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RESUMEN

Los aceites esenciales son mezclas complejas de compuestos volatiles derivados
del metabolismo secundario de plantas, que pueden contener entre 20 y 60
componentes en concentraciones muy diferentes y que se caracterizan por presentar
un fuerte olor. Los aceites esenciales estdn presentes sélo en determinadas especies y
no se consideran primordiales para el crecimiento y el desarrollo vegetal, pero
desempeiian un papel importante en las interacciones de las plantas con el ambiente.
De este modo, una reevaluacion de sus funciones bioldgicas, ha derivado en importantes
aplicaciones practicas en el dmbito de la medicina, la nutricion o la cosmética.

Cistus ladanifer L. (Cistaceae) es un arbusto nativo de la Regién Mediterranea,
gue se encuentra ampliamente distribuido en dreas degradadas y no cultivadas de la
Peninsula ibérica. En los ultimos afios, los productos derivados del metabolismo
secundario de esta especie, entre los que destaca el aceite esencial, han despertado un
gran interés no solo por sus propiedades aromaticas y fijadoras, sino también por su
importancia bioldgica para la industria farmacoldgica y agroalimentaria. Sin embargo,
como la mayoria de compuestos del metabolismo secundario, la produccién de aceite
esencial en la planta puede verse seriamente afectada por diferentes factores
geograficos, genéticos, fisioldgicos y ambientales.

En este contexto, el objetivo principal de la tesis se centré en determinar qué
influencia ejercen estos factores tanto intrinsecos como extrinsecos a la planta sobre la
produccién de aceite esencial de C. ladanifer, con especial atencidn en aquellos
compuestos de mayor importancia para la industria perfumera.

Para conseguir estos objetivos, se utilizaron cuatro disefios experimentales
independientes, con ensayos tanto en campo como en laboratorio. En todos los casos,
la extraccion del aceite esencial se realizd por hidrodestilacion con un aparato de tipo
Clevenger, y la composicion quimica del aceite esencial se determiné mediante
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC/MS). Para valorar la
potencial aplicacion como biofungicidas tanto del aceite esencial, como de un
subproducto como el hidrolato, se evalud la actividad antifungica y fitotoxicidad in vitro.

Los resultados muestran que las poblaciones naturales de C. ladanifer en el norte

de Extremadura presentan aceites esenciales con un contenido elevado en viridiflorol y
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ledol, mientras que el compuesto a-pineno estd en menores proporciones, lo que las
confiere un alto potencial desde el punto de vista organoléptico. No obstante, se
detectaron importantes variaciones en el rendimiento y la composicion del aceite
esencial entre poblaciones, y aunque en menor grado, también dentro de ellas. Estas
variaciones se debian tanto a las caracteristicas edaficas del suelo sobre el que se
desarrollaron las plantas, como al componente genético del material vegetal. Los
resultados obtenidos también mostraron que el efecto asociado al estado fenoldgico de
la planta ejercia una mayor influencia sobre la produccién de aceite esencial que aquel
asociado a la edad. A su vez, la parte de la planta utilizada influye sustancialmente en la
produccién de aceite esencial, y por tanto, la proporcion de cada 6rgano en la muestra
influird en la calidad final del producto. Por otro lado, el aporte de riego durante el
verano modifica considerablemente la biomasa de la planta y su biosintesis de aceite
esencial, mientras que el aporte de fertilizacidon no tiene un efecto sustancial sobre estas
variables. Ademas, el secado previo del material vegetal no influyé significantemente en
el rendimiento en aceite esencial, pero si afectdé a la composicidon quimica. En este
sentido, estos resultados han ayudado a comprender el grado de importancia de los
diferentes factores que determinan la biosintesis del aceite esencial de C. ladanifer, lo
gue supone un avance que ayudara a predecir, controlar e incluso modelar su
produccién desde un punto de la calidad final del producto.

Finalmente, el aceite esencial y el hidrolato de C. ladanifer inhibieron
fuertemente el crecimiento micelial de tres especies de hongos fitopatégenos y un
oomiceto. Ademas, la aplicacidn de hidrolato resulté eficaz controlando la enfermedad
causada por P. cinnamomi sobre L. luteus en un patosistema in situ. Sin embargo, en los
ensayos de fitotoxicidad sobre R. sativus y L. luteus, el aceite esencial y el hidrolato
mostraron efectos fitotdxicos dependientes de la dosis y de la especie. Por tanto, estos
resultados muestran el potencial del hidrolato de C. ladanifer como biofungicida en el
control de hongos fitopatégenos, lo que implicaria una revalorizacion econémica del

subproducto.

20



ABSTRACT

Essential oils are complex mixtures of volatile compounds derived from the
secondary metabolism of plants. They can contain 20 to 60 of these components at
different concentrations and they are characterized by a strong scent. In turn, essential
oils are present only in certain species and are not considered essential for plant growth
and development, but they play an important role in the interactions of plants with the
environment. Hence, a revaluation of its biological functions has revealed important
practical applications of essential oils in the field of medicine, nutrition or cosmetics.

Cistus ladanifer L. (Cistaceae) is a native shrub from the Mediterranean region
widely distributed in degraded and uncultivated areas of the lberian Peninsula.
Nowadays, there is an increasing interest on the products derived from the secondary
metabolism of this species, especially essential oils, not only for their aromatic and fixing
properties, but also for their biological importance for the pharmacological and agri-
food industry. However, like most compounds of secondary metabolism, the production
of essential oil in the plant can be seriously affected by different geographical, genetic,
physiological and/or environmental factors.

In this context, the mail goal of this thesis was to determine the effect of these
factors on the production of essential oil by C. ladanifer, with special focus on those
compounds that are important for the perfume industry.

To achieve these objectives, four independent experimental designs were set up,
including field and laboratory tests. In all cases, the extraction of the essential oil was
carried out by hydrodistillation with a Clevenger-type machine, and the chemical
composition of the essential oil was determined by gas chromatography coupled to
mass spectrometry (GC/MS). To assess the potential biofungicide application of both the
essential oil and the by-product hydrolate, an in vitro assay was used to test their
antifungal activity and phytotoxity.

The results show that essential oils from natural populations of C. ladanifer in
the north of Extremadura have a high content of viridiflorol and ledol and low content
of a-pinene, which are translated into a high organoleptic potential. Still, important
variations inter and intra populations were detected in the yield and composition of the

essential oils. These variations were due to both the edaphic characteristics of the soil
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and the genetic of the plant. The results also showed that the phenological state of the
plant exerted a greater influence on the production of essential oil than the age of the
plant. In turn, the part of the plant from which the essential oil is extracted, substantially
influences the production of the essential oil, and hence, the proportion of each plant
part in the sample influences the final quality of the product. On the other hand,
irrigation during the summer (driest months) significantly modifies the plant biomass
and the biosynthesis of essential oil, while no effect of fertilization is observed. When
the plant material is dried before essential oil extraction, the chemical composition of
the essential oil is significantly affected but not the yield. All these results provide new
insights about how different environmental and management factors determine the
biosynthesis of the essential oil of C. ladanifer that will further help to predict, control
and even model its production with the aim of obtaining a quality product.
Additionally, the essential oil and hydrolate of C. ladanifer strongly inhibited the
mycelial growth of three phytopathogenic fungal species and one oomycete. The
application of hydrosol, in an in situ pathosystem, was effective in controlling the
disease caused by Phytophthora cinnamomi on Lupinus luteus. However, the essential
oil and the hydrolate, in phytotoxicity tests on Raphanus sativus and Lupinus luteus,
showed dose- and species-dependent phytotoxic effects. These results show a potential
of C. ladanifer hydrolate as biofungicide in the control of phytopathogenic fungi, which

would imply an economic revaluation of the by-product.
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Capitulo 1

1. INTRODUCCION

1.1. Aspectos bioldogicos basicos de los aceites esenciales

Los aceites esenciales se pueden definir como mezclas complejas de compuestos
volatiles derivados del metabolismo secundario de plantas, normalmente con un fuerte
olor, raramente coloreados, solubles en disolventes organicos e insolubles en agua
(Zuzarte & Salgueiro, 2015). De acuerdo con la “International Standard Organization”
(1ISO 9235: 2013) y la Farmacopea Europea (Council of Europe, 2010), un aceite esencial
se define como “un conjunto de productos volatiles que se obtienen de materiales
naturales por hidrodestilacién o destilacién por corriente de vapor o, si se trata de frutos
de citricos, por un proceso mecanico de extrusidn, con un proceso posterior de
separacion de la fase acuosa” (Rios, 2016). Ademas, estos aceites esenciales se pueden
encontrar en diversos drganos de las plantas (flores, frutos, semillas, hojas, tallos y
raices), en los cuales se producen y almacenan en estructuras secretoras especiales que
difieren en su morfologia, estructura, funciéon y distribucién (Rios, 2016). Estas
estructuras secretoras especializadas minimizan el riesgo de autotoxicidad y pueden
encontrarse en la superficie de los érganos de la planta (tricomas glandulares, células
epidérmicas y osmoforos) o dentro de los tejidos vegetales (a menudo idioblastos, pero

también cavidades y conductos secretores) (Franz & Novak, 2010) (Imagen 1).

Imagen 1. (A)-muestras de aceite esencial de C. ladanifer. (B)-representacion tipo de un tricoma glandular:
(1)-célula basal; (2)-célula peduncular; (3)-células secretoras; (4)-aceite esencial acumulado; (5)-cuticula.
Adaptado de Economou-Amilli et al., (1982).

En la naturaleza, mientras los metabolitos primarios son compuestos universales

e indispensables para la vida, que se encuentran presentes en todos los organismos
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vivos, los metabolitos secundarios, entre los que se encuentran los aceites esenciales,
estan presentes sélo en determinadas especies y no se consideran primordiales para el
crecimiento y desarrollo vegetal (Croteau et al., 2000). Sin embargo, estos metabolitos
secundarios desempefian funciones naturales muy importantes en los procesos de
defensa y sefializacién de las plantas (Maffei, 2010). En este sentido, estos compuestos
intervienen en la defensa de las plantas contra microorganismos, insectos o herbivoros,
en la atraccidn de polinizadores y de animales dispersores de semillas, en la regulaciéon
del uso de aguay en las interacciones alelopdticas (Pichersky & Gershenzon, 2002). A su
vez, estos metabolitos secundarios se clasifican en terpenoides, shikimatos, policétidos
y alcaloides, siendo los dos primeros los mas relevantes en los aceites esenciales
(Croteau et al., 2000). Por otro lado, aunque los terpenos son mas frecuentes y
abundantes en los aceites esenciales, algunas especies contienen altas cantidades de
fenilpropanoides, que cuando estan presentes, proporcionan un aroma caracteristico a
las planta (Moghaddam & Mehdizadeh, 2017). Ademads, estos dos grupos de
compuestos (terpenos y fenilpropanoides) se originan a través de rutas biosintéticas
distintas (Figura 1).

Los terpenos son el resultado de la condensacion de una unidad de
pentacarbono con dos enlaces insaturados, el isopreno (2-metil-1,3-butadieno), por lo
gue muchas veces se denominan isoprenoides. Estos terpenos se clasifican en diferentes
clases estructurales y funcionales. De este modo, de acuerdo al nimero de unidades de
isopreno en su estructura, los terpenos pueden clasificarse en hemiterpenos (Cs),
monoterpenos (Cio), sesquiterpenos (Cls), diterpenos (Cyo), etc. (Owen & Peiiuelas,
2005). A su vez, los terpenos mas comunes en el aceite esencial son los monoterpenos
y sesquiterpenos (Bakkali et al., 2008). Ademas, la biosintesis de terpenos implica dos
precursores universales: el isopentenil pirofosfato (IPP) y el dimetilalil difosfato
(DMAPP). En plantas superiores, el IPP a su vez se puede sintetizar a través de dos rutas
metabdlicas: la via del mevalonato y la del metileritritol fosfato. La primera ruta tiene
lugar en el citoplasma y conduce a la formacion de la mayoria de los sesquiterpenos,
mientras que la segunda ocurre en los cloroplastos, produciendo principalmente
monoterpenos y diterpenos. Por otro lado, los fenilpropanoides contienen una o mas
unidades Ce¢-Cs, siendo el Cs un anillo de benceno. Estos fenilpropanoides se sintetizan a

través de la via del 4cido shikimico, siendo sus principales precursores el acido cinamico
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y el acido hidroxicinamico, originados a partir de los aminodcidos aromaticos

fenilalanina y tirosina, respectivamente (Croteau et al., 2000; Zuzarte & Salgueiro, 2015)

(ver ruta detallada en la Figura 1).
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Figura 1. Ruta de biosintesis de terpenoides y fenilpropanoides (Arriba). Terpenos mayoritarios en el
aceite esencial de C. ladanifer (Abajo). Adaptado de Zuzarte & Salgueiro (2015) y Owen & Pefiuelas (2005).
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1.2. Aspectos productivos de los aceites esenciales

Las plantas aromaticas y medicinales (PAM) representan un extenso grupo de
materias vegetales valoradas principalmente por sus componentes quimicos. Desde la
antigliedad, estas plantas se han utilizado para ayudar a restablecer y mantener la salud,
conservar y dar sabor a los alimentos, proporcionar aromas naturales, y servir en rituales
y ceremonias misticas (Inoue & Craker, 2014). Se estima que de las 422.000 especies de
plantas documentadas en todo el mundo, alrededor de 70.000 han sido empleadas en
medicina tradicional y mas de 2.000 para aplicaciones en alimentos, cosméticos vy
preparados farmacéuticos (Mathé, 2015) (Figura 2). El comercio mundial de PAM como
materia prima se estima en 440.000 toneladas anuales, con un valor total de 1.300
millones de ddlares, de los cuales el 25% se comercializa en Europa (Lange, 2004; Mathé,
2015). El mercado mundial de medicamentos naturales o derivados de plantas crecera
de 29.400 millones de ddlares en 2017 a unos 39.600 en 2022, con una tasa de
crecimiento anual del 6,1% para el periodo 2017-2022 (BCC Research, 2017). De este
modo, la industria basada en PAM es un sector prometedor y una fuente con un enorme

potencial de crecimiento econdmico (Figura 3).
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Figura 2. Actividades y usos de plantas aromaticas y medicinales. Adaptado de Christaki et al. (2012).
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Figura 3. Evolucion de la superficie destinada a cultivo de PAM en Espafia desde 1995 a 2016 (MAPAMA).

Se estima que alrededor del 80% del suministro de materias primas de PAM que
llega al mercado mundial procede de recolecciones silvestres (Asl Roosta et al., 2017).
En este sentido, los bosques y sistemas agroforestales son la principal fuente de PAM, y
estas plantas a su vez son una de las muchas categorias valiosas de productos forestales
no madereros (PFNM), que incluyen alimentos y bebidas, forraje, perfumes, cosméticos,
fibra, gomas, resinas y materiales ornamentales (FAO 2003) (M. R. Rao et al., 2004). No
obstante, la explotacidn sostenible de estos productos silvestres es dificil de conseguir
y certificar.

Las PAM mediterraneas constituyen un recurso fitogenético unico, muy diverso
y valioso, ampliamente explotado desde la antigiiedad (Grigoriadou et al., 2020; Myers
et al., 2000). En este sentido, esta flora mediterranea, y en particular nuestra especie de
estudio (Cistus ladanifer L.), requiere una atencion especial a la hora de estudiar y buscar
nuevas vias para su explotacion como pueden ser sus aceites esenciales. En la actualidad
se conocen unos 3000 aceites esenciales pertenecientes a 10 familias botdnicas, de los
cuales 300 son importantes o valiosos desde el punto de vista comercial (Lubbe &
Verpoorte, 2011). Ademas, alrededor del 90% de la produccién mundial de aceites
esenciales se destina a la industria cosmética y perfumera. Sin embargo, son conocidos
también por presentar propiedades medicinales (analgésicas, sedantes,
antiinflamatorias, = antiespasmddico, anticancerigenas, etc.), antioxidantes,
antibacterianas, antifiingicas e insecticidas (Bakkali et al., 2008; Hyldgaard et al., 2012).
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La produccion mundial de aceites esenciales se estimé en 2017 en mas de 150.000
toneladas, valoradas en unos 6.000 millones de ddlares, lo que representa mas del triple
del volumen producido en 1990 (45.000 toneladas). A su vez, segun varios analisis
econdmicos recientes, se espera que el crecimiento continde y en la proxima década se
alcancen producciones de 370.000 toneladas anuales, valoradas en mas de 10.000
millones de délares (Barbieri & Borsotto, 2018; Lubbe & Verpoorte, 2011).

Por otro lado, como la mayoria de compuestos volatiles del metabolismo
secundario, la produccién aceite esencial puede fluctuar en las sucesivas etapas del
ciclo vital debido a factores genéticos, ontogénicos y climaticos (Verma et al., 2015).
Ademas, diferentes situaciones de estrés bidtico (patdégenos, herbivoros, dafios
tisulares, etc.) o abidtico (sequia, elevadas temperaturas, alta radiacién solar, falta de
nutrientes, etc.) pueden provocar alteraciones en las tasas de biosintesis de estos
compuestos almacenados y/o emitidos (Maffei, 2010; Niinemets et al., 2004). Por tanto,
el patron de composicion del aceite esencial, la concentracién de sus compuestos
individuales y el rendimiento pueden verse fuertemente afectados por factores tanto
intrinsecos como extrinsecos a la planta (Zuzarte & Salgueiro, 2015).

La informacioén genética del material vegetal, el estado de desarrollo y la parte
utilizada son el conjunto de factores inherentes a la planta que influiran en la calidad
final del aceite esencial. Ademas, otros factores externos como las condiciones
ambientales de crecimiento (temperatura, pluviometria, fertilizacién, altitud, radiacién,
horas de luz, tipo de suelo o ubicacion geografica) y las de transformacién vy
manipulacidn posterior (transporte, almacenamiento, métodos de secado y extraccién,
tiempo de destilacion, métodos de cuantificacion y condiciones de los analisis) pueden
también modificar sustancialmente la produccion de aceite esencial por parte de la
planta (Barra, 2009; Figueiredo et al., 2008). De este modo, la manera en que todos
estos factores afectan a la calidad y la cantidad de aceite producido depende
basicamente de la especie, de la parte de la planta en la cual el principio activo se
acumula y de las rutas metabdlicas implicadas en la produccién de los compuestos de
interés. Por tanto, la calidad de los aceites esenciales no es facil de garantizar y la gran
variabilidad quimica mostrada es uno de los principales problemas para la industria, ya
que puede limitar la calidad, seguridad y eficacia de sus diferentes aplicaciones (Zuzarte

& Salgueiro, 2015).
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1.3. Aspectos botanicos y ecolégicos de C. ladanifer

La familia Cistaceae es una de las mas representativas de la flora mediterranea,
con cinco géneros (Cistus, Fumana, Halimium, Helianthemum y Tuberaria) que
constituyen los principales representantes del matorral arbustivo. El género Cistus, con
16 especies, es especialmente destacado en dicha vegetacién Mediterrdnea. Ademas,
este género alcanza su mayor diversidad y abundancia en la Peninsula Ibérica, en donde
habitan 12 de las 16 especies, entre las que destaca por su importancia y extension C.

ladanifer (Talavera et al., 1993; Demoly & Montserrat, 1993).

Imagen 2. Diferentes partes de la plantas de C. ladanifer. (A)- hojas; (B)-flor; (C)-frutos; (D)-formacién de
Jaral tipo.

