia 13
de tratamiento con aceite esencial de pino al 2,5% y ninguna ha germinado. No es hasta
el dia 5 desde el tratamiento donde se observan ciertas diferencias con las dosis mas
bajas de cada aceite, en este momento la germinacion del control es del 59%, frente al
40%, 28% y 23% de tasa de germinacién de los tratamientos con aceites esenciales de
cedro, abeto y pino, respectivamente, dosificados al 0,05%. Tanto la germinacién del
control como las de los tratamientos al 0,05% van a aumentar en el dia 13 de
tratamiento, con valores del 75% para el control y del 57%, 65% y 49% para los
respectivos aceites, donde aparentemente el tratamiento con cedro sera el que
mantenga su diferencia respecto al control y los tratamientos con abeto y pino pierden
parte de su accion inhibitoria de la germinacion.

Mediante el andlisis estadistico vamos a comprobar si son ciertas las hipotesis
planteadas tras el analisis visual. Como en el caso anterior, tras la prueba de Levene se
emplea la prueba de Kruskal Wallis en los diferentes dias de observacion para
corroborar la existencia de diferencias significativas en los tratamientos, cuyos
resultados se muestran en la Tabla 10.
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Tabla 10: Resultados de la prueba de Kruskal Wallis para Lolium multiflorum.

Dia de tratamiento @ Valor de P

2 0,437
5 0,000
13 0,000

Figura 40: Germinacién en Placa de Petri de Lolium multiflorum en el dia 13 de
tratamiento con aceite esencial de pino dosificado al 2,5%

Tal como se observa en la Tabla 10, en el dia 2 desde el tratamiento no se encuentran
diferencias significativas que permitan afirmar que alguno de los tratamientos aplicados
sea capaz de inhibir la germinacién de las semillas de L. multiflorum, mientras que si se
encuentran en los dias 5y 13 desde el tratamiento, donde se muestran valores menores
a 0,01 (altamente significativo). Para conocer qué tratamientos son los
significativamente diferentes en los dias 5 y 13 desde el tratamiento, se realiza la
comparacion por pares enfrentando cada tratamiento con el control mediante la U de
Mann-Whitney, obteniendo los resultados que aparecen en la Tabla 11.
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Tabla 11: Resultados de probabilidad de comparaciones por pares entre tratamientos
con aceites esenciales de cedro, abeto y pino dosificados al 2,5%, 0,5% y 0,05% y
control con la U de Mann-Whitney para Lolium multiflorum en los diferentes dias de
observacion. Donde: * = P<0,05 (significativo).

Valor de P (%) Dia 5 Dia 13

2 5 * *
8 7

* *

3 0,5

0,05 0,14 *
s 2,5 * *
g 0,5 * *
< 0,05 * 0,08

2,5 * *
2 05 * *
[a

0,05 * *

Como se observa en la tabla 11, en el dia 5 desde el tratamiento se encuentran
diferencias significativas en todas las comparaciones entre tratamiento y control de los
aceites al poseer valores de probabilidad menores al 0,05%, salvo en la aplicacion de
aceite esencial de cedro dosificado al 0,05%. Al avanzar los dias de observacion, el
aceite esencial de cedro al 0,05% alcanza diferencias significativas respecto al control
en el dia 13 del tratamiento, sin embargo, el aceite esencial de abeto pierde este efecto
y las diferencias a los 13 dias para la dosis menor no son estadisticamente significativas.

De este modo podemos afirmar que las dosis de 0,5% y superiores son efectivas frente
a las dos especies (L. usitatissimum y L. multiflorum) mientras que la dosis inferior
funciona solo para L. multiflorum con los aceites de cedro y pino

La capacidad fitotéxica de los aceites esenciales de cedro, abeto y pino no ha sido
estudiada previamente sobre la germinacion de semillas de L. multiflorum, pero otros
aceites esenciales si han sido probados con resultados satisfactorios aplicados in vitro
sobre semillas de esta especie, como los aceites esenciales de Saltureja montana y
Mentha piperita con control total de la germinacion en sus tratamientos con dosis del
0,125, 0,25, 0,5y 1 uL/m o los aceites de Zingiber officinale y Rosmarinus officinalis con
controles del 47% de la germinacion en los tratamientos realizados a dosis de 1 pL/ml
(Ibafiez y Blazquez, 2018a, 2018b).

5.4.3. Germinaciéon de semillas de Nicotiana tabacum

En las siguientes graficas se representa la actuaciéon de tratamientos con aceites
esenciales de cedro, abeto y pino en sus diferentes dosificaciones sobre las semillas de
Nicotiana tabacum hasta el dia 13 tras el tratamiento.
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Nicotiana tabacum
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Figura 41: Evolucion diaria de la germinacién de Nicotiana tabacum en placa de Petri
frente a tratamientos con aceites esenciales de cedro, abeto y pino (resultados iguales
a todas las dosis).