C. ladanifer es un arbusto que puede alcanzar 2,5 m de altura, erecto y muy
aromatico (Bolafios & Guinea, 1949) (Imagen 2). A su vez, se trata arbusto perenne
originario de la Peninsula Ibérica, que se encuentra ampliamente distribuido por la zona
Mediterranea occidental, desde el sur de Francia hasta el norte de Marruecos y Argelia
(Imagen 3). En la Peninsula se encuentra distribuida desde el nivel del mar hasta 1500
m de altitud. Ademas, Andalucia Occidental, Extremadura y en las zonas occidentales de
Madrid, Castilla La Mancha y Castilla y Ledn son las zonas de mayor abundancia en
Espana, tornandose mas rara en el norte de Galicia, Asturias, Pais Vasco, Aragén, Murcia,
Pais Valenciano y Cataluia (Bolafios & Guinea, 1949; Demoly y Montserrat, 1993; Nufiez,
1989).
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Esta especie puede formar poblaciones muy densas que se integran
principalmente sobre suelos pobres siliceos o acidos de origen pizarroso, granitico o
arenoso (Frazdo et al., 2018). A su vez, es predominante en los matorrales de suelos
acidos oligotroéficos de la mitad occidental de la Peninsula Ibérica (Rivas Martinez, 1979),
pero puede tolerar también suelos calcareos (Demoly & Montserrat, 1993). Ademas,
presenta una fuerte adaptacidon a condiciones climaticas muy diversas y extremas,
siendo capaz de soportar estrés por heladas, sequia, alta exposicion solar y elevadas
temperaturas durante periodos mas o menos largos del afio (Nufez, 1989). Es
considerada una especie pirdéfita, que suele formar grandes masas de matorral que a su
vez liberan compuestos fitotdxicos que pueden inhibir la germinacion de otras especies
vegetativas del sotobosque herbdceo (Alias et al., 2020; Chaves & Escudero, 1997,
Herranz et al., 2006). De este modo, C. ladanifer elimina la competencia, y se convierte
en una especie colonizadora de areas fuertemente perturbadas por el hombre, tales
como bosques quemados o deforestados, zonas marginales y cultivos abandonados

(Frazdo et al., 2018).

Imagen 3. Mapa de distribucién de Cistus ladanifer en el sur de Europa y norte de Africa segtin GBIF (Global
Biodiversity Information Facility).Puntos mas oscuros indican mayor superficie.
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1.4. Aspectos productivos de C. ladanifer

En Espafa se encuentran las mayores extensiones de matorral silvestre de C.
ladanifer, donde, segln estimaciones recientes, la especie estad presente en mas de 2
millones de hectareas y es dominante aproximadamente en 460.000 ha (Mediavilla et
al., 2021). Sin embargo, a pesar de su extensién y del potencial industrial descrito como
fuente de resinas y aceites esenciales, se estima el uso global de C. ladanifer en unas
10.000-20.000 toneladas al afio, con el 80 % de la produccién concentrada en Andalucia
(Espaiia) (Alves-Ferreira et al., 2019). Por lo tanto, podemos considerar que C. ladanifer
como fuente potencial de materia prima industrial estd todavia infraexplotada en gran
parte del territorio espanol.

Desde la antigliedad, C. ladanifer ha sido utilizada como incienso y en medicina
tradicional como antiinflamatorio, antiulcerogénico, antitumoral, vasodilatador vy
antiespasmadico (Barrajén-Catalan et al., 2016; Papanikolaou et al., 2014). Esta especie
es conocida como “Jara pringosa” debido a la peculiaridad que presentan sus tallos y
hojas de secretar una sustancia pegajosa denominada |ddano. Esta resina es rica en
compuestos de gran valor, y ha sido extraida tradicionalmente en paises como Francia,
Espana y Portugal, para ser empleada principalmente en la industria perfumera debido
a sus excelentes propiedades aromadticas y fijadoras (Moyler & Clery, 2005). Ademas,
algunos compuestos del |lddano constituyen una importante alternativa al dmbar gris,
gue es un producto bastante escaso y muy cotizado en perfumeria que se obtiene de
una fuente animal protegida (el cachalote) (Frazdo et al., 2018). A su vez, varios estudios
han atribuido a estos productos de C. ladanifer efectos antimicrobianos, antioxidantes,
antitumorales, analgésicos, neuroprotectores y fitotdxicos (Barrajon-Cataldn et al.,
2010; Chaves & Escudero, 1997; Herranz et al., 2006; Loizzo et al., 2013). En los ultimos
afos, otros productos obtenidos de C. ladanifer como el aceite esencial han visto
incrementado su interés no solo por su uso potencial en cosmética (Gomes et al., 2005),
sino también en medicina y agroalimentacidn (Barrajén-Catalan et al., 2016; Benali et

al., 2020; Zidane et al., 2013) (Figura 4).
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Figura 4. Principales productos comerciales y procesos de extraccion de C. ladanifer.

De las diferentes referencias encontradas en la literatura se deduce que esta
especie presenta una gran variabilidad en cuanto al rendimiento y composicién quimica
de sus aceites esenciales. El aceite esencial se ha obtenido principalmente por
hidrodestilaciéon o destilacién al vapor de hojas y los tallos, y los rendimientos
reportados son en general bastante bajos. En estudios a nivel de laboratorio empleando
un aparato tipo Clevenger como en nuestro caso, los rendimientos en aceite esencial
oscilaban entre un 0,14-0,63 %, pero para material vegetal con unas condiciones
preliminares en ocasiones diferentes y poco comparables (Guimardes et al., 2010;
Zidane et al., 2013). Por otro lado, en cuanto al rendimiento obtenido a escala industrial,
aungue se han publicado pocos estudios, la mayoria coinciden en rendimientos entre el
0,01-0,1 % (Mediavilla et al., 2021; Tavares et al., 2020). No obstante, este bajo
rendimiento que presenta la planta podria verse compensado a nivel productivo por el
elevado precio que puede alcanzar este aceite esencial en el mercado, ya que puede
superar los 400 euros/kg. Ademas, aunque Lubbe & Verpoorte (2011) estimaron una

producciéon mundial de aceite esencial de C. ladanifer que superaba las 50-100 t/afio,
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parece mas realista la estimacion de 1-10 t/afio aportada por Mediavilla et al. (2021) en
base a datos recopilados de varias empresas.

En cuanto a la composicion quimica, el aceite esencial de C. ladanifer ha
demostrado ser extremadamente complejo, detectandose en algunos casos hasta 300
compuestos diferentes, la mayoria de los cuales sélo estan presentes en cantidades
traza (Mariotti et al., 1997). Estos autores a su vez encontraron una elevada variabilidad
intraespecifica en estas plantas cultivadas en Cércega pero que provenian de Espafia,
con a-pineno (2,1-47 %), canfeno (0,7-5,2 %), trans-pinocarveol (4,4-10,9 %), viridiflorol
(4,7-22,6 %) y ledol (1,5-6,4 %) como compuestos principales de estos aceites (25 % en
alguna muestra). Otro estudio en Francia, que comparaban las dos variedades de C.
ladanifer subsp. ladanifer (var albiflorus y maculatus), mostré un aceite esencial con
predominio también de los compuestos a-pineno (136,3-220,3 pg/ul) y viridiflorol (51,5-
79,9 pg/ul) (Robles et al., 2003). Unos afios antes en 1984, Giilz et al. (1984) reportaron
en muestras de Alemania un aceite esencial con mayor proporcién en este caso de a-
pineno (43,2 %), canfeno (12,2 %) y 6-cadineno (6,6 %). A su vez, el aceite esencial del
norte de Marruecos se caracterizd por contener como compuestos mayoritarios 1,8-
cineole (19,3 %), y-terpineno (6,1 %) y viridiflorol (16,4 %) (Viuda-Martos et al., 2011).
En Portugal, (Gomes et al., 2005) encontraron viridiflorol (13,6-17,4 %) como compuesto
principal en el aceite de dos sitios diferentes, mientras que el analisis de tres muestras
comerciales mostré muy alto porcentaje en este caso de a-pineno (12,8-50,4 %).
Finalmente, el aceite esencial de muestras procedentes de la zona de Guadalajara
(Espafia) mostré un contenido muy elevado de a-pineno (46,7-49,7 %) en comparacion
con el siguiente componente mayoritario, el viridiflorol (10-12,5 %) (Mediavilla et al.,
2021).

Por su importancia desde el punto de vista organoléptico para la industria
perfumera, ademads de los compuestos viridiflorol y ledol, otros compuestos de relativa
importancia en el aceite citados son el 2-2-6-trimethylcyclohexano, ambrox,
oxoisoambrox, sclareoldxido y sobre todo el 15-nor-labdan-8-ol (Gomes et al., 2005). La
importancia de alguno de estos compuestos se asocia con su fuerte olor a ambar,
caracteristica muy apreciada y demandada por la industria perfumera (Weyerstahl et
al., 1998). Asi mismo, se han atribuido varias actividades biolégicas al aceite esencial de

C. ladanifer, tales como por ejemplo, propiedades antimicrobianas, antioxidantes,
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antiinflamatorias o fitotdxicas (Benali et al., 2020; El Karkouri et al., 2021; Greche et al.,

2009; Rossi et al., 2007; Tavares et al., 2020; Verdeguer et al., 2012; Zidane et al., 2013).

2. OBJETIVOS DE LA TESIS

Una vez descrito el potencial productivo que presenta C. ladanifer para la

obtencién de bioproductos de alto valor industrial, especialmente en el oeste de la

Peninsula Ibérica y mas concretamente en el norte de Extremadura, se planted esta

Tesis doctoral con el objetivo principal de aumentar el conocimiento sobre aquellos

factores mas influyentes en la produccion del aceite esencial de esta especie. A su vez,

este objetivo general se puede desglosar en los siguientes objetivos especificos:
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Caracterizar quimicamente los aceites esenciales de diferentes poblaciones
naturales de C. ladanifer del norte de Extremadura.

Conocer la variabilidad quimica interpoblacional e intrapoblacional en estas
poblaciones naturales, y determinar su relacién con el ambiente edafoclimatico de
la zona.

Evaluar la variacién quimica del aceite esencial en funcion de factores intrinsecos a
la planta como el estado fenoldgico, la edad o la parte de la planta utilizada, para
poder establecer las mejores condiciones de cosecha.

Estudiar la respuesta bajo condiciones naturales del aporte de riego y fertilizacion
en la produccion de aceite esencial a lo largo de todo el periodo tradicional de
cosecha de la especie.

Determinar la posibilidad de un secado del material vegetal previo a la destilaciéon
gue asegure la mejor calidad del aceite esencial.

Evaluar la actividad antifungica y fitotoxica tanto del aceite esencial como de un
subproducto de la destilacion como el hidrolato, con el objetivo de incluirlos como

biofungidas en las nuevas estrategias de gestion integral de plagas.
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1. EXTRACCION DEL ACEITE ESENCIAL

El método de extraccion utilizado en este trabajo ha sido la hidrodestilacion
(arrastre de vapor con cohobacion) con un aparato de tipo Clevenger modificado
(Clevenger, 1928) (ver figura 5), como describe la Real Farmacopea Espafiola para
drogas vegetales (Council of Europe, 2010). En este método, el material vegetal secado
previamente (excepto en un estudio puntual que se indicara mas adelante) fue troceado
manualmente con unas tijeras de poda e introducido en un matraz de vidrio de 6 litros
de capacidad. La cantidad de material vegetal empleada para cada muestra varié entre
100-200 gramos dependiendo del estudio. A continuacidn, se afiadié agua suficiente al
matraz hasta cubrir la totalidad de la muestra (2 litros) y cloruro sédico (NaCl), para
aumentar el punto de ebulliciéon del agua y favorecer la extraccidon de los compuestos.
El matraz se coloca en una manta térmica y se le acopla la cabeza de destilacidn,
calentando a temperatura constante hasta ebullicién y manteniéndose en este estado
durante todo el proceso. El vapor de agua producido arrastra los compuestos volatiles
liberados tras romperse las cuticulas de las glandulas y ascienden por la columna hasta
llegar al refrigerante, donde se condensan por distinta densidad e inmiscibilidad con el
agua. El proceso se mantuvo en ebullicion durante 3 horas hasta agotar la esencia. El
aceite esencial obtenido fue medido en volumen y recogido en viales de vidrio de 2ml
con sulfato sédico anhidro (MgS04) como agente desecante. Cada vial fue debidamente
etiquetado y almacenado en condiciones de oscuridad a -182C hasta su posterior analisis

guimico.
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Figura 5. Cabeza de destilacion de Clevenger modificada para la determinacion de drogas vegetales (Real
Farmacopea Espariola, 2010). Dimensiones en mm.

2. DETERMINACION DE LA HUMEDAD Y CALCULO DE RENDIMIENTO

El contenido de humedad (porcentaje de agua en las muestras) fue determinado
mediante el método de secado en estufa para biocombustibles sélidos (Parte 2:
humedad total-método simplificado) que marca la norma UNE-EN ISO 18134-2:2017. Se
pesaron 10 gr de muestra troceada sobre un recipiente previamente pesado en una
balanza de precision a 0,001 gr. A continuacidn, el recipiente con el material se introdujo
en una estufa a 105 £ 2 2C durante 24 horas, y transcurrido ese tiempo se volvié a pesar
el conjunto (recipiente + muestra) en un periodo no superior a los 10-15 segundos de
sacarlo para evitar la absorcion de humedad ambiental por parte de la muestra. El

contenido de humedad en porcentaje se calculé:

(Pi—(Pf—PD)

100
Pi

% Humedad =
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Donde:

Pi: peso inicial de la muestra.

Pf: peso final de la muestra.

Pr: peso del recipiente.

Una vez obtenido el porcentaje de humedad de cada muestra, se resto este
porcentaje de agua a la cantidad de muestra destilada a través de la siguiente

ecuacion:

(Pmh x H)

Pms = Pmh — 100

Donde:

Pms: peso en gramos de la muestra seca.

Pmh: peso en gramos de la muestra destilada.

H: % de humedad de la muestra.

Por ultimo, con el volumen de aceite esencial obtenido se calculé el rendimiento
expresado en mililitros por cada 100 gramos de material vegetal seco destilado (% v/P)

de la siguiente forma:

AE %100

Rdto =
© Pms

Donde:
Rdto.: Rendimiento en aceite esencial por 100 gramos de muestra seca.
AE: ml de aceite esencial.

Pms: peso en gramos de la muestra seca.

3. ANALISIS QUIMICO DEL ACEITE ESENCIAL

La determinacién de los compuestos quimicos presentes en el aceite esencial se
realizé utilizando la técnica de Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de
Masas (GC-MS). Los analisis descritos en esta parte experimental fueron realizados en
el area de Cultivos de Secano para el Desarrollo Rural perteneciente al Departamento
de Desarrollo Rural, Enologia y Agricultura Sostenible del Instituto Murciano de
Investigacion y Desarrollo Agrario y Alimentario (IMIDA).

Los analisis se realizaron con un cromatégrafo de gases (GC) Agilent HP 6890

equipado con una columna HP-5 de 30m de longitud, 0,25mm de diametro interno y un
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espesor recubriendo la pared interna de 0,25 um. Como gas portador se empled Helio,
trabajando en condiciones de presidn constante (elucién de B-ionone a 27.60 min para
HP-5MS) y ajustando el divisor de flujo a 100:1. El detector de espectrometria de masas
acoplado fue un modelo Agilent 5972 (Agilent, Palo Alto, CA). En la fase estacionaria, la
temperatura inicial del horno fue de 60 °C, con una rampa de calentamiento de 2,5
°C/min hasta alcanzar los 155 °C, que finalmente ascendid a 250 °C con una rampa de
10 °C/min. El puerto de inyeccién y la linea de transferencia al detector de masas se
mantuvieron a 250 y 280 °C, respectivamente. La energia de ionizacidn fue de 70 eV,
con un rango de masas (m/z) de 50-350 (3.21 scan/s). La temperatura del cuadrupolo
se mantuvo a 150 °Cy el voltaje del multiplicador a 1300 V. La inyeccién de aceite puro
fue de 0.1pL.

La identificacién individual de los compuestos presentes en el aceite esencial se
ha realizado comparando los indices de Retencién de Kovats (IK) calculados con indices
publicados en la bibliografia (Adams, 2007; Babushok et al., 2011; Costa et al., 2009;
Weyerstahl et al.,, 1998). Estos indices se calcularon relacionando los tiempos de
retencidén obtenidos para una muestra de aceite esencial, con aquellos obtenidos para
una serie de n-alcanos (C6-C17) inyectada bajo las mismas condiciones de trabajo que
las descritas en el aceite. Mediante CG-MS se identificaron los compuestos por
comparacion de su espectro de masas con aquellos incluidos en la libreria NBS75K.

El porcentaje de composicidon relativa (%) de cada compuesto individual se
calculé dividiendo cada area de pico individual entre el area total del cromatograma
(Figura 6). Los resultados objeto de analisis en este estudio han sido solo aquellos
compuestos denominados mayoritarios en las muestra, que representan un porcentaje
relativo igual o superior al 1% en alguno de los analisis realizados. No obstante, los
resultados completos detallados con todos los componentes identificados son

expuestos en forma de Tablas en el Anexo 1.
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Figura 6. Posicion en el cromatograma de los componentes mayoritarios del aceite esencial de C. ladanifer.

4. DATOS EDAFOCLIMATICOS

Se determinaron las caracteristicas edafoldgicas y climaticas de las diferentes
areas de estudio sobre las que se desarrollaban las plantas. De este modo es posible
determinar qué parte de la variabilidad encontrada en las muestras puede ser debida a
estos dos factores ambientales. La metodologia para extraer las muestras de suelo
consistid en un muestreo simple al azar con 5 puntos (submuestras) repartidos en zig-
zag por toda el drea de estudio. Con la ayuda de una azada se limpié la parte superficial
de suelo (5 cm aproximadamente) y, a continuacidn, se tomaron muestras hasta una
profundidad aproximada de 30 cm empleando una barrena para ello. Cada una de las 5
submuestras tomadas con un peso aproximado de 200 gramos, fueron mezcladas
homogéneamente hasta componer una Unica muestra de 1 kg de suelo.

Los variables obtenidas en los andlisis de suelo se enumeran a continuacion,
junto con la técnica o metodologia empleada marcada entre paréntesis: pH

(electrometria), conductividad (conductimetria), nitrogeno total (Método Kjeldahl),
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materia organica (Método Walkley-Black), C.I.C (Método Acetato de Amonio 1N),
fosforo asimilable (Método Olsen) y textura (Método Boyoucos). Los resultados
derivados de estos analisis para cada uno de los estudios son expuestos en forma de
Tablas en el apartado 1 del Anexo 2 o su capitulo correspondiente si procede.

Ademads, se tomaron datos climdaticos diarios de las 5 estaciones meteoroldgicas
mas cercanas a las diferentes areas de estudio y durante los 8 afios previos (2013-2020)
a larealizacion del trabajo (con los afios de estudio incluido). Se selecciond este intervalo
de tiempo por coincidir con el periodo de crecimiento aproximado de las plantas
recolectadas en cada estudio. Todas las estaciones se encontraban a una distancia
aproximada entre 2-13 km a las areas de estudio. Los datos de las estaciones
meteoroldgicas junto con la poblacion mas cercana ensayada se detallan en la Tabla 1.
Los datos proporcionados pertenecian a las variables climdticas temperatura,
precipitaciones, humedad relativa y velocidad del viento. Con los datos de precipitacién
y temperatura proporcionados se han realizado cuando fue necesario los
correspondientes diagramas ombroclimaticos para cada area de estudio (los afios
empleados dependieron de las caracteristicas concretas de cada estudio). Estos

resultados se detallan en el apartado 2 del Anexo 2.

Tabla 1. Localizacion y datos generales de las estaciones meteoroldgicas empleadas en este trabajo.

Poblacién Estacion meteoroldgica Distancia (Km) Altitud Latitud Longitud

Pozuelo de Zarzén Montehermoso 13 351 40204'51°N 06220°20"'W
Valverde del Fresno  Valverde del Fresno 2 450 40212°26"°'N 06953°46"'W
Torre de Don Miguel Torrecilla de los Angeles 11 459 40215°18°'N 069224°42"°'W
Villasbuenas de Gata Hoyos 9 560 40210°29°N 0624328 W
Guijo de Granadilla  Guijo de Granadilla 2 393 40°211°30°N  06209°56 W
Centro de trabajo Plasencia 3 515 40202°35°N 06205°09"'W
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1. INTRODUCCION

Las plantas del género Cistus L., comunmente conocidas como jaras, son un
grupo de arbustos nativos de la Region Mediterrdnea pertenecientes a la familia
Cistaceae (Barrajon-Catalan et al., 2016). En Espafia se encuentran presentes 12
especies de este género Cistus L., que son muy apreciadas por la industria perfumera
debido a las propiedades aromaticas de sus aceites esenciales (Pald-Paul et al., 2005).
Ademas, en algunas especies como Cistus ladanifer L., las hojas joévenes vy tallos se
encuentran recubiertas de una oleorresina llamada lddano, empleada como fijador
natural de perfumes y como fragancia alternativa al dmbar gris (Greche et al., 2009;
Raimundo et al., 2018).

C. ladanifer es un arbusto de 1-2 m de altura, que crece en suelos siliceos acidos
y en altitudes inferiores a los 1000 m Gomez-Serrano et al. (1993). En el oeste y sur de
la Peninsula Ibérica se estima que C. ladanifer se extiende por una superficie superior a
los 2 millones de hectdreas (Alves-Ferreira et al., 2019). Esta planta puede crecer en
climas muy diversos y se caracteriza por su alta resistencia a la sequia, a la exposicién
solar y a elevadas temperaturas. A su vez, estd asociada con perturbaciones y es
considerada una especie pirdfita, por lo que suele ocupar grandes dreas de matorral
denso en bosques quemados, cultivos abandonados y zonas marginales (Frazdo et al.,
2018). Ademas, esta especie puede eliminar su competencia y convertirse en una
especie colonizadora a través de la produccion de compuestos alelopaticos que inhiben
el crecimiento de otras plantas (Alias et al., 2020; Delgado et al., 2008; Herranz et al.,
2006).

Los incendios forestales causan enormes danos en los ecosistemas
mediterraneos cada afo (Martin-Pinto et al., 2006). Ademads, en un contexto actual de
cambio climatico, donde se prevé que la recurrencia y virulencia de los incendios
forestales aumente, especialmente en el area mediterranea, son necesarias nuevas
estrategias de manejo forestal que contemplen estos escenarios y reduzcan sus riesgos
(Vazquez et al., 2015). De este modo, algunas de las alternativas planteadas para mitigar
estos efectos se basan en reducir el combustible mediante el desbroce de matorrales

(Gonzalez-Gonzalez et al., 2017). Sin embargo, las diferentes operaciones de eliminacién
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de biomasa forestal, en general, son costosas y requieren una gran cantidad de recursos
econdmicos (Lasanta et al., 2018; Verkerk et al., 2018). Por ello, dada la necesidad de
avanzar hacia una economia verde y circular, es necesario desarrollar bioproductos de
alto valor afiadido a partir de esta biomasa favoreciendo la prevencién de incendios.

Los aceites esenciales son mezclas complejas de compuestos volatiles derivados
del metabolismo secundario de plantas aromaticas, que pueden contener entre 20y 60
componentes en concentraciones muy diferentes y que se caracterizan por presentar
un fuerte olor (Nazzaro et al., 2017). En la actualidad, se conocen aproximadamente
3000 aceites esenciales, de los cuales 300 son comercialmente importantes para la
industria perfumera, agroalimentaria y farmacéutica, debido a su fécil disponibilidad,
modo de accién seguro y su ampliamente estudiada actividad bioldgica (Ledn-Méndez
et al., 2019). Los terpenos son los constituyentes principales de los aceites esenciales, y
en las plantas estan asociados con funciones de proteccion frente a infecciones,
parasitos y situaciones de estrés, asi como atrayentes de polinizadores (Bakkali et al.,
2008).

Varios estudios han mostrado que los compuestos a-pineno, viridiflorol,
pinocarveol, p-cymeno, canfeno, bornil acetato y ledol son mayoritarios en el aceite
esencial de C. ladanifer (Tavares et al., 2020). Sin embargo, la composiciéon quimica de
estos aceites esenciales varid significativamente en funcion de las diferentes regiones
de procedencia del material vegetal (Gomes et al., 2005; Mediavilla et al., 2021; Robles
et al., 2003; Verdeguer et al., 2012; Viuda-Martos et al., 2011). Por otro lado, Mariotti
et al. (1997) encontraron también una gran variabilidad intraespecifica en 20 individuos
de C. ladanifer originarios de Espana y cultivados en Cdércega. Se ha demostrado que
estas variaciones encontradas en los aceites esenciales pueden estar asociadas a
factores ambientales, variaciones geograficas y caracteristicas genéticas (Barra, 2009;
Figueiredo et al., 2008). Por lo tanto, debido al efecto que imponen estos factores, las
plantas que crecen bajo diferentes condiciones pueden ver modificada su composicién
quimica, dando lugar a productos comerciales con calidades heterogéneas y no
definidas.

En la actualidad, no conocemos estudios que hayan evaluado la variabilidad inter

e intrapoblacional de los aceites esenciales de C. ladanifer L., y que ademas, hayan

54



Capitulo 3

asociado esta variabilidad con factores ambientales. Por tanto, el trabajo se centré en
responder a las siguientes preguntas:

(1) éExisten variaciones intra e interpoblacionales en el rendimiento y la
composicidon quimica del aceite esencial?

(2) éQué factores podrian estar implicados en estas variaciones?

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Breve descripcion del drea de estudio

El drea de estudio se situa en el noroeste de la provincia de Caceres, mas
concretamente en la Comarca de Sierra de Gata y zonas limitrofes (Figura 7). La zona
presenta un clima mediterrdneo subhimedo, caracterizado por inviernos lluviosos y
templados y veranos secos y calurosos. Las precipitacion media anual es elevada (oscila
entre los 800 y los 1300 mm), mientras que la temperatura media anual muestra valores
suaves que se sitlan entre los 13 y los 16 2C. La altitud en la zona va desde los 250-300
m en las zonas mas bajas hasta los 1500 m de las zonas mas elevadas de la sierra. Los
suelos predominantes en la zona por orden de significacidn son Luvisoles, Cambisoles y
Umbrisoles, que su vez se encuentran asentados principalmente sobre los siguientes
materiales geoldgicos: Granitos/Leucogranitos, Pizarras/Grauwacas,
Areniscas/Conglomerados y Aluviales/Coaluviales. La vegetacion predominante en la
zona se corresponde con formaciones naturales de Quercineas (Quercus pyrenaica,
Quercus ilex y Quercus suber), seguido por grandes extensiones de especies de
repoblacién altamente inflamables como el pino (Pinus pinaster). No obstante, las zonas
de matorral y cultivo representan un 52 % de la superficie total la zona. Por esta razon,
la zona se encuentra catalogada como de alto riesgo de incendio, debido en parte a estas
grandes masas continuas de vegetacidon forestal y de matorral, que se han visto

afectadas por grandes incendios desde el afio 2003.
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Figura 7. Mapa de localizacidon de las cuatro poblaciones de estudio asociadas al tipo de suelo y
recurrencia de incendios.

2.2. Disefio experimental y material vegetal

Se seleccionaron 12 localizaciones (parcelas) distribuidas en 4 poblaciones
naturales de C. ladanifer (Valverde del Fresno, Pozuelo de Zarzén, Torre de Don Miguel
y Villasbuenas de Gata) localizadas en el noroeste de Extremadura. Las tres parcelas
dentro cada poblacion estaban separadas una distancia minima de 500 m unas de otras
y se caracterizaban por tener masas monoespecificas de jaral en todas su extension.
Ademas, para determinar la influencia del factor edafico en la produccién de aceite
esencial, dichas parcelas fueron seleccionadas bajo el criterio de estar situadas sobre los
dos tipos de materiales liticos (pizarra y granito) mas extendidos sobre los que se asienta
el recurso en Extremadura. Por Ultimo, todas las parcelas seleccionadas se encuadraban
dentro del piso bioclimatico supra-mediterrdneo (Rivas-Martinez et al., 2002), con unas
condiciones de latitud y altitud similares (ver Tabla 2).

En cada una de estas 12 parcelas, se tomaron 5 puntos de muestreo repartidos

aleatoriamente en cada zona (60 puntos de muestreo en total), en los cuales, se
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recolectaron a finales de agosto (periodo de fructificacion) de 2018 las partes aéreas
jévenes (tallos, hojas y frutos) de un minimo de 20 pies individuales seleccionadas al
azar. Este material fue mezclado homogéneamente en campo (1 muestra por punto de
muestreo), transportado al centro de trabajo, extendido (zona aireada y sin humedad)
y secado a temperatura ambiente. El material vegetal seco se recogié en sacos

individuales y se almacend en un lugar seco y en oscuridad hasta su extraccion.

Tabla 2. Localizacion geografica e informacion general de las 12 parcelas de recoleccion de C. ladanifer.

Poblacion Parcela Latitud longitud Altitud  Litologia
Pozuelo de Zarzén (PdZ) Al 40210°41”°N 6922755 W 415 Pizarra
Pozuelo de Zarzén (PdZ) A2 40210°35°N 69227°49”W 421 Pizarra
Pozuelo de Zarzdn (PdZz) A3 40910°37°N 6227'59”W 420 Pizarra
Valverde del Fresno (VdF) B1 40212°40°N 625420"°'W 479 Pizarra
Valverde del Fresno (VdF) B2 40212°20°N 6254°30"°'W 437 Pizarra
Valverde del Fresno (VdF) B3 40212°36"°N 6254°02"°'W 484 Pizarra
Torre de Don Miguel (TdDM) C1 40213°01”°N 623238 W 428 Granito
Torre de Don Miguel (TdDM) C2 40213°10”N 6923223"W 432 Granito
Torre de Don Miguel (TdDM) C3 40213°18'N 623230"°'W 437 Granito
Villasbuenas de Gata (VdG) D1 40210°05°N 623541"W 409 Granito
Villasbuenas de Gata (VdG) D2 40209°49°N 6236°05"'W 419 Granito
Villasbuenas de Gata (VdG) D3 40209°37°N 623621"'W 409 Granito

2.3. Extraccion y analisis quimico del aceite esencial

La extraccion del material vegetal y la caracterizacion quimica de las muestras se
llevaron a cabo de acuerdo a la metodologia descrita en el capitulo 2 “Materiales y
Métodos Generales” (Apartados 1y 3). La cantidad de material vegetal empleado en
este estudio fue de 200 gramos y se realizd una destilacion por muestra (60 muestras
en total). El andlisis de datos para la composicion quimica del aceite esencial se llevo a
cabo empleando solo los componentes mayoritarios identificados (porcentaje relativo

igual o superior al 1%).
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2.4. Datos edafoclimaticos

Se determinaron las caracteristicas edafolégicas y climaticas de las 4 poblaciones
de estudio con el objetivo de determinar el ambiente edafo-climatico donde se
desarrollaron las plantas recolectadas. Se tomaron datos edafoldgicos de las 12 parcelas
seleccionadas. Ademas, se tomaron los datos climaticos diarios de las 4 estaciones
meteoroldgicas mds cercanas a las diferentes poblaciones de estudio y durante el
periodo 2013-2018. La metodologia utilizada para la obtencion de estos datos se
describe en el apartado 4 del Capitulo 2. Estos resultados se detallan en los apartados 1

y 2 del Anexo 2.

2.5. Anadlisis de datos

Los datos obtenidos de rendimiento y porcentaje relativo, tanto de componentes
mayoritarios como de grupos de compuestos, fueron evaluados mediante analisis de
varianza anidado (ANOVA anidado). Como variables independientes se incluydé por un
lado el tipo de suelo, y por otro, la poblacién y parcela como factores anidados por orden
de jerarquia. En todos los casos, la normalidad de los datos fue testada mediante
pruebas de Shapiro-Wilks y la homocedasticidad a través del test de Bartlett. Todas las
comparaciones de medias fueron realizadas con el test de Tukey (HSD) a un nivel de
significacién P<0,05. Ademas, la relacién entre el rendimiento en aceite esencial y las
variables edafoldgicas testadas se evalud a través de un modelo de regresion lineal
multiple. El rendimiento en aceite esencial se incluyé como variable dependiente y
todas las variables eddficas se incluyeron en un primer modelo como predictores. La
seleccion del modelo mas adecuado se realizé con la funcion dredge y get.model del
paquete MuMIn en R (Barton, 2020). La comparacion de modelos se llevd a cabo a través
de las diferencias en el criterio de informacién de Akaike corregido (AlICc) debido a la
presencia de pocos datos en el modelo, y se retuvo aquel modelo con un AlCc menor.

Se emplearon técnicas descriptivas multivariantes para explorar la variacion
entre los diferentes sitios de recoleccion en base a la composicidon de quimica del aceite
esencial. Las técnicas empleadas fueron el andlisis de componentes principales (PCA) y

el analisis de conglomerados o cluster (CA) (Zuur et al., 2007). Por un lado, el andlisis de
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componentes se empled para discriminar entre las diferentes poblaciones y parcelas
dentro de una misma poblacién teniendo en cuenta los componentes mayoritarios del
aceite esencial. Los dos primeros componentes de los andlisis obtenidos a partir de la
matriz de correlaciones de datos estandarizados recogian la mayor parte de variabilidad
presentada por la composicidon quimica. Por otro lado, el andlisis de conglomerados se
utiliz6 para evaluar similitudes entre las diferentes poblaciones y parcelas como
respuesta a la composicion quimica del aceite. Las matrices de proximidad se
construyeron con distancias euclideas de datos estandarizados y el método de
agrupamiento promedio (UPGMA) fue empleado para la formacion de conglomerados.

La relacién entre la variacién encontrada en los componentes mayoritarios de
diferentes parcelas y las variables edaficas estimadas se llevé cabo mediante la técnica
multivariante analisis de correlacion candnica (CCA) (Borcard et al., 2011). La
composicidon quimica del aceite esencial en las diferentes parcelas se empleé como
matriz dependiente principal en el analisis, mientras que el conjunto de variables
edaficas se incluyé como matriz de restricciéon o independiente. Los valores finales de
todas las variables se presentaron escalados a los valores propios obtenidos en el
analisis.

Todos los analisis estadisticos fueron realizados con el software R Core Team
(2020), y se utilizaron las siguientes librerias: ggplot2 para la realizacién de gréficos
(Wickham, 2016), andlisis de varianza con car (Fox and Weisberg, 2019), plyr para la
manipulaciéon de datos (Wickham et al., 2011), dplyr para la manipulacién de datos
(Wickham et al., 2020), ggpubr para la realizacién de graficos (Kassambara, 2020), Rmisc
para obtener funciones Utiles (Hope, 2013), comparaciones multiples Post hoc con
emmeans (Lenth, 2020), analisis multivariantes con vegan (Oksanen et al., 2020),
dendrogramas y graficos biplot con factoextra (Kassambara and Mundt, 2020), seleccién

de modelos por MuMIn (Barton, 2020).

3. RESULTADOS

3.1. Rendimiento en aceite esencial

El rendimiento en aceite esencial expresado en ml por 100 gramos de material

vegetal seco vario del 0,189 % al 0,418 % (Figuras 8 y 9). A nivel de material litico sobre
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el que se han desarrollado las plantas, el ANOVA anidado demostro ser estadisticamente
significativo (F1,48 = 68,52; P < 0,001) para los dos niveles analizados, presentando los
suelos graniticos valores superiores a los de los suelos pizarrosos (Figura 8). Ademas, el
modelo ANOVA anidado mostré un efecto significativo tanto a nivel de poblacion (Fy,s
= 25,74; P < 0,001) como para las diferentes parcelas dentro de una misma poblacién
(Fs,a8 =4,63; P <0,001). La poblacidn Villasbuenas de Gata mostré un rendimiento medio
(0,33 %) en aceite esencial significativamente mas elevado que el resto de poblaciones
estudiadas. Por el contrario, la poblacion Valverde del Fresno presentd el valor de
rendimiento medio mas bajo (0,22 %), y mostré ademas, diferencias significativas con
las otras tres poblaciones analizadas. Las poblaciones Torre de Don Miguel y Pozuelo de
Zarzén mostraron valores intermedios de rendimiento en esencia (0,27 y 0,25 %,
respectivamente). La variacion en la produccién de aceite esencial entre parcelas dentro
de una misma poblacién fue menor que la observada entre diferentes poblaciones
(Figura 9). No obstante, la parcela A2 de la poblacion Pozuelo de Zarzén presenté
diferencias significativas en el rendimiento de aceite esencial en comparacién con las
parcelas Al (t =-3,48; P =0,045) y A3 (t =4,18; P = 0,006) de esa misma poblacién. Por
otro lado, la parcela D1 de la poblacién Villasbuenas de Gata también fue
estadisticamente diferente de las parcelas D2 (t =-3,89; P=0,01) y D3 (t =-3,97; P =
0,01).

Finalmente, un modelo de regresion lineal multiple fue ajustado para relacionar
la produccidon de aceite esencial y las variables edaficas observadas. El modelo final
ajustado (F1,10 = 16,74; P = 0,002) explico el 58,9 % de la variabilidad observada en la
respuesta, y Unicamente retuvo como predictor significativo el contenido en materia
organica. Por tanto, aquellas parcelas con un rendimiento mayor, también presentaban

un mayor contenido en materia organica en el suelo.
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Figura 8. Rendimiento en aceite esencial (% v/P.S) de las diferentes poblaciones de C. ladanifer en dos
tipos de suelo. Lineas en horizontal indican la mediana. Las cajas muestran los valores entre el 12 y 32
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Figura 9. Rendimiento en aceite esencial (% v/P.S) de las diferentes parcelas de recoleccién de C. ladanifer.
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3.2. Composicion quimica del aceite esencial

El andlisis GC-MS para las muestras de aceite esencial permitio la identificacién
de un total de 103 compuestos, que representaban del 78,38 % al 81,77 % del total de
integrado por cromatografia (Anexo |, Tabla 17). Los resultados mostraron una
composicidn quimica en todas las muestras idénticas en términos cualitativos (nimero
de compuestos), pero presentaron diferencias cuantitativas en el porcentaje relativo (%)
de los componentes identificados. A su vez, 20 de estos compuestos fueron
considerados mayoritarios por presentar un porcentaje relativo medio superior al 1% en
alguna de las muestras testadas. Estos componentes mayoritarios constituian el 60,09-
62,29 % del total identificado y fueron: a-pineno (2,49-6,63%), canfeno (0,43-1,34%), p-
cimeno (0,77-1,28%), 2,2,6-trimetilciclohexano (2,11-2,68%), trans-pinocarveol (2,35-
5,43%), pinocarvone (0,81-1,94%), borneol (0,86-1,40%), mirtenol (0,61- 1,17%), bornil
acetato (2,51-3,73%), aloaromadendreno (1,03-1,36%), viridifloreno (1,52-2,37%),
palustrol (0,93-1,19%), espatulenol (1,38-1,85%), viridiflorol (17,68-22,51%), Ledol
(8,45-11,28%), 1-epi-cubenol (0,97-1,61%), R-eudesmol (0,87-1,15%), cadaleno (1,09-
1,90%), 15-nor-labdan-8-ol (1,14-1,94%) vy 16-kaureno (0,65-1,15). Todos los
componentes identificados fueron agrupados en 6 grupos: monoterpenos
hidrocarbonados, monoterpenos oxigenados, sesquiterpenos hidrocarbonados,
sesquiterpenos oxigenados, diterpenos hidrocarbonados y “otros”. Los grupos con
componentes oxigenados fueron en todos los casos predominantes en el aceite, con una
mayor fraccion de sesquiterpenos oxigenados (32,70-39,56%), seguido por los
monoterpenos oxigenados (12,00-19,41%) (Tabla 3).

Los ANOVA anidados a nivel individual para cada uno de los componentes
mayoritarios y grupos de compuestos, mostraron una variacién significativa entre los
dos tipos de suelo sobre los que se desarrollaban las plantas. De este modo, las muestras
recogidas en parcelas asentadas sobre zonas de granito presentaron porcentajes en los
monoterpenos a-pineno, p-cimeno, trans-pinocarveol, pinocarvone y mirtenol
significativamente mas elevados que aquellas parcelas asentadas sobre pizarras. Por
otro lado, las parcelas sobre pizarras presentaron a su vez un porcentaje
significativamente mas alto que las de granito en los sesquiterpenos viridifloreno,

palustrol, espatulenol, viridiflorol, ledol y cadaleno. Por ultimo, otros dos componentes
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de gran importancia en el aceite y que se encontraron en una cantidad
significativamente mayor en parcelas de pizarra frente a las de granito, fueron el
compuesto 15-nor-labdan-8-ol y el diterpeno hidrocarbonado 16-kaureno (Tabla 3,
Figura 10). Ademas, estos ANOVA anidados mostraron diferencias estadisticamente
significativas en la composicion quimica del aceite esencial tanto entre distintas
poblaciones como en las distintas parcelas dentro de una misma poblacién, para 14 de

los compuestos a nivel individual y en 4 de los 6 grupos compuestos (Tabla 3).
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Figura 10. Porcentaje relativo (%) de los grupos de compuestos en las diferentes poblaciones de C
ladanifer y tipos de suelo. Los valores son expresados como media + SD. MH: monoterpenos
hidrocarbonados; MO: monoterpenos oxigenados; SH: sesquiterpenos hidrocarbonados; SO:
sesquiterpenos oxigenados; DH: diterpenos hidrocarbonados.
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Tabla 3. Composicion quimica (%) del aceite esencial de las 12 parcelas de C. ladanifer distribuidas en 4 poblaciones y dos tipos de suelo.