Como se aprecia en la Figura 41, la germinacion de N. tabacum es nula en todos los
tratamientos, incluido el control, hasta el dia 13 de observacion, donde el control alcanza
una tasa del 89% mientras que los tratamientos con aceites esenciales mantienen la
germinacion al 0% en todas las dosis de estudio hasta el final de la observacion.

El andlisis estadistico nos va a permitir comprobar si es cierta la hipétesis planteada de
que los diferentes aceites esenciales en las tres dosis estudiadas son capaces de
controlar la germinacion de las semillas de tabaco en el dia 13 de observacién desde el
tratamiento. En los dias 3 y 5 de observacion no es posible realizar ningin andlisis dados
los valores nulos de germinacion tanto de los tratamientos como del control.

La prueba de Levene indica que los datos de germinaciones del dia 13 no cumplen la
homocedasticidad, por lo que se emplea la prueba de Kruskal Wallis, que con un valor
de P=0,000 que permite afirmar que se encuentran diferencias significativas en los
tratamientos. En la Tabla 12 se muestran los resultados de la comparacién por pares
mediante la U de Mann-Whitney para conocer qué tratamientos son los
significativamente diferentes.
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Tabla 12: Resultados de probabilidad de comparaciones por pares entre tratamientos
con aceites esenciales de cedro, abeto y pino dosificados al 2,5%, 0,5% y 0,05% y
control con la U de Mann-Whitney para Nicotiana tabacum en los diferentes dias de
observacién. Donde: * = P<0,05 (significativo).

Valor de P (%) Dia13

2,5 *
o
%
3 0,5
0,05 *
. 25 *
@ 0,5 *
< 0,05 *
2,5 *
2 05 *
[a
0,05 *

Tal como muestra la Tabla 12, se encuentran diferencias significativas en todas las
comparaciones entre los diferentes tratamientos y el control en el dia 13 de observacion,
donde se obtienen valores de probabilidad menores al 0,05%. En vista de los resultados
obtenidos se puede afirmar que los aceites esenciales de cedro, abeto y pino dosificados
al 2,5%, 0,5% y 0,05% son capaces de controlar la germinacion in vitro de las semillas
de N. tabacum en el dia 13 desde el tratamiento.

No se encuentran estudios sobre la fitotoxicidad de aceites esenciales sobre la especie
N. tabacum, y, aunque si consta un estudio de las autoras Ibafiez y Blazquez (2019a),
en el que comprobaron el potencial fitotoxico de los aceites esenciales de jengibre y
curcuma sobre Nicotiana glauca sin encontrar resultados significativos de control a
ninguna de las dosis estudiadas de 0,125, 0,25, 0,5 y 1 uL/mL, dados los resultados
significativos de control obtenidos en este ensayo y la ausencia de trabajos similares se
plantea interesante seguir investigando los efectos de otros aceites esenciales que
podrian ser empleados como bio herbicidas selectivos sobre cultivos de tabaco ya que
en nuestro ensayo, los aceites de cedro, abeto y pino se muestran mas efectivos con el
cultivo que con las malas hierbas. Sin embargo, una aplicacién selectiva de estos
aceites podria ser interesante para el control de algunas de las especies estudiadas.
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6. CONCLUSIONES

1. La germinacion de semillas de Lolium multiflorum cultivadas sobre semilleros de
plastico fue reducida por los aceites esenciales de cedro, abeto y pino
dosificados al 2,5% e incorporados en el riego, y en el caso de Silene inflata por
los aceites esenciales de cedro y abeto. El efecto reductor fue temporal y
desaparecio con el tiempo salvo en el tratamiento de Silene inflata con el aceite
esencial de cedro, donde el efecto fue permanente. La germinacion de Linum
usitatissimum no se vio afectada por ninguno de los tres aceites esenciales y las
otras tres especies: Lolium perenne, Rumex acetosella y Sinapis arvense
presentaron problemas de germinacién que impidieron su analisis.

2. Una segunda aplicacion de aceite esencial al 2,5% en el riego solo resultd
efectiva para el aceite de cedro sobre las plantas de Silene inflata donde la
inhibicion fue completa.

3. Eldesarrollo foliar fue reducido por el aceite esencial de cedro dosificado al 2,5%
aplicado mediante pulverizacion en las especies arvenses Lolium multiflorum y
Silene inflata y en plantas de Nicotiana tabacum, donde dosis menores (1% y
0,5%) también mostraron fitotoxicidad.

4. La germinacion in vitro de las semillas de Linum usitatissimum fue reducida por
los aceites esenciales de cedro, abeto y pino dosificados al 2,5% y al 0,5%. En
el caso de Lolium multiflorum tuvieron efecto reductor de su germinacién los
aceites de cedro y pino en todas las dosis empleadas, de 2,5%, 0,5% y 0,05%,
y el aceite esencial de pino dosificado al 2,5% y 0,5%. La germinacién de
Nicotiana tabacum se vio reducida por todas las dosis empleadas de los tres
aceites esenciales.
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