Pizarra Granito

Pozuelo de Zarzon Valverde del Fresno Torre de Don Miguel Villasbuenas de Gata
Compuestos IR Al A2 A3 B1 B2 B3 c1 Cc2 c3 D1 D2 D3
a-pineno 936 4,82 abcd 5,51 abc 3,20 cd 2,49d 3,32 bed 2,74d 5,58 ab 4,89 abcd 5,69 a 4,47 abcd 6,63 a 5,88a
canfeno 951 0,77 ab 0,75 ab 0,43 b 0,88 ab 1,34 a 1,03 ab 0,47 b 0,81 ab 0,83 ab 1,00 ab 0,98 ab 0,93 ab
p-cimeno 1026 1,17 ab 1,28 a 1,15 ab 0,77 c 0,94 bc 0,80 c 1,19 ab 1,22 ab 1,26 a 1,03 abc 1,21 ab 1,18 ab
2,2,6-trimetilciclohexano 1037 2,11a 2,38a 2,68 a 2,19a 2,37 a 2,59 a 2,43 a 2,14 a 2,50a 2,21a 2,45 a 2,29 a
trans-pinocarveol 1139 4,34ab 5,15a 2,97 bc 2,72 ¢ 2,92 bc 2,35¢ 4,51a 543 a 511a 4,43 a 4,57 a 4,81a
pinocarvone 1162 1,59a 1,79 a 0,95 b 1,00 b 1,12 b 0,81b 1,64 a 1,87 a 1,94 a 1,57 a 1,67 a 1,66 a
borneol 1166 1,11a 1,09 a 0,93 a 1,22 a 1,25a 1,28 a 0,86 a 1,40 a 1,16 a 1,21a 1,01a 1,05a
mirtenol 1195 0,93 bc 1,07 ab 0,81cd 0,63 d 0,62 d 0,61d 1,02 ab 1,17 a 1,05 ab 0,97 abc 0,91 bc 1,00 abc
bornil acetato 1285 3,06 ab 3,13 ab 2,57 b 3,20 ab 3,44 ab 3,73 a 2,51b 3,03 ab 2,94 ab 3,18 ab 3,25 ab 3,61c
aloaromadendreno 1454 1,24a 1,08 a 1,06 a 1,22a 1,36a 1,10a 1,05a 1,03 a 1,14 a 1,12a 1,32a 1,21a
viridifloreno 1488 2,20 ab 2,05 ab 2,37 a 2,20 ab 1,83 ab 2,21ab 1,52 b 1,59b 1,65b 1,93 ab 1,92 ab 1,96 ab
palustrol 1559 1,06 abc 0,95 bc 1,13 ab 1,13 ab 1,08 abc 1,19a 0,96 c 0,93 c 0,93 ¢ 1,01 bc 1,01 bc 1,02 bc
espatulenol 1570 1,52 a 1,38a 1,58 a 1,65a 1,76 a 1,85a 1,53 a 1,52 a 1,47 a 1,47 a 1,58 a 1,48 a
viridiflorol 1585 20,60abc 17,68d 22,51a 21,36abc  21,91ab 20,46 abcd 18,32 d 19,09 cd 19,84 bcd 19,27 cd 19,83 bcd 19,35 cd
Ledol 1594 9,35ab 8,91 ab 10,47ab 11,28a 10,23ab 10,42 ab 10,08ab 9,13 ab 8,65 b 9,83 ab 8,27b 8,45 b
1-epi-cubenol 1621 1,16 bc 1,24abc 0,97 c 1,43 ab 1,61a 1,36 ab 1,38 abc 1,20 abc 1,27 abc 1,48 ab 1,12 bc 1,26 abc
R-eudesmol 1641 0,99 a 1,12 a 0,87 a 0,99 a 1,05a 0,93 a 1,03 a 1,03 a 0,89 a 1,15a 0,91a 0,98 a
cadaleno 1668 1,38 abc 1,41 abc 1,49 abc 1,90 a 1,75 ab 1,58 abc 1,44 abc 1,12 bc 1,09c 1,33 abc 1,18 bc 1,29 abc
15-nor-labdan-8-ol 1961 1,64 abc 1,31cd 1,88 ab 1,90 a 1,41 cd 1,94 a 1,27 cd 1,23 cd 1,45 bcd 1,28 cd 1,18 cd 1,14d
16-kaureno 2020 0,71a 0,81a 1,02a 1,15a 1,00 a 1,14a 0,79a 0,81a 0,98 a 0,99 a 0,92a 0,65 a
Total Representado (%) 61,74 60,09 61,05 61,27 62,29 60,12 59,59 60,66 61,82 60,93 61,91 61,21
Total Identificado (%) 80,90 81,30 79,36 78,82 80,40 78,38 80,77 81,17 81,77 80,54 81,77 81,43
Monoterpenos hidrocarbonados 9,06 abcd 10,2 abc 6,97 bed 5,90d 7,49 bed 6,40 cd 9,60 abc 9,34 abcd 10,32 ab 8,83 abcd 11,31a 10,52 ab
monoterpenos oxigenados 15,97 bcd 18,41ab 13,07 cd 12,00d 12,40d 12,07d 17,17 ab 19,41 a 18,22 ab 16,02 abc 16,61 ab 17,08 ab
Sesquiterpenos hydrocarbonados 9,75a 9,71a 9,51a 10,68 a 10,67 a 9,96 a 9,63 a 8,38 a 8,67 a 10,01 a 9,50 a 9,87 a
Sesquiterpenos oxigenados 36,23 abc  32,70c 39,16 a 39,56 a 39,37 a 37,91 ab 35,01 bc 34,33 bc 34,39 bc 35,87 abc 34,14 bc 33,98 bc
Diterpenos hydrocarbonados 0,71a 0,81a 1,02a 1,15a 1,00 a 1,14 a 0,79 a 0,81a 0,98 a 0,99 a 0,92a 0,65 a
Otros 9,19 ab 9,46 ab 9,64 ab 9,53 ab 9,47 ab 10,68 a 8,57b 8,90 b 9,20 b 8,80 b 9,28 ab 9,34 ab

Componentes listados por orden de elucidn en una columna apolar HP-5; IR: indices de retencién de Kovats relativos a n-alcanos en una columna apolar HP-5; valores
expresados como media (n=5); valores > 5 % en negrita. Valores seguidos de distintas letras indican diferencias significativas (P<0,05) en el test de Tukey (HSD).
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Capitulo 3

3.3. Analisis multivariantes

Se aplicé un andlisis de componentes principales con el objetivo de sintetizar los
datos de composicién quimica e identificar posibles relaciones de afinidad entre las
distintas parcelas analizadas y los porcentajes relativos de componentes volatiles
mayoritarios. La Figura 11 muestra la distribucion de las variables (componentes
quimicos mayoritarios) e individuos (muestras) en el espacio bidimensional de los dos
primeros componentes del andlisis, y ademads, nos proporciona una idea de la posible
correlacién entre ellos. Los dos primeros componentes analizados conjuntamente
explicaban un 52,5% de la varianza total. El primer componente (PC1, con una variacion
de 39,01%) presentaba, por un lado, una alta correlacién positiva con los componentes
viridifloreno (0,75), palustrol (1,12), espatulenol (0,74), viridiflorol (0,94), ledol (0,79),
cadaleno (0,77), 15-nor-labdan-8-ol (0,93) y 16-Kaureno (0,79), y por otro, una alta
correlacién negativa con a-pineno (-1,06), p-cimeno (-1,05), pinocarveol (-1,17),
pinocarvone (-1,17) y mirtenol (-1,16). El segundo componente (PC2, con una variacién
de 13,34%) tenia una correlacién negativa alta con los compuestos canfeno (-1,11),
borneol (-0,73), bornil acetato (-0,98) y epi-cubenol (-0,76). En este caso, el analisis PCA
empleado en funcidn de los porcentajes relativos de los componentes mayoritarios nos
permitio separar las diferentes muestras en tres grupos (Figura 12).

El grupo | estaba compuesto por todas las muestras recolectadas en las
poblaciones de Torre de Don Miguel y Villasbuenas de Gata, y ademas, contenia también
todas las muestras de la parcela A2 y dos de la parcela Al, pertenecientes ambas a la
poblacién de Pozuelo de Zarzén. Este grupo se caracterizd por presentar en conjunto un
contenido mas elevado en los monoterpenos a-pineno (4,47-6,63%), p-cimeno (1,03-
1,28), pinocarveol (4,34-5,43%), pinocarvone (1,57-1,94%) y mirtenol (0,91-1,17), en
comparacion con los otros dos grupos. Por otro lado, las muestras del grupo Il
pertenecian a las tres parcelas (B1, B2 y B3) de la poblacién de Valverde del Fresno, y
las del grupo lll en su mayoria a la parcela A3 de Pozuelo de Zarzén. Estos dos grupos
guardaban la caracteristica en comun de presentar valores en conjunto mas elevados de
los sesquiterpenos viridifloreno (1,8-2,4%), palustrol (1,1-1,2%), espatulenol (1,6-1,8%),
viridiflorol (20,5-22,5 %), Ledol (10,2-11,3 %) y cadaleno (1,5-1,9 %) en comparacion con

las del grupo |, pero a su vez, el grupo lll se separd ligeramente del grupo Il porque
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presentaba valores mas bajos de canfeno (0,4%) y bornil acetato (2,6%). Por ultimo,
observamos que hay una separacién clara entre las muestras recolectadas en zonas de
granito (izquierda) frente a las recolectadas en zonas de pizarra (derecha), con la

excepcion de algunas muestras pertenecientes a la poblacién de Pozuelo de Zarzén.
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Figura 11. Distribucién de variables del analisis PCA realizado con los componentes mayoritarios del aceite
esencial de C. ladanifer.

Grupo lll

PC2 (13,34 %)

Grupo

5.0
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Poblacién A(PdZ) = B(VdF) a C(TdDM) D (VdG)

Figura 12. Distribucién de muestras del analisis PCA realizado con los componentes mayoritarios del aceite
esencial de C. ladanifer.
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El analisis de conglomerados aplicado sobre los porcentajes relativos de los
componentes mayoritarios del aceite esencial, nos permitié obtener el dendrograma
gue se presenta en la Figura 13. La estructura general del dendrograma reveld la
existencia de dos clusteres principales. El primer grupo lo integraban los aceites
esenciales de las tres parcelas de Valverde del Fresno (B1, B2 y B3) y la parcela A3 de
Pozuelo de Zarzén. El segundo grupo estaba compuesto por las tres parcelas de las
poblaciones de Torre de Don Miguel (C1, C2 y C3) y Villasbuenas de Gata, mas las
localizaciones Al y A2 de Pozuelo de Zarzén. Dentro de este segundo grupo, podemos
observar que la parcela Al presentaba la mayor distancia euclidea con respecto el resto
de parcelas del grupo. Por lo tanto, este resultado corrobora los datos obtenidos en la
el andlisis PCA, en el que el primer componente principal separaba los dos mismos

grupos que el andlisis de conglomerados.

L
%]

4 3 2 1 0
Distancia euclidea

Figura 13. Dendrograma obtenido por andlisis clister y basado en distancias euclideas (método UPGMA)
de los componentes mayoritarios del aceite esencial de 12 parcelas de recoleccion de C. ladanifer.

Con el fin de estimar el efecto de las distintas variables edaficas en la variabilidad
de la composicion quimica del aceite esencial, se llevd a cabo un anélisis de correlaciéon

candnica entre los dos conjuntos de variables (Tabla 4). La varianza total explicada por
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los tres primeros componentes del analisis fue del 93,8 %. La primera componente

explicé el 79,5 % de la varianza y estaba negativamente relacionada con el contenido en

materia orgdnica y la capacidad de intercambio catidnico. Ademas, esta componente se

vio afectada negativamente por los componentes a-Pineno, pinocarveol, pinocarvone

y mirtenol, y positivamente por el cadaleno, 15-nor-labdan-8-ol y 16-kaureno. A su vez,

la segunda componente explicaba aproximadamente un 10 % de la varianza candnica, y

estaba influenciada de una manera positiva por las variables eddficas conductividad

eléctricay cantidad de limo, y ademas, con los compuestos canfeno y acetato de bornilo

de forma negativa.

Tabla 4. Coeficientes candnicos, valores propios y varianza para el analisis CCA entre los componentes

mayoritarios del aceite esencial de C. ladanifer y variables edaficas.

. CCAl1l CCA2 CCA3
Variables
Componentes aceite esencial
a-pineno -0,76 0,08 0,09
canfeno 0,18 -1,13 0,11
p-cymeno -0,34 0,28 0,11
2-2-6-trimethylcyclohexano 0,07 0,18 0,04
trans-pinocarveol -0,66 -0,02 -0,12
pinocarvone -0,66 -0,08 -0,04
borneol 0,11 -0,44 -0,28
mirtenol -0,51 0,14 -0,16
bornil_acetato 0,01 -0,42 0,14
aloaromadendreno 0,02 -0,16 0,22
viridifloreno 0,16 0,13 0,22
palustrol 0,17 0,03 0,03
spatulenol 0,17 -0,08 -0,14
viridiflorol 0,16 0,04 0,12
ledol 0,21 0,12 -0,26
1-epi-cubenol 0,07 -0,33 -0,29
B-eudesmol -0,09 -0,10 -0,22
cadaleno 0,31 0,07 -0,10
15-nor-labdan-8-ol 0,42 0,25 0,16
16-kaureno 0,37 -0,16 -0,12
Variables de restriccion
pH -0,33 0,27 0,10
Conductividad - 0,06 0,65 0,21
Materia organica -0,87 -0,22 0,08
Nitrégeno Total 0,24 -0,44 -0,09
C.I.C -0,58 -0,12 -0,22
Arena 0,13 -0,42 -0,23
Arcilla -0,26 -0,47 -0,02
Limo 0,07 0,64 0,19
Valores propios 0,014 0,002 0,001
Varianza (%) 0,795 0,102 0,042
Varianza acumulada (%) 0,795 0,897 0,938

68



Capitulo 3

4. DISCUSION

La variabilidad tanto en la biosintesis como en la composicion quimica del aceite
esencial de un gran niumero de especies de plantas aromaticas y medicinales, incluyendo
varias del género Cistus, ha sido ampliamente descrita en la literatura. Ademas,
numerosos estudios tanto en especies de este género Cistus (Angelopoulou et al., 2001;
Pala-Paul et al., 2005; Robles & Garzino, 2000), como en otras familias botanicas (M. J.
Jorddn et al., 2006; Llorens et al., 2014; Perry et al., 1999; Sadeghi et al., 2014), han
asociado esta variacién encontrada en los aceites esenciales a diferentes factores
geograficos, ambientales, genéticos o fisioldgicos. En poblaciones naturales de C.
ladanifer, estas fluctuaciones tanto en la produccién del aceite esencial como en su
composicidon quimica, también se han puesto de manifiesto.

En nuestro estudio, se analizaron 12 localizaciones (parcelas) repartidas en 4
poblaciones naturales y asentadas sobre dos tipos de suelo diferentes. Las recolecciones
se realizaron con material vegetal bajo idéntico estado fisiolégico (estado fenoldgico y
edad de las plantas), con el fin de disminuir al maximo el efecto de estas variables en el
rendimiento y la composicion quimica del material vegetal. Por otro lado, para
minimizar el efecto asociado a factores geograficos y climaticos, los sitios se
encontraban a similares altitudes y latitudes, ademas de situarse en el mismo piso
bioclimatico. En el ensayo se analizé por un lado el rendimiento en aceite esencial, y por
otro, la composicidn quimica del mismo.

Los rendimientos en aceite esencial oscilaron entre un minimo de 0,189 % y un
maximo de 0,418 %. Estos resultados estan en linea con aquellos descritos por otros
autores para unas condiciones experimentales similares a las nuestras (hojas y tallos
secos, recolectados en agosto y empleando el método Clevenger). Gomes et al. (2005)
y Benali et al. (2020) reportaron rendimientos entre 0,2-0,3 % en plantas que provenian
de poblaciones naturales del centro de Portugal y del norte Marruecos,
respectivamente. A su vez, las poblaciones del estudio mostraron gran variabilidad entre
ellas en la produccion de aceite esencial, y ademas, hubo también una ligera variacién
entre parcelas dentro de una misma poblacién en Valverde del Fresno y Villasbuenas de
Gata. Estas variaciones inter e intrapoblacionales del rendimiento han sido ampliamente

descritas por varios autores y en una gran diversidad de plantas (Ben Farhat et al., 2019;
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Mastro et al., 2017; Vokou et al.,, 1993). Especificamente en el género Cistus,
Angelopoulou et al. (2001) encontré variaciones interpoblaciones en el rendimiento en
aceite esencial de plantas de Cistus parviflorus L. recolectadas de nueve localizaciones
ubicadas en la isla griega de Creta. Ademas, nuestro trabajo mostré que aquellas
poblaciones asentadas sobre granito presentaron mayores rendimientos que las de
pizarra. Estas fluctuaciones en el rendimiento en aceite esencial asociadas a distintos
tipos de suelo han sido previamente reportadas en otras especies del género Cistus. En
un ensayo con plantas de Cistus albidus L. creciendo sobre dos tipos de suelo, Robles &
Garzino (1998) encontraron que aquellas que estaban en zonas siliceas presentaban
mayores rendimientos en aceite esencial que las de zonas calcareas. Por el contrario,
otro estudio de Robles & Garzino (2000) en C. monspeliensis mostrd, en este caso, que
las plantas asentadas sobre suelos calcareos producian una mayor cantidad de aceite
que las de suelos siliceos. Por ultimo, la relaciéon entre algunas variables edaficas de
nuestros suelos y la cantidad de aceite esencial producido en esas parcelas, mostré que
la produccién de aceite esencial estaba positivamente relacionada con el contenido en
materia organica. Algunos autores han descrito anteriormente la influencia de algunas
variables eddéficas en el rendimiento en aceite esencial producido por diferentes
especies de plantas (Etehadpour & Tavassolian, 2019; Rapposelli et al., 2015).

En cuanto a la composicién quimica del aceite esencial, las poblaciones
estudiadas se caracterizaron por presentar altos contenidos en sesquiterpenos como
viridiflorol (17,68-22,51%) y ledol (8,45-11,28%), seguidos por cantidades inferiores de
los monoterpenos a-pineno (2,49-6,63%) y trans-pinocarveol (2,35-5,43%). En un
estudio intraespecifico con 20 plantas individuales de C. ladanifer L. originarias de
Espafia y cultivadas en Cércega, Mariotti et al. (1997) caracterizd su composicién
guimica y dividio las muestras en base a sus componentes mayoritarios en 6 grupos. Los
distintos grupos se ordenaron de menor a mayor porcentaje de a-pineno. Asi, el grupo
| se caracterizé por presentar altas cantidades de viridiflorol y ledol, mientras que a-
pineno estaba en un porcentaje pequefio. Por el contrario, los grupos del Il al VI
presentan cantidades elevadas de a-pineno y bajas de viridiflorol. Finalmente, el grupo
Il presentaba caracteristicas intermedias entre el grupo | y lll, con porcentajes
intermedios de a-pineno y viridiflorol. Atendiendo a esta clasificacidon de Mariotti et al.

(1997), nuestros aceites esenciales se incluirian en los grupo | y |l, caracterizados por
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bajas cantidades de a-pineno y altas de viridiflorol. De este modo, nuestros resultados
fueron similares a los observados por otros autores en aceites esenciales de poblaciones
originarias del norte de Marruecos y Portugal (Gomes et al., 2005; Greche et al., 2009).
Sin embargo, en un experimento llevado a cabo con plantas de C. ladanifer L.
recolectadas en la provincia espafiola de Guadalajara, Mediavilla et al. (2021) reporté
un aceite esencial con un contenido muy elevado en a-pineno (50 % aproximadamente)
en comparacion con viridiflorol y ledol. En este sentido, una proporcion elevada de a-
pineno en el aceite, con un fuerte olor a trementina, se considera negativa por alterar
las notas balsamicas y el olor a dmbar gris caracteristico de esta especie (Oller-Lépez et
al., 2005). En otro estudio ubicado en el centro-este de Portugal, a una distancia media
de unos 20-60 km a nuestras zonas de estudio, Tavares et al. (2020) encontraron un
aceite esencial con una composicion quimica muy diferente a los nuestros, en el cual, el
grupo de los monoterpenos representaba un porcentaje mucho mas elevado (54,5 %)
que el grupo de los sesquiterpenos (11,6 %). Ademas de los compuestos viridiflorol, ledol
y 2-2-6-trimethylcyclohexano, otros componentes también destacados por su
importancia organoléptica en la industria perfumera, tales como el ambrox (0,29-0,43
%), oxoisoambrox (0,02-0,11 %), sclareoloxido (0,14-0,20 %) y sobre todo el 15-nor-
labdan-8-ol (1,14-1,94%), fueron identificados en nuestro estudio. Estos compuestos
aromaticos han sido catalogados por varios autores como responsables del fuerte olor
a ambar de los productos derivados de C. ladanifer L., caracteristica muy apreciada y
demanda por la industria perfumera, debido en gran medida a su parecido al dmbar gris
(Gomes et al., 2005; Surburg & Panten, 2006; Weyerstahl et al., 1998).

Los resultados de los distintos analisis sobre la composicién quimica del aceite
esencial, mostraron para algunos compuestos individuales y grupos de compuestos
variaciones inter e intrapoblacionales en el area de estudio. Sin embargo, la variabilidad
intrapoblacional encontrada fue menor que la interpoblacional. Varios autores han
determinado que estas fluctuaciones encontradas entre diferentes sitios de recolecciéon
son debidas probablemente al efecto de factores geograficos, ambientales o genéticos
(Mollaei et al., 2020; Morshedloo et al., 2015; Ray et al., 2018). En nuestro caso, los
datos climaticos de las diferentes poblaciones (ver tabla 23 y figura 34 del Anexo 2) no
conseguian explicar las variaciones encontradas en el aceite esencial, debido a que

poblaciones climaticamente similares mostraban diferencias elevadas en sus aceites
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esenciales. Por lo tanto, dado que todas las poblaciones se recolectaron ademas en un
estado fisiolégico idéntico y con caracteristicas biogeograficas similares, se determiné
gue esta variabilidad podria estar asociado en parte con factores eddficos, y muy
probablemente también, por diferencias genéticas.

En cuanto al tipo de suelo, los analisis multivariantes consiguieron separar
correctamente en base a la composicidn del aceite, las parcelas de granito de las de
pizarra, a excepcion de algunas muestras de las parcelas Al y A2 de la poblacidn Pozuelo
de Zarzdén. De este modo, los aceites que provenian de suelos graniticos presentaban
mayores cantidades de monoterpenos y menores de sesquiterpenos que los pizarrosos.
En esta linea, Pald-Paul et al. (2008) encontraron también variaciones en el contenido
de monoterpenos y sesquiterpenos del aceite esencial de Eryngium campestre L. entre
suelos de tipo alcalino y acidos. El analisis de correlacidn candnica nos permitié
establecer qué variables eddéficas influian sobre estas variaciones observadas en la
composicion quimica del aceite esencial. De este modo, el contenido en materia
orgdnica y capacidad de intercambio catidnico influyeron positivamente en la sintesis
de a-Pineno, pinocarveol, pinocarvona y mirtenol, mientras que se relacionaban
negativamente con el contenido en cadaleno, 15-nor-labdan-8-ol y 16 kaureno. En
estudios similares, otros autores encontraron correlaciones altas entre algunas variables
edaficas y el contenido de algunos compuestos quimicos mayoritarios del aceite esencial
de Myrtus communis (Rahimmalek et al., 2013) y Salvia desoleana (Rapposelli et al.,
2015). Finalmente, el hecho de encontrar diferencias en la composicién quimica de
muestras obtenidas bajo condiciones edaficas idénticas, nos sugiere que parte de esta
variabilidad no explicada podria ser debido al efecto genético de las plantas.

En este estudio, no podemos por tanto concluir que existan diferentes
guimiotipos en las muestras, debido a que las muestras provenian de la recoleccién de
varias plantas individuales agrupadas, y ademas, habian crecido bajo condiciones
diferentes. Sin embargo, estos resultados pueden indicar que las poblaciones de los dos
tipos de suelo podrian conformar ecotipos separados. Ademas, las poblaciones Torre de
Don Miguel, Villasbuenas de Gata y Valverde del Fresno, presentaron una composicion
guimica muy homogénea en todas sus muestras, lo que permitiria posiblemente
determinar perfiles quimicos concretos. Por el contrario, la poblacién Pozuelo de Zarzén

mostré una mayor heterogeneidad quimica, debido probablemente a la presencia de
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varios quimiotipos en las muestras, que harian dificil la determinaciéon de un perfil
concreto, pero que podria ser interesante en trabajos futuros para la busqueda de

guimiotipos de interés agricola y comercial.
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1. INTRODUCCION

Las plantas producen una amplia y diversa variedad de compuestos organicos,
de los cuales, la gran mayoria no presentan una importancia primordial en las funciones
esenciales de crecimiento y desarrollo (Croteau et al., 2000). Este grupo de compuestos,
denominados metabolitos secundarios, presentan una importante significacion
adaptativa en la proteccidn contra herbivoros y microrganismos patégenos, asi como
atrayentes de polinizadores y agentes alelopdaticos (Maffei, 2010). En las ultimas
décadas, debido a esta reevaluacion de sus funciones bioldgicas, estos productos
naturales han despertado un gran interés por sus importantes implicaciones prdcticas
en el dmbito de la medicina, la nutricion y la cosmética (Edreva et al., 2008).

Los aceites esenciales, uno de estos productos del metabolismo secundario de
plantas, son liquidos aromaticos oleosos extraidos de diferentes partes de la planta
(Tongnuanchan & Benjakul, 2014). Se caracterizan por tener dos o tres componentes
principales en concentraciones bastante elevadas (20-70%) respecto a otros
componentes presentes en cantidades traza (Bakkali et al., 2008). En general, estos
componentes provienen de dos grupos de origen biosintético distinto, por un lado, los
compuestos terpenos y terpenoides, y por otro, los fenilpropanoides (Hyldgaard et al.,
2012; Pichersky et al., 2006; J.-L. Rios, 2016). Ademas, se ha demostrado que estos
aceites esenciales presentan un gran polimorfismo asociado frecuentemente con
diferentes factores intrinsecos y extrinsecos de las plantas (Barra, 2009; Zuzarte &
Salgueiro, 2015). De este modo, Franz (1993) senalé que la evaluacidon de estas
variaciones fitoquimicas en los aceites esenciales implicaba el estudio de al menos tres
factores principales: 1) la variabilidad genética individual; 2) la variacién entre las
distintas partes de la planta y diferentes etapas de desarrollo; y 3) las modificaciones
debidas al ambiente. Por tanto, es necesario entender y controlar en la medida de lo
posible el efecto de estos factores sobre la produccién de aceite esencial, para obtener
producciones comerciales fiables y con las caracteristicas deseables.

Cistus ladanifer L. (Cistaceae) es un arbusto nativo de la Region Mediterranea,
que se encuentra ampliamente distribuido en dreas degradas y no cultivadas de Ila

Peninsula Ibérica (Alves-Ferreira et al., 2019; Barrajon-Catalan et al.,, 2016). En la
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actualidad, la obtencidén de productos derivados de C. ladanifer proviene de la
recoleccidon silvestre de plantas jovenes (3-5 afios), restringido al periodo de
fructificacidn (julio-octubre) y practicamente solo en determinadas zonas de Andalucia
(Raimundo et al., 2018). Diversos estudios llevados a cabo en otras especies del género
Cistus, han mostrado fluctuaciones en la produccién de aceite esencial en distintas fases
del ciclo fenoldgico y para diferentes partes de la planta utilizada (Demetzos et al., 2002;
Pala-Paul et al., 2005; Robles & Garzino, 2000; Zidane et al., 2014). Especificamente en
C. ladanifer, varios autores han evaluado el efecto en la produccidn de aceite esencial
de factores genéticos (Mariotti et al., 1997), quimiotaxondmicos (Robles et al., 2003) o
culturales (Mediavilla et al., 2021). Ademas, otros autores se han centrado en estudiar
su actividad bioldgica (Benali et al., 2020; Greche et al., 2009; Tavares et al., 2020) y
fitotoxica (Verdeguer et al.,, 2012). Sin embargo, a pesar de la importancia para la
industria de conocer y controlar el efecto de factores fisioldgicos inherentes a la planta,
como el estado fenoldgico, la edad o la parte de la planta utilizada, no se han encontrado
estudios que aborden de manera conjunta estos aspectos.

Este estudio se centrd, por tanto, en evaluar las variaciones en el contenido y la
composicidn quimica de aceites esenciales de poblaciones naturales de C. Ladanifer en
dos estados fenoldgicos distintos, y para diferentes intervalos de edad de la planta, con
el objetivo principal de determinar las condiciones dptimas de cosecha para unas
cualidades aromaticas determinadas. Ademads, un segundo ensayo evalué las diferencias
en la produccién de aceite esencial en diferentes érganos de la planta, para determinar

como afecta la proporcidn de cada uno de ellos a la produccién de aceite esencial.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Diseiio experimental y material vegetal

El material vegetal para los ensayos llevados a cabo en este capitulo se recolecté
en las mismas 12 parcelas provenientes de 4 poblaciones (Valverde del Fresno, Pozuelo
de Zarzén, Torre de Don Miguel y Villasbuenas de Gata) descritas anteriormente en el
capitulo 3. Se recolectd durante el afio 2018 y en dos fechas distintas (principios de mayo
y finales de agosto) las partes aéreas jévenes (tallos, hojas, flores y frutos en cada caso)

de un minimo de 10 plantas y para tres intervalos de edades bien diferenciados: 3-5, 9-
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11 y > 15 aios. Las dos fechas de recoleccion seleccionadas se corresponden con dos
estados fenoldgicos (floracion y fructificacién) de la planta muy contrastados.

Ademads, para un segundo ensayo cuyo objetivo fue evaluar diferencias en la
produccién de aceite esencial en relacién a la parte de la planta utilizada, se recolectd
en las 12 parcelas de estudio, una cantidad extra de material vegetal de al menos otras
10 plantas individuales a finales de agosto y con una edad estimada de 3-5 afios. Se han
seleccionado estos dos criterios para el ensayo por ajustarse a las condiciones
tradicionales de cosecha de este recurso en Espaia (Raimundo et al., 2018).

La determinacién a priori de los intervalos de edad se llevd a cabo de acuerdo a
la metodologia descrita por Valares (2011), en la cual, la edad de las plantas de C.
ladanifer esta relacionada a través de dos modelos de regresion con el diametro (y =
1.5496x + 1.5342; R? = 0.9221) y la altura (y = 67.21Ln(x) - 16.929; R? = 0.8123) de las
mismas. En ambas funciones la variable dependiente se corresponde respectivamente
con el diametro de tronco (mm) y la altura (cm), mientras la variable independiente se
corresponde con la edad en afos. Por lo tanto, los tres intervalos de edad ajustados
previamente (3-5,9-11y > 15 afios) se correspondian con unos rangos de didmetro (6.2-
9.3, 15.5-18.6, >24 mm, respectivamente) y altura (57-92, 131-144, > 165 cm) de
plantas concretos, que fueron empleados sistematicamente en campo durante la
recoleccidn. Siempre que fue posible la determinacion de la edad se realizd a través del
didmetro por presentar un mejor ajuste en el modelo.

Finalmente, en los dos ensayos, cada muestra compuesta por al menos 10
plantas individuales se mezclé homogéneamente en campo, con el objetivo de disminuir
al maximo la variabilidad asociada al individuo. Las muestras se secaron a temperatura
ambiente, en una zona aireada y sin humedad. A continuacién, todas las muestras
fueron guardadas en sacos debidamente etiquetados en un lugar seco y en oscuridad

hasta su extraccion.

2.2. Extraccion y analisis quimico del aceite esencial

La extraccidn del material vegetal y la caracterizacidon quimica de las muestras se
llevaron a cabo de acuerdo con la metodologia descrita en los apartados 1 y 3 del

capitulo 2. Por un lado, para estimar el efecto del estado fenoldgico y la edad de la
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planta en cada extraccion se emplearon 200 gramos de material vegetal troceado.
Todas las muestras fueron destiladas por duplicado (72 X 2 = 144 muestras). Por otro
lado, en el ensayo para evaluar las diferencias en funcién de la parte de la planta
utilizada, se procedié a separar las hojas y tallos (100-150 gramos, segun disponibilidad)
del material vegetal de la recoleccién extra (fructificacion e intervalo de edad 3-5 afos)
para su posterior extraccion por separado. Ademas, en cuanto a la composicidn quimica
del aceite, solo los componentes mayoritarios (porcentaje relativo igual o superior al

1%) fueron de nuevo empleados en el andlisis estadistico de los datos.

Imagen 4. Diferentes situaciones de trabajo. (A)-estimacion de la edad; (B)-recoleccion; (C)-transporte;
(D)-secado; (E)-separacion de hojas y tallos; (F)-extraccion.

2.3. Datos edafoclimaticos

Las caracteristicas edafoclimaticas fueron idénticas a las descritas en el capitulo
3 para las 4 poblaciones de estudio, las cuales a su vez, se obtuvieron siguiendo la
metodologia descrita en el apartado 4 del capitulo 2. Las distintas variables edaficas y
climaticas obtenidas fueron: pH, conductividad, nitrégeno total, materia organica, C.I.C,
fésforo asimilable, textura, temperatura, precipitaciones, humedad relativa y velocidad
del viento. Estos resultados descriptivos de la zona de estudio se muestran en los

apartados 1y 2 del Anexo 2 del documento.
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2.4. Andlisis de datos

Se ajustd un Modelo lineal Mixto (MLM) para estimar el efecto del estado
fenoldgico y la edad de la planta sobre el rendimiento (% v/p.s) y los porcentajes
relativos de los compuestos (%) en el aceite esencial. El estado fenoldgico y la edad de
la planta fueron incluidos en interaccién como factores independientes en el modelo.
Las diferentes poblaciones de estudio se incluyeron a su vez como factor aleatorio. La
normalidad y homocedasticidad de todos los datos fue estimada con las pruebas de
Shapiro-Wilks y Bartlett, respectivamente. El test de Tukey (HSD) a un nivel de
significacién P<0.05 fue empleado para comparar las medias y establecer diferencias
entre aquellos factores con mas de dos niveles. Por otro lado, se realizé una correlacién
multiple por pares entre los componentes mayoritarios para identificar grupos
biogenéticamente relacionados y su relacién con los dos factores analizados (estado
fenoldgico y edad). Se empleé el coeficiente de correlacién de Spearman con correccidn
de Bonferroni y la matriz de correlaciones derivada se expuso en forma de grafico.
Ademas, se empled en el grafico un factor de agrupamiento con la ayuda de la funcién
“hclust” de la libreria corrplot (Wei y simko, 2017), para conglomerar compuestos con
patrones similares.

Se emplearon de nuevo las mismas técnicas descriptivas multivariantes (andlisis
de componentes principales y el andlisis de conglomerados) descritas en el apartado 2.5
del capitulo 3, para discriminar y explorar diferencias entre los diferentes factores
analizados en base a aquellos componentes mas representativos del aceite esencial. Se
utilizaron las mismas condiciones de ajuste descritas en el apartado 2.5 del capitulo 3
para ambos analisis.

Finalmente, las diferencias en el rendimiento (% v/p.s) y el porcentaje relativo
(%) del aceite esencial entre los dos érganos de la planta (hojas y tallos) se analizaron a
través de la prueba t de Student.

El software estadistico R Core Team (2020) fue empleado en todos los analisis, y
las librerias empleadas en estos andlisis fueron las siguientes: modelos lineales mixtos
con nlme (Pinheiro et al. 2020), ggplot2 para la realizacion de graficos (Wickham, 2016),
plyr para la manipulacién de datos (Wickham et al., 2011), dplyr para la manipulacién

de datos (Wickham et al., 2020), ggpubr para la realizacién de graficos (Kassambara,
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2020), Rmisc para obtener funciones utiles (Hope, 2013), comparaciones multiples Post
hoc con emmeans (Lenth, 2020), analisis multivariantes con vegan (Oksanen etal., 2020),
dendrogramas y graficos biplot con factoextra (Kassambara and Mundt, 2020) y gréfico

de correlaciones con corrplot (Wei y simko, 2017).

3. RESULTADOS

3.1. Rendimiento en aceite esencial

Los valores de rendimiento en aceite esencial para los dos estados fenolégicos y
tres intervalos de edad analizados oscilaron entre un 0,13 %y un 0,36 % (Figura 14). Los
factores estado fenoldgico (F1,122 = 196,47; P < 0.001) y edad (F2,122 = 8,34; P < 0.001)
fueron significativos en el modelo lineal mixto ajustado. De este modo, las plantas
recolectadas en el estado fenolégico de floracidn presentaron un rendimiento medio en
aceite esencial (0,17 + 0,04 %) significativamente menor que aquellas obtenidas en
fructificaciéon (0,27 + 0,05 %). Por otro lado, el factor edad mostré un comportamiento
diferente en funcién del estado fenolégico analizado. De este modo, no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en el rendimiento en aceite esencial para los
tres intervalos de edad analizados en estado de fructificacién, mientras que en estado
de floracion, las plantas con una edad de 3-5 afnos mostraron un rendimiento
significativamente menor que las plantas con edades de 9-11 afios (t =-4,12; P < 0,001)
y > 15 aiios (t = -5,37; P < 0,001). Por ultimo, el modelo presentd una interaccién
significativa (F2,122 = 7,54; P < 0,001) para los dos factores incluidos en el andlisis (estado

fenoldgico y edad).
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Figura 14. Rendimiento en aceite esencial (% v/P.S) por estado fenoldgico e intervalos de edad. Los valores
son expresados como media + SD. Para cada estado fenoldgico, distintas letras indican diferencias
significativas (P<0,05) en el test de Tukey (HSD) por edades.

3.2. Composicion quimica del aceite esencial

En la Tabla 18 del Anexo 1 se presenta el porcentaje relativo medio de los 103
componentes del aceite esencia identificados por GC-MS en diferentes estados
fenoldgicos e intervalos de edad. A su vez, estos componentes representaron un
porcentaje del total integrado por cromatografia del 73,57 % al 81,17 %. De estos 103
componentes descritos, los siguientes 20 compuestos fueron identificados como
mayoritarios (porcentaje relativo >1 % y representaban entre el 53,3 % y el 61,47 % del
total (Tabla 5).

El MLM ajustado mostrd para todos los componentes individuales y grupos de
compuestos incluidos en el analisis un efecto significativo entre los dos estados
fenoldgicos analizados, a excepcidn del acetato de bornilo, que se mantuvo constante
durante en todo en ensayo. La mayoria de los componentes presentaban un porcentaje
relativo medio menor en floracidn frente a fructificacion, a excepcion de los compuestos
canfeno, 2,2,6-trimetilciclohexano, borneol, verbenona, 15-nor-labdan-8-ol y 16-
kaureno, cuyos porcentajes relativos fueron mayores en floracién que en fructificacion.

Ademas, los grupos monoterpenos y sesquiterpenos tanto hidrocarbonados como
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oxigenados mostraron porcentajes relativos superiores en fructificacion, mientras que
por el contrario, los diterpenos y el grupo denominado “otros” representaban un mayor
porcentaje en floracion (Figura 15).

Por el contrario, al igual que sucedia con el rendimiento en aceite esencial, el
MLM para la composicion quimica del aceite en los diferentes intervalos de edad
analizados mostré un comportamiento diferente en funcién del estado fenoldgico en
gue se encontraban las plantas. De este modo, un nimero elevado de compuestos
individuales y grupos de compuestos presentaron diferencias estadisticamente
significativas para el factor edad de la planta en floracién. Por tanto, durante este
periodo de floracion, las plantas jovenes mostraron mayores porcentajes relativos en
los compuestos palustrol, viridiflorol, ledol, 1-epi-cubenol y cadaleno, mientras que las
plantas de mayor edad presentaban mayores porcentajes de a-pineno, canfeno, 2,2,6-
trimetilciclohexano, borneol y verbenona. Sin embargo, no hubo cambios sustanciales
entre los tres intervalos de edad analizados durante el estado fenolégico de

fructificacion.
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Figura 15. Porcentaje relativo (%) de los grupos de compuestos en diferentes estados fenoldgicos e
intervalos de edad. Los valores son expresados como media + SD. MH: monoterpenos hidrocarbonados;
MO: monoterpenos oxigenados; SH: sesquiterpenos hidrocarbonados; SO: sesquiterpenos oxigenados;
DH: diterpenos hidrocarbonados.
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Tabla 5. Composicién quimica (%) del aceite esencial de C. ladanifer en dos estados fenolégicos y tres intervalos de edad.

v ojnude)

Floracion Fructificacion P-valor
Compuestos IK Edad (afios) 3-5 9-11 >15 3-5 9-11 >15
a-Pineno 936 1,54 b 2,05 ab 2,43 a 4,95a 4,57 a 4,34 a < 0,001
canfeno 951 0,85b 1,14 ab* 1,60 a* 0,93 a 0,82a 0,81a 0,002
p-Cimeno 1026 0,87 a 0,91a 0,93 a 1,18 a 1,05 b 1,09 ab <0,001
2,2,6-trimetilciclohexano 1037 4,09 b 4,76 a 4,77 a 2,65a 2,32a 2,34a <0,001
L-trans-Pinocarveol 1139 1,67 a 1,70 a 1,66 a 4,24 a 4,18 a 3,84 a <0,001
pinocarvone 1162 0,61a 0,59a 0,57 a 1,47 a 1,50 a 1,40 a <0,001
borneol 1166 1,54 b 1,57 b 191a 1,11a 1,12 a 1,14 a <0,001
verbenona 1207 0,76 b 0,93 a 1,00 a 0,53a 0,50a 0,45a <0,001
bornil acetato 1285 3,04 a 3,27 a 3,52 a 3,02a 3,08 a 3,20 a 0,209
aloaromadendreno 1454 0,42 a 0,42 a 0,38a 1,02 b* 1,22 a 1,14 b* <0,001
viridifloreno 1488 1,14 a 1,15a 1,06 a 1,58 b 2,00 a 2,02a <0,001
palustrol 1559 0,76 a 0,76 a 0,68 b 0,97 b 1,05a 1,03 a <0,001
spatulenol 1570 0,98 a 0,98 a 0,87 a 1,62 ab* 1,62a 1,49 b* <0,001
viridiflorol 1585 19,81 a 20,11 a 17,25 b 19,93 a 20,20 a 19,99 a 0,006
ledol 1594 9,70 a 8,12b 7,81b 10,09 a 9,21a 9,81a < 0,001
1-epi-cubenol 1621 0,92a 0,90a 0,76 b 1,26 a 1,32a 1,28a < 0,001
R-eudesmol 1641 0,78 ab* 0,91a 0,61 b* 1,01a 0,99 a 0,98 a <0,001
cadaleno 1668 1,34a 1,00 b 1,05 b 1,50 a 1,40 a 1,38 a <0,001
15-nor-labdan-8-ol 1961 3,00 a 2,71a 2,84 a 1,39a 1,43 a 1,60 a <0,001
16-kaureno 2020 1,86 a 1,87 a 1,66 a 1,01a 0,97 a 0,89 a <0,001
Total Representado 55,68 55,85 53,36 61,47 60,55 60,24
Total Identificado 74,27 74,73 73,57 81,17 80,32 80,12
Monoterpenos hidrocarbonados 573 b 6,69 ab 7,80 a 9,40 a 8,71a 8,53 a <0,001
monoterpenos oxigenados 13,14 b 13,80 ab* 15,02 a* 15,99 a 15,86 a 15,18 a <0,001
Sesquiterpenos hydrocarbonados 6,25 a 5,75a 5,97 a 8,84 b 9,84 a 991a <0,001
Sesquiterpenos oxigenados 34,20 a 32,92 a 29,06 b 36,43 a 35,96 a 36,15a <0,001
Diterpenos hydrocarbonados 1,86 a 1,87 a 1,66 a 1,01a 0,97 a 0,89 a <0,001
Otros 13,09 b 13,70 ab 14,06 a 9,51a 9,21a 9,46 a <0,001

Componentes listados por orden de elucidn en una columna apolar HP-5; IR: indices de retencidn de Kovats relativos a n-alcanos en una columna apolar HP-5;
valores expresados como media de 4 poblaciones y 3 parcelas (n=12); valores =5 % en negrita. Valores seguidos de distintas letras indican diferencias significativas
(P<0,05) en el test de Tukey (HSD). Letras seguidas de un * indican diferencias marginalmente significativas (0,05 > p <0,10).
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Se llevé cabo un analisis de correlacién por pares de los compuestos mayoritarios
para determinar posibles patrones de agrupamiento que se encuentren interaccionando
en las misma ruta biogenética y/o que puedan evolucionar de forma conjunta en el
desarrollo de las plantas en base a los factores analizados en el estudio (estado
fenoldgico y edad) (Figura 16). El andlisis presentado separd la composicidon quimica en
5 grupos (mostrados en la diagonal desde arriba hacia abajo) con correlaciones pareadas

altas entre si en diferentes compuestos.
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Figura 16. Matriz de correlacidn por pares entre los componentes mayoritarios (%) del aceite esencial. Se
empled el coeficiente de correlacion de Spearman con correccién de Bonferroni y un factor de
agrupamiento de compuestos en la diagonal. En el mapa, un cuadrado de color representa una correlacion
significativa, y el tamafio y la intensidad del cuadrado indican el valor de correlacidn.

El primer grupo estaba compuesto por canfeno, borneol y bornil acetato, que en
su conjunto presentaban un mayor porcentaje relativo en época de floracién, y ademas,
en este mismo periodo las plantas de mayor edad también acumulaban una mayor

cantidad. El segundo grupo compuesto por el 2-2-6-trimethylcyclohexanone, 15-nor-
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labdan-8-ol y 16-kaureno presentaban también una mayor cantidad en floracidn frente
a fructificacion, pero al contrario que en el grupo |, las plantas de 3-5 afios presentaban
un porcentaje mayor que el resto en floracién. A su vez, los monoterpenos a-pineno, p-
cimeno, pinocarveol y pinocarvone formaban el grupo tercero, que estaba caracterizado
por presentar porcentajes relativos bastante mayores en fructificacion que en floracién,
y a su vez, se mantuvieron estables en el factor edad en ambos periodos. El cuarto grupo
estaba formado solamente por ledol y cadaleno, cuya acumulacidon era mayor en
fructificaciéon y las plantas mds jévenes mostraban un contenido mayor que las adultas
en floraciéon. Por Ultimo, los compuestos sesquiterpénicos aloaromadendreno,
viridifloreno, palustrol, espatulenol y 1-epi-Cubenol conformaban el ultimo grupo
(grupo V), que presentaban mayores porcentajes relativos durante la fructificacién, y no

mostraban resultados demasiado concordantes entre si en el factor edad.

3.3. Analisis multivariante

El analisis multivariante de componentes principales ajustado en este apartado
en base a la composicion quimica de los componentes mayoritarios del aceite se
muestra en la Figura 17. Este andlisis consiguié explicar con los dos primeros
componentes principales un 76 % de la variacion total existente, repartidos a su vez en
un 62 % para el componente 1 (PC1) y en un 14 % para el componente 2 (PC2). En primer
lugar, el componente PC1 presentd una correlacion alta y positiva con los compuestos
a-pineno (0,79), pinocarveol (0,90), pinocarvone (0,91), aloaromadendreno (0,99),
viridifloreno (0,88), palustrol (0,97), espatulenol (0,97), epi-cubenol (0,90) y f-eudesmol
(0,75) mientras que se correlacionaba negativamente con los componentes 2-2-6-
trimethylcyclohexanone (-1,00), borneol (-0,89), verbenona (-0,83), 15-nor-labdan-8-ol
(0,92) y 16-Kaureno (-0,90). De este modo, este componente PC1 consiguid separar de
forma clara las muestras recolectadas en floracién de aquellas obtenidas en
fructificacién. En segundo lugar, el componente PC2 mostrd una correlacion moderada
y positiva con lo componentes viridiflorol (0,66), ledol (0,58) y cadaleno (0,63), mientras
que con el a-pineno (-0,63) y p-cymeno (-0,70) se correlacioné negativamente. El
componente PC2 separd ligeramente las muestras en funcion de la edad en el periodo

de floracion, pero no hubo separacion entre los niveles de este factor en fructificacion.
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Figura 17. Distribucidon de muestras del analisis PCA realizado con los componentes mayoritarios del aceite
esencial de C. ladanifer.
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Figura 18. Dendrograma obtenido por analisis clUster y basado en distancias euclideas (método UPGMA)
de los componentes mayoritarios del aceite esencial de C. ladanifer en 4 poblaciones, 2 estados
fenoldgicos y 3 intervalos de edad.
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El dendrograma de la Figura 18 resultado de aplicar el andlisis de conglomerados
(CA) a los componentes mas representativos del aceite esencial muestra una
concordancia clara con los resultados descritos anteriormente en el PCA. Esta Figura 18
muestra una separacioén clara en dos clusteres principales, que se corresponde con los
dos estados fenolégicos estudiados (floracion y fructificacion). A su vez, dentro del
cluster principal asociado al periodo de floracion, las muestras (1-12) se ordenaron

correctamente de menor a mayor edad.

3.4. Rendimiento y composicidon quimica de hojas y tallos

Las hojas presentaron un rendimiento medio de 0,25 + 0,03 % y los tallos de 0,19
+ 0,05 %. Ademas, la diferencia entre ambos drganos fue significativa (t = 3,24; P < 0,01).
La composicién quimica de los aceites esenciales de hojas y tallos se muestra en la Tabla
6. Se identificaron 18 componentes como mayoritarios en el analisis, que representaban
del total integrado en los cromatogramas un 58,83 % en hojas y un 59,68 % en tallos. La
prueba t de Student empleada mostré diferencias entre ambos niveles en todos los
casos con excepcidn del aloaromadendreno, viridifloreno y 1-epi-cubenol. Ademas, las
hojas presentaban un porcentaje relativo significativamente mayor de los compuestos
a-pineno, p-cimeno, 2,2,6-trimetilciclohexano, L-trans-pinocarveol, pinocarvone,
borneol y bornil acetato. Por el contrario, los compuestos palustrol, espatulenol,
viridiflorol, ledol, B-eudesmol, cadaleno, 15-nor-labdan-8-ol y 16-kaureno fueron mas
abundantes en los tallos.

La Figura 19 muestra los porcentajes relativos medios para los diferentes grupos
de compuestos identificados en funcién de la parte de la planta utilizada (tallos y hojas).
Las hojas presentaron un mayor porcentaje en monoterpenos (hidrocarbonados vy
oxigenados) y del grupo denominado “otros”, mientras que en los tallos dominaron los

sequiterpenos (hidrocarbonados y oxigenados) y diterpenos hidrocarbonados.
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Tabla 6. Composicion quimica (%) del aceite esencial de C. ladanifer en tallos y hojas.

Capitulo 4

Compuestos IK Hojas Tallos p-valor
a-pineno 936 2,92 1,76 0,049
p-cimeno 1026 0,89 0,65 0,028
2,2,6-trimetilciclohexano 1037 2,00 1,58 0,007
trans-pinocarveol 1139 4,35 1,00 <0,001
pinocarvone 1162 1,54 0,39 <0,001
borneol 1166 1,11 0,62 <0,001
bornil acetato 1285 3,46 2,25 <0,001
aloaromadendreno 1454 1,17 1,19 0,671
viridifloreno 1488 2,09 2,18 0,643
palustrol 1559 1,09 1,24 0,008
espatulenol 1570 1,63 1,97 <0,001
viridiflorol 1585 20,27 25,36 <0,001
ledol 1594 9,70 11,05 0,004
1-epi-cubenol 1621 1,44 1,29 0,204
R-eudesmol 1641 1,04 1,43 0,022
cadaleno 1668 1,49 2,07 0,012
15-nor-labdan-8-ol 1961 1,57 1,86 0,019
16-kaureno 2020 1,06 1,78 0,004
Total Representado 58,83 59,68

Total Identificado 79,20 76,35
Monoterpenos hidrocarbonados 6,47 4,03 0,010
monoterpenos oxigenados 15,53 7,14 <0,001
Sesquiterpenos hydrocarbonados 10,11 11,04 0,065
Sesquiterpenos oxigenados 36,79 44,62 <0,001
Diterpenos hydrocarbonados 1,06 1,78 0,004
Otros 9,24 7,74 <0,001

Componentes listados por orden de eluciéon en una columna apolar HP-5; IR: indices de retencién de
Kovats relativos a n-alcanos en una columna apolar HP-5; valores expresados como media (n=12 parcelas);

valores > 5 % en negrita.
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Figura 19. Porcentaje relativo (%) de los grupos de compuestos en hojas y tallos. Los valores son
expresados como media + SD. MH: monoterpenos hidrocarbonados; MO: monoterpenos oxigenados; SH:
sesquiterpenos hidrocarbonados; SO: sesquiterpenos oxigenados; DH: diterpenos hidrocarbonados.

4. DISCUSION

Las diferencias en la compleja composicién quimica de dos aceites esenciales de
una misma especie pueden ser en ocasiones, dificiles de asignar a quimiotipos concretos
o al efecto de interaccién de estos con condiciones ambientales especificas. Ademas, las
rutas biosintéticas encargadas del metabolismo secundario de plantas, y la eficiencia de
las distintas enzimas implicadas en dichas rutas, pueden variar en funcién de las
diferentes partes de las plantas o en las distintas etapas de desarrollo de esta (Franz &
Novak, 2010). Por tanto, para determinar el estado 6ptimo de recoleccién de las plantas,
con el fin de obtener un producto final de alta calidad y con las caracteristicas deseables
en cuanto a composicidn y/o el rendimiento, es importante identificar los factores que
influyen en su produccién y saber, en cada caso, sus requerimientos particulares (Barra,

2009; Figueiredo et al., 2008).
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4.1. Rendimiento en aceite esencial

En nuestro estudio, el rendimiento medio en aceite esencial fue menor en el
periodo de floracidn que en fructificacién. Nuestros resultados concuerdan con los
descritos por otros autores en aceites esenciales de C. ladanifer obtenidos en
condiciones similares a las nuestras, pero analizando en su caso, un Unico estado
fenolégico. De este modo, en un estudio con plantas recolectadas en Marruecos durante
el mes de abril, El Karkouri et al. (2021) reportaron un rendimiento en aceite esencial
del 0,21 %. En Marruecos y Espaiia, Greche et al. (2009) y Verdeguer et al. (2012)
encontraron rendimientos en aceite esencial entre el 0,3-0,4 %, en plantas cosechadas
durante los meses de agosto y octubre, respectivamente. Por otro lado, mientras que
las plantas jovenes presentaron menor rendimiento en aceite que las adultas en
floracion, no se detectaron diferencias entre las distintas edades en fructificacion. En
relacién con este factor, no se ha encontrado estudios que hagan referencia a la edad
de la planta en ninguna especie del género Cistus, incluida la de estudio.

En la gran mayoria de especies, el rendimiento en aceite esencial varia a lo largo
del afio, dependiendo de la fase de desarrollo en la que se encuentre la planta (Franz &
Novak, 2010). En este sentido, numerosos estudios han relacionado estas fluctuaciones
con los diferentes estados fenoldgicos, y a su vez, los resultados encontrados en
ocasiones son contrapuestos. Algunos autores han encontrado rendimientos en aceite
esencial mas elevados durante el periodo de floracidn (Ben Farhat et al., 2019; Blanco
Salas et al., 2012), mientras que otros, los mayores rendimientos los reportaron en la
fase de fructificacidon (Maria J. Jordan et al., 2013; Usano-Alemany et al., 2012). Por otro
lado, muy pocos estudios y en condiciones no comparables a las nuestras, han descrito
la influencia del factor edad en la biosintesis de aceite esencial (Hudaib et al., 2002;
Pagula et al., 2000).

Los compuestos volatiles del metabolismo secundario de plantas presentes en el
aceite esencial, estan asociados con funciones de proteccidn y defensa de la planta,
atraccion de insectos polinizadores o fendmenos alelopaticos (Maffei, 2010). De este
modo, la mayor acumulacién de aceite esencial encontrada en fructificacion (finales de
agosto), podria estar relacionada con la protecciéon de las semillas frente a

microrganismos patégenos como hongos y bacterias. Ademas, las plantas sometidas a
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situaciones de estrés por condiciones climaticas adversas son mds propensas al ataque
de herbivoros y organismos patégenos (Figueiredo et al., 2008). Asi, la situacién de
estrés hidrico por falta de precipitaciones (ver climograma, Figura 34 Anexo 2) que
sufren las plantas en nuestra zona en verano puede debilitarlas, y asi, estimular la
biosintesis de aceite esencial como mecanismo de defensa frente a distintos ataques.
Por el contrario, la atraccion de insectos polinizadores podria ser la explicacion ecolégica
mas probable a la mayor produccion de aceite esencial encontrada en las plantas adultas
en floracion. La especie C. ladanifer entra en floracién a los 3-4 afios y el nimero de
flores producidas por planta aumenta con la edad (Talavera et al., 1993). Por tanto, la
escasa o nula produccion de flores en las plantas jovenes frente a las adultas, podria
conducir a una menor biosintesis de compuestos volatiles para atraer a estos
polinizadores.

En un segundo ensayo con plantas de 3-5 afios recolectadas a finales de agosto,
se observo que el rendimiento en aceite esencial de las hojas era superior al de los tallos.
Aunque se ha encontrado algun estudio donde el rendimiento en aceite esencial era
similar entre diferentes partes de la planta (Pala-Paul et al., 2005), la gran mayoria de
los consultados para diferentes especies mostraban mayores rendimientos en aceite

esencial en hojas que en los tallos (Perry et al., 1999; Yuan et al., 2016).

4.2. Composicion quimica

El andlisis quimico de las muestras para los compuestos individuales y grupos de
compuestos mostré mayores variaciones en funcion del estado fenoldgico que para la
edad de las plantas. Los grupos de monoterpenos y sesquiterpenos estaban en mayores
proporciones en fructificacion, mientras que en floracién lo estaban los diterpenos y el
grupo denominado “otros”. En un estudio llevado a cabo con Cistus libanotis L. del norte
de Marruecos, Zidane et al. (2013) encontraron también mayores porcentajes de
monoterpenos (hidrocarbonados y oxigenados) y sesquiterpenos oxigenados en
muestras recolectadas en verano en comparacion con aquellas recogidas en primavera.
En algunos estudios con especies de otras familias botanicas, la comparacion de la
composicidn quimica entre ambos estados fenolégicos mostrd resultados similares a los

nuestros, pero con algunas ligeras variaciones. De este modo, por ejemplo, en Salvia
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verbenaca L. procedentes del norte de Tunez y cultivadas en Murcia, Ben Farhat et al.
(2019) mostraron una mayor proporcidon de todos los grupos terpenos durante la
fructificacién, pero con excepcion del grupo monoterpenos hidrocarbonados, que era
mas abundante en floracion. Ademas, durante el periodo de floracién, las plantas de
mayor edad mostraban mayores porcentajes en los grupos monoterpenos y “otros”,
mientras que por el contrario, los sesquiterpenos estaban mas elevados en plantas
joévenes. Por otro lado, la edad no varid su proporcién en ningln grupo de compuestos
en fructificacién. Aunque pocos estudios han analizado el factor edad, estos a su vez
han encontrado diferencias en la composicidon quimica del aceite esencial de plantas con
distintas edades (Hudaib et al., 2002; C. P. dos Santos et al., 2015).

La biosintesis de los componentes mayoritarios descritos en el estudio sigue
rutas metabdlicas diferentes, y por tanto, la mayor o menor proporcién de cada uno de
ellos puede estar relacionada con la activacion de su ruta metabdlica especifica (Croteau
et al.,, 2000). A su vez, las fluctuaciones encontradas en estos compuestos podrian
sugerir la influencia, directa o indirecta, de factores fisiolégicos como el estado
fenoldgico o la edad en las rutas biogenéticas de la planta (Barra, 2009). De este modo,
el analisis de correlacidn por pares apoyado por los analisis multivariantes, nos permitié
identificar 5 grupos de compuestos que interaccionaban simultdneamente en el estudio,
lo que nos permite evaluarlos conjuntamente.

Los compuestos canfeno, borneol y acetato de bornilo que componian el primer
grupo, se caracterizan por presentar como precursor comun el cation bornilo, y por
tanto, se sintetizan a través de la misma ruta metabdlica (Despinasse et al., 2017). La
maxima expresion del conjunto formado por estos tres compuestos se producia en las
plantas adultas en fase de floracidn, por lo que podrian estar implicados en funciones
de atraccién de polinizadores o proteccién de la planta frente a insectos dafiinos
(Guitton et al., 2010). En nuestro estudio, aunque las muestras en floracidon estaban
compuestas por hojas, tallos y flores mezcladas, el porcentaje mas elevado de estos
compuestos en plantas adultas se podria deber al mayor porcentaje de flores en la
muestra para estas edades. En un estudio en Salvia lavandulifolia Vahl, Schmiderer et
al. (2008) encontraron porcentajes muy superiores de borneol en diferentes partes de
las flores implicadas en la polinizacion (anteras y corola) en comparacion con las hojas 'y

el cdliz, lo que corrobora su posible implicacién en el proceso de atraccion de insectos.
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Por otro lado, el canfeno mostré porcentajes superiores en el cdliz y las hojas, lo que
indica en este caso una posible funcion de defensa en la planta. Ademads, de acuerdo
con esta funcién defensiva, Feng et al. (2019) demostraron un fuerte efecto tdxico y
repelente contra dos especies de insectos de los compuestos acetato de bornilo y
canfeno.

El segundo grupo estaba compuesto por el 2-2-6-trimethylcyclohexanone, 15-
nor-labdan-8-ol y 16-kaureno, entre los cuales no se ha establecido una relacién
biogenética determinada, pero que son compuestos caracteristicos y especialmente
importantes en el aroma del aceite esencial de C. ladanifer (Gomes et al., 2005). Estos
componentes presentaban los mayores porcentajes en las plantas durante la floracién,
y por tanto, podrian estar implicados en funciones relacionadas con la defensa, el
crecimiento y la atraccion de insectos polinizadores. Los componentes derivados de los
carotenoides como el 2-2-6-trimethylcyclohexanone, mas alld de sus caracteristicas
saborizante y aromadticas, pueden actuar como fitohormonas, compuestos de
sefializacion y croméforos (Serra, 2015). Por otro lado, los compuestos 15-nor-labdan-
8-ol y 16-kaureno son diterpenos tipo labdano, que se han encontrado principalmente
en resinas de plantas, y estan asociados con funciones de defensa frente a diferentes
estreses bidticos (Demetzos & Dimas, 2001). Ademas, el 16-kaureno es la molécula
organica precursora en la sintesis de giberelinas, fitohormona involucrada
principalmente en funciones de crecimiento como elongacidn de raices, hojas jovenesy
flores, asi como también en el proceso de iniciacidn floral (Salazar-Cerezo et al., 2018).

Los compuestos a-pineno, p-cimeno, pinocarveol y pinocarvona formaban el
tercer grupo, que ademas de encontrarse en una proporcidbn muy superior en
fructificacién, presentan relaciones comunes en su biosintesis. De este modo, los
monoterpenos hidrocarbonados a-pineno y p-cimeno presentan el catidon a-Terpinyl
como precursor comun, mientras que los compuestos oxigenados pinocarveol y
pinocarvona son sintetizados directamente por oxidacién del a-pineno (Croteau et al.,
2000; Soares-Castro et al.,, 2021). La mayor acumulacién durante la fructificacion,
especialmente del a-pineno y sus derivados, podria estar asociada con la proteccién de
la planta frente a patdgenos y herbivoros, asi como con efectos alelopaticos para la
germinacién de otras semillas y microrganismos del suelo (Langenheim, 1994; Maffei,

2010).
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Los grupos cuarto y quinto estaban compuestos en su totalidad por
sesquiterpenos hidrocarbonados (cadaleno, aloaromadendreno y viridifloreno) y
oxigenados (ledol, palustrol, espatulenol y 1-epi-Cubenol), y ambos grupos presentaban
mayores porcentajes durante la fase de fructificacion. A su vez, los componentes
cadaleno y 1-epi-Cubenol son derivados del cadineno, mientras que el resto de
compuestos presentan el mismo esqueleto de aromadendreno (Weyerstahl et al.,
1998). Al igual que el grupo 3 descrito anteriormente, algunos de estos compuestos
podrian estar implicados principalmente en funciones de defensa de la planta vy
alelopaticas (Gijsen et al., 1995).

Finalmente, aunque bastantes especies presentan una composicidon de aceite
esencial similar en los diferentes drganos de la planta, esta composicién también puede
depender en gran medida de la parte de la planta utilizada: flores, hojas, tallos, corteza,
madera, frutos o raices (Figueiredo et al., 2008). En dos estudios con tres especies del
género Cistus como albidus, salviifolius o creticus, en los cuales, (Pala-Paul et al., 2005)
y Abu-Orabi et al. (2020) analizaron por separado la composicidon quimica de hojas y
flores, se observé grandes variaciones en la composiciones quimica entre las diferentes
partes empleadas. En este estudio, nosotros analizamos por separado el aceite esencial
de hojas y tallos recolectadas de plantas jévenes en fructificacidon. En un estudio con
flores, hojas y tallos de Salvia officinalis L., Verma et al. (2015) encontraron resultados
muy similares a los descritos en nuestro ensayo. De este modo, si nos fijamos en sus
resultados para hojas y tallos Unicamente, ellos también encontraron mayores
proporciones de monoterpenos hidrocarbonados y oxigenados en las hojas, mientras
gue los sesquiterpenos y dipertenos tipo labdano se encontraban en mayor cantidad en
los tallos. Ademads, al igual que en nuestro caso, el grupo sesquiterpenos
hidrocarbonados apenas varid entre ambas partes de la planta. Estas diferencias
encontradas en la composicidon quimica de hojas y tallos, podria ser explicada en parte
por la heterogénea distribucion de las estructuras secretoras especializadas o por la
necesidad de cumplir funciones ecoldgicas diversas en érganos especificos de la planta

(Figueiredo et al., 2008).
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1. INTRODUCCION

Cistus ladanifer L. (Cistaceae) es un arbusto que presenta una adaptacién
extrema a las condiciones de estrés propias de la Regién Mediterranea, tales como
sequia, alta exposicion solar e infertilidad de suelos (Frazdo et al., 2018). En los ultimos
afos, los productos derivados del metabolismo secundario de esta especie, como el
aceite esencial, han despertado un gran interés no solo por sus propiedades aromaticas,
sino también por su importancia bioldgica para la industria farmacoldgica y
agroalimentaria (Barrajon-Catalan et al., 2016; E. Santos et al.,, 2017). No obstante,
como la mayoria de compuestos del metabolismo secundario, la produccion de aceite
esencial en la planta puede verse afectada por diferentes factores geograficos,
genéticos, fisioldgicos y ambientales (Zuzarte & Salgueiro, 2015). Aunque algunos
autores han afirmado que la produccion de metabolitos secundarios esta controlada por
rutas genéticas, su biosintesis puede también verse fuertemente afectada por factores
ambientales (Franz & Novak, 2010). Por tanto, factores de estrés abiéticos tales como la
sequia, altas temperaturas o escasez de nutrientes, pueden afectar en gran medida
tanto a parametros de crecimiento de la planta, como al rendimiento y la composicién
guimica de los aceites esenciales (Maffei, 2010). Adema3s, en un escenario global de
cambio climatico, especialmente agudo en regiones como la mediterranea, se prevé un
aumento considerable de eventos extremos que afecten a la vegetacion, como pueden
ser temperaturas extremas, sequias mas severas y degradacion del suelo (Francos et al.,
2018; Tardieu et al., 2018).

La sequia es considerada uno de los factores ambientales mas limitantes en el
crecimiento y desarrollo de las plantas en muchas zonas del mundo, especialmente en
regiones aridas o semiaridas, que a su vez, puede verse agravada por el efecto de las
altas temperaturas y radiacién solar (Chai et al., 2016). Asi, el estrés por déficit hidrico
genera cambios fisiolégicos como el cierre estomdtico y la limitacion de la tasa
fotosintética debido a la baja disponibilidad de CO,, lo que puede afectar al crecimiento
de la planta y la biosintesis de metabolitos secundarios (Kleinwéachter et al., 2015). Sin
embargo, a pesar de que el estrés por sequia suele afectar de manera positiva a la
sintesis de metabolitos secundarios (Selmar et al., 2017), se ha demostrado que bajo

condiciones de sequia severas o prolongadas en el tiempo, la produccion puede
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disminuir (Abdi et al., 2019; Bettaieb Rebey et al., 2012). En este sentido, varios autores
han evaluado el efecto del déficit de agua sobre el rendimiento, la composicidon quimica
y algunas caracteristicas morfofisioldgicas de diferentes especies de plantas aromaticas
y medicinales, con resultados en ocasiones dispares. Corell et al. (2009) mostraron un
descenso progresivo de la produccion de aceite esencial y biomasa seca a medida que
aumentaba el estrés hidrico en plantas de Salvia officinalis L. Por otro lado, un aumento
del estrés hidrico en Matricaria recutita L., provocé un decremento en la altura de las
plantas, produccién de flores y peso de los brotes, pero no afecté de manera significativa
ni al rendimiento ni a la composicion quimica del aceite esencial (Baghalian et al., 2011).

La fertilidad del suelo es un factor fundamental en el crecimiento, desarrollo y
rendimiento en biomasa de las plantas, ya que garantiza el suministro de nutrientes
esenciales. La fertilizacion mineral del suelo ha sido considerada como una de las
practicas que mas pueden influir en la biosintesis del aceite esencial, y dentro de esta,
los macronutrientes como nitrégeno, fésforo y potasio son considerados los principales
responsables (Moghaddam & Mehdizadeh, 2017). Sin embargo, el uso continuado de
estos fertilizantes quimicos provoca una reduccién de la materia orgdnica del suelo y
problemas de contaminacién ambiental (Rao, 2001). Por tanto, el uso de fertilizantes
organicos puede reducir la excesiva dependencia de productos quimicos, ya que
presentan grandes posibilidades de suministrar nutrientes de una forma mas sostenible
(Bajeli et al., 2016). A su vez, estos fertilizantes organicos han sido asociados con
propiedades favorables para el suelo, incluyendo una mayor disponibilidad de
nutrientes, capacidad de retencidon de agua, capacidad de intercambio catidnico vy
menor densidad aparente, asi como el fomento de aparicion de microorganismos
beneficiosos (Drinkwater et al., 1995). Aunque la mayoria de autores han mostrado que
la aplicacion de fertilizacién orgdnica provoca un aumento progresivo de la biomasa y
modificaciones en la biosintesis de aceite esencial en distintas especies de plantas
(Aghaei et al., 2019; Burducea et al., 2018), algunos autores no han encontraron un
efecto claro sobre estas variables tras su aplicaciéon (Teles et al., 2014).

Hasta donde sabemos, no hay estudios que hayan evaluado la respuesta al
aporte de agua y nutrientes en ninguna especie del género Cistus, incluida la especie de
estudio C. ladanifer. Por lo tanto, el objetivo principal de este estudio fue evaluar bajo

condiciones naturales, el efecto del aporte de riego, fertilizacion organica y la
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interaccidon entre ambos, sobre el rendimiento y composicién quimica del aceite esencial
de C. ladanifer L. Ademas, se determiné la variacidn en la produccién de aceite esencial
a lo largo de todo el periodo de cosecha tradicionalmente empleado, con el objetivo de

conocer la fecha idonea de recoleccidon del recurso en esta zona.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Area de estudio

La zona de estudio se situa en el término municipal de Guijo de Granadilla,
ubicado al norte de la provincia de Caceres (40°12'46.4"N 6°09'1.56"0). El clima en la
zona es tipicamente mediterraneo, con una temperatura media anual de 16.3 °Cy una
marcada sequia estival, con temperaturas medias mdaximas en julio de 31,9 °C. Las
precipitaciones se concentran durante el invierno y escasean en verano, con una media
anual de 685 mm. Los ensayos se llevaron a cabo en la finca de dehesa “Las Barderas”,
situada a una altitud de 416 m y con una pendiente media del terreno del 2,5-3 %. La
vegetacidn existente en la zona se divide en dos estratos, uno herbaceo o arbustivo
compuesto principalmente por pastos y jaras (Cistus ladanifer), y otro arbédreo,
compuesto por encinas (Quercus ilex L. ssp. ballota) en densidades muy bajas. Los
ensayos se llevaron a cabo en una superficie de jaral de unas 10 ha, que previamente
habia sido roturado durante el afio 2014, y por lo tanto, al comienzo del experimento
estaba compuesto de plantas jévenes de jara (4 afios) en unas condiciones naturales

similares a un cultivo.

2.2. Diseiio experimental y material vegetal

En un disefio experimental split-plot se seleccionaron 4 bloques repartidos al
azar por la zona de estudio, en los que a su vez se delimitaron 4 parcelas de 50 m? cada
una. Previamente al ensayo y para caracterizar la zona de estudio, se tomaron datos en
cada uno de los bloques que nos permitieron determinar tanto las caracteristicas
edaficas, como la densidad y la edad de las plantas. La densidad media de plantas por
metro cuadrado en cada uno de los bloques se estimd lanzando aleatoriamente 20 veces

un aro de un 1 m? y contando las plantas que quedaban dentro de este.
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Simultdneamente, se midid también la altura de 40 plantas seleccionadas al azar por
todo el bloque, para posteriormente determinar la edad de las plantas a través de la
férmula que relaciona ambas variables y que fue descrita anteriormente en el apartado
2.1 del capitulo 4. Ademas, se llevé a cabo un analisis de suelo en cada uno de los
blogques conforme a la metodologia expuesta en el apartado 4 del capitulo 2. Estos
resultados descriptivos de la zona se exponen a continuacién en la Tabla 7.

Los cuatro tratamientos aplicados en cada una de las parcelas fueron: riego,
fertilizacién, riego + fertilizacién y control (sin riego ni fertilizacién). Se aplicaron dos
riegos a capacidad de campo (dosis de 40 I/m?) en las dos fechas de maximas
necesidades hidricas (ultima semana de junio y julio) previas al comienzo de la
recoleccién (ver Figura 20). La dosis a capacidad de campo se calculé para un suelo
arenoso franco (75,5 % arena, 4,8 % arcilla y 19,3 % limo) con las ecuaciones descritas
por Saxton et al. (1986) y para una profundidad del sistema radicular de 30 cm. Los
riegos por aspersion se aplicaron con un camion con cuba de 16000 litros de capacidad
que llevaba acoplado un dispersor “cuello de cisne” con medidor volumétrico. La
fertilizacion se llevé a cabo con estiércol comercial de caballo (madurado y cribado) a
una dosis de 5 t/Ha. El fertilizante se aplicé en las parcelas durante el mes de marzoy se
incorpord ligeramente al suelo con la ayuda de un rastrillo manual de dientes. Las
caracteristicas fisico-quimicas del fertilizante empleado se muestran en la Tabla 8.

En cada una de las parcelas se recolectaron los brotes jévenes (tallos y hojas) de
15-20 plantas seleccionadas al azar, que se mezclaron de forma homogénea para
conseguir una muestra por parcela. Se realizaron tres recolecciones en cada parcela
durante la primera quincena de agosto, septiembre y octubre, coincidiendo con el
periodo tradicional de cosecha del recurso. Ademas, los ensayos fueron repetidos bajo

idénticas condiciones en dos afios consecutivos (2019 y 2020).
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Tabla 7. Caracteristicas del suelo y de las plantas de C. ladanifer en la zona de estudio.

Capitulo 5

Variables Bloque 1 Bloque 2 Bloque 3 Bloque 4
pH 4,7 4,5 4,6 4,7
Conductividad (uS/cm) 21,6 27,7 22 25
Materia organica (%) 1,01 1,12 1,01 1,02
Nitrégeno Total (%) 0,1 0,1 0,09 0,1

P Olsen (mg/Kg) <2,5 <25 <25 <2,5
C.1.C (meqg/100 gr) 7,36 7,47 7,36 8,01
Arena 69,73 84,6 74,63 74,52
Arcilla 5,42 2,94 5,43 5,46
Limo 24,85 12,46 19,94 20,02
Densidad (pl/m?) 4,95 6,5 4,9 5,4
Edad (afios) 4,09 4,08 4,01 4,11

Tabla 8. Composicion fisico-quimica del fertilizante organico empleado en el experimento.

(%) (g Kg?)
pH EC(dS/m) C/N CO MO H N P K Ca Mg B
Abono 78 25 14 40 70 34 14 3 7 115 19 0,015
organico

2.3. Extraccidn y analisis quimico del aceite esencial

Se siguid la misma metodologia descrita en los apartados 1y 3 del capitulo 2

tanto en la extraccion como en la caracterizacion del aceite esencial. No obstante, la

cantidad de material vegetal seco introducido en el destilador para este experimento

fue de 150 gramos por muestra. Ademas, con el objetivo de evaluar el efecto de los

diferentes factores analizados sobre la parte aérea joven recolectada, se seleccionaron

20 brotes (tallos y hojas secos) al azar del material excedente de cada muestray se midié

en cada uno de ellos la longitud en cm, el peso en gramos del brote entero y el peso en

gramos de hojas y tallos por separado.
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Imagen 5. Diferentes situaciones de trabajo. (A)-delimitacién de parcelas de estudio; (B)-caracterizacion
de los bloques; (C)-aplicacion de riego; (D)-muestras de brotes empleados en el estudio bajo los cuatro
tratamientos.

2.4. Datos climaticos

Se tomaron datos climaticos de los dos afios (2019 y 2020) en los que se
desarrolld el experimento, como se describe en el apartado 4 del capitulo 2. A su vez,
estos resultados climaticos obtenidos nos ayudaron a determinar que parte de la
variabilidad obtenida en el estudio (fecha de recoleccién y afio) puede ser en parte
explicada por estas variables climdticas. Por su importancia, se emplearon en esta
descripcién Unicamente los datos de temperatura media y precipitacién acumulada. De
este modo, se ajustd un diagrama ombroclimatico con los datos mensuales de
temperatura mediay precipitacion acumulada para cada uno de los dos afios de estudio,

que se detalla a continuacion en la Figura 20.
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Diagrama Ombrotérmico 2019-2020
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Figura 20. Variacion mensual de la precipitacion total acumulada (mm) y la temperatura media (2C)
durante los dos afios de estudio. Las flechas rojas marcan los episodios de riego en la parcela.

2.5. Estimacion indirecta del estrés hidrico

La estimacidn del estrés hidrico de la vegetacidn en la parcela de estudio se llevd
cabo de forma indirecta a través de herramientas de teledeteccién. Para ello, se han
empleado indices de vegetacién calculados a partir de imagenes multiespectrales
obtenidas del satélite Sentinel-2, que se caracterizan a su vez por presentar alta
resolucién espacial, espectral y temporal (Aldana et al., 2020). Los indices de vegetacién
empleados fueron el NDVI (indice de Vegetacién de Diferencia Normalizada) y el NDMI
(indice de Humedad de Diferencia Normalizada), debido a que han sido relacionados
previamente con el nivel de estrés por sequia que presenta la vegetacion (Das et al.,
2021). El NDVI es un indice primario relacionado con el contenido de clorofila en las
hojas, y por tanto, con la capacidad fotosintética de la vegetacion, derivada de reflejar
la radiacién infrarroja en la estructura interna del mesoéfilo y absorber la radiacién visible
roja por la clorofila (Tucker & Sellers, 1986). Por otro lado, el NDMI estima el contenido
de agua en los tejidos esponjosos del meséfilo de las cubiertas vegetales de plantas que
interactyan con la radiacién solar y, por tanto, estd directamente relacionado con el

estado hidrico de la vegetacién y el suelo (Gao, 1996).
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Estos indices se calcularon para todas las imagenes disponibles (en ausencia de
nubes) de abril a noviembre de los afios 2019 y 2020 (26 imagenes en total por afio). Los
valores medios de los indices se extrajeron de 60 puntos repartidos al azar por toda la
parcela cada uno un pixel (20 x 20 m) determinado en la imagen. Ademas, estos puntos
excluian tanto los arboles como las cuatro areas (bloques) empleadas en los ensayos,
debido a que el tamafio de bloques y parcelas era menor a un pixel, y por tanto, los
distintos tratamientos aplicados podrian interferir en el valor de los indices. Las
combinaciones de bandas utilizadas para el cdlculo de los dos indices de vegetacion se

muestran a continuacion:

NDVI — NIR — RED
" NIR + RED

NDM] — NIR — SWIR,

~ NIR + SWIR,

Donde, NIR, RED y SWIR; corresponden a las bandas de Sentinel-2 infrarrojo

cercano (B08), rojo visible (B04) e infrarrojo de onda corta (B11), respectivamente.

1.1. Andlisis de datos

El efecto de los diferentes factores sobre el rendimiento en aceite esencial (%
v/p.s), porcentaje relativo de los compuestos (%) y las variables morfoldgicas estimadas
(longitud, peso del brote, peso de las hojas y peso de los tallos) fue analizado mediante
un Anova de medidas repetidas (ANOVAmr). Como factor inter-sujeto se incluyé el
“tratamiento”, mientras que la “fecha de recoleccién” y el “afio” se incluyeron como
factores intra-sujetos en el analisis. La prueba de Shapiro-Wilks y el test de Bartlett se
utilizaron para comprobar los supuestos de normalidad y homocedasticidad de los datos
empleados en los analisis. A su vez, el test de Tukey (HSD) a un nivel de significacién
P<0.05 fue empleado para comparar las medias y establecer diferencias entre los
diferentes niveles de cada factor. La relacidén entre el rendimiento en aceite esencial y

las cuatro variables morfoldgicas medidas (longitud, peso del brote, peso de las hojas y
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peso de los tallos) fue evaluada mediante analisis correlacion multiple (coeficiente de
Pearson), y a través de un modelo de regresién lineal multiple. El rendimiento en aceite
esencial se incluyd como variable dependiente en el modelo y las cuatro variables
morfolégicas actuaron como variables predictoras. La seleccion del modelo mads
adecuado se realizd con la funcién “step” del paquete “stats” en R. La comparacién de
modelos se llevd a cabo a través de las diferencias en el criterio de informacién de Akaike
(AIC) y se retuvo aquel modelo con un AIC menor. Ademds, se calculd la importancia
relativa de cada uno de los predictores en el modelo final obtenido.

La técnica multivariante de analisis de correlacién candnica se empled para
evaluar la relacion entre la composicidon quimica del aceite esencial y las variables
morfoldgicas obtenidas del material vegetal. La matriz principal en el analisis fue la
composicidon quimica del aceite esencial y la matriz de restriccién se construyd con las
variables morfoldgicas. El peso de los brotes se excluyd del analisis por presentar
problemas de singularidad en la matriz, derivados de su elevada correlacidn con el peso
de las hojas (r = 0,945).

Todas los analisis fueron realizados con el software estadistico R Core Team
(2020), y las siguientes librerias fueron empleadas en estos andlisis: ggplot2 para la
realizacion de graficos (Wickham, 2016), plyr para la manipulacion de datos (Wickham
et al., 2011), dplyr para la manipulacién de datos (Wickham et al., 2020), ggpubr para la
realizacion de graficos (Kassambara, 2020), Rmisc para obtener funciones utiles (Hope,
2013), comparaciones multiples Post hoc con emmeans (Lenth, 2020), andlisis de

correlacién candnica con yacca (Carter, 2018).

3. RESULTADOS

3.1. Estimacion indirecta de estrés hidrico

Los valores medios de los dos indices de vegetacién calculados (NDVIy NDMI) a
lo largo del periodo de estudio se muestran en la Figura 21. A pesar de las pequefias
diferencias interanuales, la tendencia en ambos indices marca un valor maximo en
primavera (mayo), seguido de un descenso progresivo hasta valores minimos durante el
mes de agosto. Ademas, con el aumento de las precipitaciones y el descenso de las

temperaturas propias del mes de septiembre, los dos indices comienzan de nuevo un
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ascenso hasta valores maximos en otofo. Por tanto, el mayor déficit hidrico en la zona
de estudio se estima aproximadamente desde finales de julio hasta principios de

septiembre, y ademas, este efecto fue mas pronunciado en el afio 2020 que en 2019.
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Figura 21. Evolucién temporal (abril-noviembre) de los dos indices de vegetacion empleados. Las
indicaciones 1y 2 corresponden con los afios 2019 y 2020, respectivamente. Los puntos indican el valor
medio del indice en 60 pixeles de la imagen para una fecha determinada. Las lineas verticales continuas
indican las fechas de aplicacion de riego. Las lineas verticales discontinuas denotan las tres fechas de
recoleccién en 2019 y las lineas de puntos discontinuos para 2020.

3.2. Variables morfoldgicas y rendimiento en aceite esencial

La Figura 22 muestra los resultados para las variables morfoldgicas longitud, y
peso de brotes, hojas y tallos en funcidn de los tres factores analizados (ano, fecha de
recoleccién y tratamiento). La fecha de recoleccién y el afio fueron significativos en
todos los MLM testados y para las cuatro variables analizadas. A su vez, el tratamiento
mostré un efecto significativo para las variables peso del brote (Fs,4s = 35,80; P < 0,001)
y peso de hojas (Fs4s = 16,28; P < 0,001), pero no afectd significativamente ni a la
longitud (Fs4s = 0,57; P = 0,64) ni al peso de los tallos (F369 = 0,11; P = 0,95). Ademas,
como sucedia en el rendimiento en aceite esencial, el efecto significativo del
tratamiento en las variables peso de brotes y peso de hojas se debid al aporte de riego

en las parcelas, y se diluyd de nuevo al alcanzar el periodo de recoleccion de octubre.
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Figura 22. Variables morfoldgicas estimadas por tratamiento y fecha de recolecciéon. Los valores son
expresados como media + SD. Para cada fecha de recoleccidon, distintas letras indican diferencias
significativas (P<0,05) en el test de Tukey (HSD) por tratamientos.

Los resultados de rendimiento en aceite esencial (% v/p.s) obtenidos en

respuesta a los factores afio, fechas de recoleccién y tratamiento, se muestran en las

Figuras 23. Los resultados del ANOVAmMr mostraron un rendimiento en aceite esencial
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significativamente mayor en el afio 2019 frente al 2020 (F1,4s = 39,29; P < 0,001).
Ademas, el analisis también exhibié un efecto significativo para los factores fecha de
recoleccién (F2,48 = 153,61; P < 0,001) y tratamiento (F34s = 16,71; P < 0,001). De este
modo, el rendimiento mostré un aumento progresivo y estadisticamente significativo
conforme se avanzaba en los tres periodos de cosecha estudiados, alcanzando la mayor
produccién de aceite esencial en octubre. Por otro lado, las parcelas tratadas con riego
presentaron un rendimiento significativamente mayor en comparacién con las parcelas
control en los periodos de recoleccidn de agosto y septiembre. Sin embargo, este efecto
positivo del riego frente al control se diluyd al llegar a la ultima recoleccién de octubre
(P = 0,94). A su vez, el aporte de fertilizacién organica al suelo no mostré un efecto
significativo con respecto al control en ninguna de las recolecciones realizadas (agosto,
P = 0,94; septiembre, P = 0,23; octubre, P = 0,99). Ademas, el efecto combinado de
aplicar riego y fertilizacidn a las parcelas mostré un efecto similar al tratamiento con
riego, pero en todos los casos el rendimiento en este tratamiento fue ligeramente
menor que solo con riego. Por ultimo, el efecto de interaccidn entre los tres factores no

resulté significativo en el modelo (Fe4s = 0,874; P = 0,52).
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Figura 23. Rendimiento en aceite esencial (% v/P.S) por tratamiento y fecha de recoleccién. Los valores
son expresados como media + SD. Para cada fecha de recoleccidn, distintas letras indican diferencias
significativas (P<0,05) en el test de Tukey (HSD) por tratamientos.
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Finalmente, con el objetivo de determinar que parte del efecto del tratamiento
descrito en el rendimiento de aceite esencial se podia deber a cambios en las variables
morfoldgicas estimadas, se llevd un analisis de correlacion y regresion lineal multiple
entre el rendimiento en aceite esencial y estas variables morfoldgicas. El modelo final
obtenido (F2,93 = 147,8; P < 0,001) explicaba el 75,5 % de la variabilidad observada en la
repuesta, y retuvo como variables predictoras la longitud de brotes y el peso de las
hojas. A su vez, la importancia relativa parcial (método LGM) de cada predictor mostrd
que el peso de las hojas explicaba el 93,2 % de la varianza total detectada y la longitud
solo el 6,8 %. Por otro lado, en la Figura 24 podemos ver que la longitud y el peso de los
tallos presentaron una correlacion muy débil o nula con el rendimiento en aceite
esencial. Ademas, se puede observar también que el peso de las hojas presenta una
correlacién muy alta con el rendimiento, lo que nos indica junto con los resultados del
modelo de regresion descritos, que las variaciones observadas en el rendimiento son

debidas en gran medida a un aumento de la biomasa foliar de las plantas.
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Figura 24. Relacién entre las cuatro variables morfolégicas estimadas y el rendimiento en aceite esencial
(% v/P.S) de la planta bajo distintos tratamientos y fechas de recoleccion. Se muestra en cada grafico el
resultad del andlisis de correlacion por el método de Pearson.
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3.3. Composicidn quimica del aceite esencial

Se identificaron un total 103 compuestos en el andlisis GC-MS (Tabla 20 del
Anexo 1), de los que 21 fueron considerados compuestos mayoritarios e incluidos en los
analisis estadisticos. Estos componentes mayoritarios representaban del 57,70 al 61,33
% del total integrado en el andlisis cromatografico, y sus porcentajes relativos se detallan
en la Tabla 9. El ANOVAmr presenté un efecto significativo del factor afio Unicamente
en los compuestos 2,2,6-trimetilciclohexano, pinocarveol, borneol, terpinen-4-ol, bornil
acetato y espatulenol. Por otro lado, el tratamiento con riego en comparacion con el
control, produjo en el primer periodo de recoleccion un aumento estadisticamente
significativo de los compuestos a-Pineno, canfeno, p-Cimeno, a-Camfolenal,
pinocarvone, terpinen-4-ol, aloaromadendreno y &-Cadineno, y una disminucién del
2,2,6-trimetilciclohexano, viridifloreno, viridiflorol, cadaleno y 15-nor-labdan-8-ol. Este
efecto descrito anteriormente se mantuvo para la mayoria de los compuestos en la
recoleccidn de septiembre, pero desaparecié por completo en todos ellos en octubre.
Por otro lado, la aplicacion combinada de riego y fertilizacion mostré una tendencia
similar al riego, pero con un efecto ligeramente inferior en todos los compuestos.
Ademas, aunque mostrd ligeras variaciones con el control, la fertilizacién no tuvo
practicamente ninglin efecto significativo en la composicién quimica de los
componentes mayoritarios. En cuanto a la fecha de recoleccién, se observd que los
mismos compuestos que aumentaban o disminuian su porcentaje relativo tras el aporte
de riego, también lo hacian manteniendo ese mismo patrén creciente o decreciente a
medida que avanzabamos en el periodo de recoleccidn. Finalmente, todos los ANOVAmr
testados en los compuestos individuales mostraron un efecto no significativo para la
interaccion de los tres factores analizados.

En cuanto a los grupos de compuestos, podemos destacar el aumento
significativo de los grupos de monoterpenos con el riego, tanto en las fechas de agosto
como en septiembre. A su vez, estos grupos alcanzaron el maximo porcentaje relativo
en el aceite al final del periodo de cosecha de octubre) en todas las parcelas estudiadas
(tratadas y control). Por el contrario, las parcelas regadas mostraron tanto en agosto
como en septiembre, una disminucidn significativa en los grupos sesquiterpenos

oxigenados y otros. Ademas, de manera inversa a los monoterpenos, estos dos grupos
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presentaba porcentajes relativos significativamente menores en octubre con respecto a
las anteriores recolecciones. La fertilizacion no mostré de nuevo un efecto claro sobre

los grupos compuestos analizados (Figura 25).
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Figura 25. Porcentaje relativo (%) de los grupos de compuestos bajo tratamientos y fechas de recoleccion.
Los valores son expresados como media + SD. MH: monoterpenos hidrocarbonados; MO: monoterpenos
oxigenados; SH: sesquiterpenos hidrocarbonados; SO: sesquiterpenos oxigenados; DH: diterpenos
hidrocarbonados.
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Tabla 9. Composicién quimica (%) del aceite esencial de C. ladanifer para los cuatro tratamientos y las tres fechas de recoleccion.

Agosto Septiembre Octubre

Compuestos IK C F R F+R C F R F+R C F R F+R
a-Pineno 936 3,38b 2,36b 7,21a 7,05 a 5,37 b* 3,76 b* 7,58a 7,42 a 1291a 11,82a 13,15a 12,95a
canfeno 951 0,63b 0,63b 1,26 a 0,83 ab 0,72 bc 0,61c 1,31a 1,20 ab 1,36 b 1,76 ab 1,98 a 2,01a
p-Cimeno 1026 1,36b 1,20b 1,58 a 1,63 a 1,49 ab 1,36 b 1,54 a 1,61a 1,62 a 1,44 b 1,57ab 1,59ab
2,2,6-trimetilciclohexano 1037 2,39a 2,31a 1,82b 1,91b 1,83 a 1,82a 1,38 b 1,44 b 1,16 a 1,12 a 1,15a 1,22 a
a-Camfolenal 1126 0,72b 0,68b 0,93 a 0,93 a 0,75b 0,68b 0,90 a 0,93 a 1,08 a 1,05a 1,09 a 1,15a
L-trans-pinocarveol 1139 3,91ab 3,59b 4,21 a 3,99 ab 3,49b 3,53 b 4,24 a 4,28 a 3,76 a 3,50 a 3,90 a 3,91a
pinocarvone 1162 1,40b 1,30 bc 1,63 a 1,57 ab 1,37 b 1,36 b 1,64 a 1,69 a 1,72 a 1,65a 1,77 a 1,78 a
borneol 1166 1,12a 1,26 a 1,33 a 1,05a 0,98 a 1,06 a 1,04 a 1,13 a 0,87 a 1,12 a 1,11a 1,17 a
terpinen-4-ol 1177 0,64b 0,57b 0,99 a 1,01a 0,72b 0,66 b 0,87 a 0,94 a 1,24 a 1,16 a 1,20 a 1,21a
bornil acetato 1285 3,19a 3,44 a 3,30a 3,00 a 2,90a 3,17 a 3,26a 3,04 a 2,98 a 3,18 a 3,30a 3,31a
aloaromadendreno 1454 1,09b 1,03 b 1,28 a 1,26 a 1,27 a 1,21a 1,30 a 1,33 a 1,21a 1,23 a 1,14 a 1,16 a
viridifloreno 1488 1,59ab 1,66a 1,41b 1,43 ab 1,82 b 1,89 a 1,60bc 1,50c 1,28 a 1,46 a 1,25a 1,29 a
6-Cadineno 1518 0,56b 0,60 b 1,01a 0,84 ab 0,82 a 0,68 a 1,01a 0,87 a 0,80 a 1,08 a 0,87 a 0,81a
espatulenol 1570 1,47 a 1,37 a 1,61a 1,57 a 1,45 a 1,40 a 1,46 a 1,51a 1,27 a 1,14 a 1,08 a 1,12 a
viridiflorol 1585 20,38b 21,09 ab 17,98c 18,76 bc 20,03 a 20,16 a 17,86 b 18,69 ab 15,97a 17,03 a 15,74a 15,73 a
ledol 1594 8,92a 9,25a 8,59 a 8,78 a 9,08 a 9,18 a 8,74 a 8,27 a 7,26 a 7,41 a 7,25a 6,59 a
1-epi-cubenol 1621 0,93a 0,93 a 1,05a 0,94 a 0,92 a 0,90 a 1,04 a 0,92 a 0,82 a 0,91a 0,85 a 0,79 a
R-eudesmol 1641 1,29a 1,19a 1,28 a 1,24 a 1,23 a 1,39a 1,44 a 1,21a 1,14 a 0,86 a 1,04 a 0,95a
cadaleno 1668 1,31a 1,17 ab 1,03 b 0,98 b 1,16 a 1,23 a 1,18 a 1,06 a 0,94 a 0,99 a 0,88 a 0,76 a
15-nor-labdan-8-ol 1961 2,12a 2,40 a 1,46 b 1,63 b 1,91b 2,32a 1,34 c 1,50 c 1,26 a 1,34 a 1,28 a 1,36a
16-kaureno 2020 1,04a 1,03 a 0,76 a 0,85a 0,92 a 0,83 a 0,67 a 0,81a 0,81a 0,81a 0,81a 0,75a
Total Representado (%) 57,95 57,70 60,11 59,66 58,80 57,80 59,92 59,82 60,20 60,90 61,33 60,48
Total Identificado (%) 78,63 77,48 81,13 80,57 79,03 77,96 80,78 80,49 80,61 80,98 81,16 80,62
Monoterpenos hidrocarbonados 7,85b 6,38 b 12,65a 12,03 a 10,12 b 8,39b 13,10a 12,83 a 19,08a 18,28a 20,02a 1991a
monoterpenos oxigenados 14,77b 14,05c 16,00a 15,42ab 13,77b 13,59b 15,49a 15,93a 15,99a 15,38a 16,07a 16,60a
Sesquiterpenos hydrocarbonados 8,99 a 8,79 a 9,64 a 9,31a 9,97 a 9,86 a 10,21a 9,63a 8,55ab 9,25a 8,39ab 8,16b
Sesquiterpenos oxigenados 3563b 36,48a 33,11c 33,95bc 3535a* 3570a 32,96b 33,06b* 2869a 29,64 a 28,13a 27,18a
Diterpenos hydrocarbonados 1,04 a 1,03 a 0,76 a 0,85 a 0,92 a 0,83 a 0,67 a 0,81a 0,81a 0,81a 0,81a 0,75a
Otros 10,36 a 10,75 a 8,97 b 9,01b 8,91 ab 9,59 a 8,35b 8,23 b 7,48 a 7,63 a 7,74 a 8,02 a

Componentes listados por orden de elucién en una columna apolar HP-5; IR: indices de retencion de Kovats relativos a n-alcanos en una columna apolar HP-5; Control
(C), Fertilizacion (F), Riego (R), Ferilizacion + Riego (F + R); valores expresados como media de 4 bloques y 2 afios (n=8). Por fecha de recoleccion, valores seguidos de
distintas letras indican diferencias significativas (P<0,05) en el test de Tukey (HSD) entre tratamientos
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Tabla 10. Coeficientes candnicos, valores propios y varianza para el analisis CCA entre los componentes
mayoritarios del aceite esencial de C. ladanifer vy las variables morfoldgicas estimadas.

variables CCA1 CCA2
Componentes aceite esencial

a-Pineno 0,92 -0,14
canfeno 0,90 0,26
p-Cimeno 0,10 0,07
2,2,6-trimetilciclohexano -0,53 0,18
a-Camfolenal 0,34 -0,04
L-trans-pinocarveol 0,08 0,59
pinocarvone 0,20 0,08
borneol -0,01 0,58
terpinen-4-ol 0,49 -0,18
bornil acetato 0,01 0,33
aloaromadendreno -0,03 - 0,09
viridifloreno -0,34 -0,33
6-Cadineno 0,15 -0,49
espatulenol -0,18 -0,36
viridiflorol -0,27 0,00
ledol -0,22 -0,12
1-epi-cubenol -0,11 -0,10
R-eudesmol -0,17 -0,08
cadaleno -0,27 -0,33
15-nor-labdan-8-ol -0,56 -0,16
16-kaureno -0,21 -0,18
Variables de restriccion

Peso de las hojas 0,989 -0,118
Peso de los tallos 0,423 -0,816
Longitud de brotes 0,107 - 0,987
Eigenvalores 0,034 0,003
Varianza (%) 0,916 0,079
Varinaza acumulada (%) 0,916 0,994

La Tabla 10 describe los resultados del analisis de correlacién candnica (CCA)
empleado para estimar el efecto de las variables morfolégicas (longitud, peso de hojas
y peso de tallos) sobre la variabilidad en la composicion quimica del aceite. Los
coeficientes del CCA para los conjuntos candnicos composicidon quimica, variables
morfoldgicas y muestras explicaron una varianza total superior al 99 %. Asi, la primera
componente principal explicd un 91,6 % de la variacion y estaba muy influenciada de
forma positiva por el peso de las hojas. En cuanto a la composicidn quimica, esta primera

componente presentd una correlacion positiva con a-Pineno, canfeno y terpinen-4-ol,
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mientras negativamente se correlacioné con 2,2,6-trimetilciclohexano y 15-nor-labdan-
8-ol. Por otro lado, la segunda componente explicaba solo el 7,9 % de la varianza
canodnica, y estaba correlacionada negativamente con la longitud y el peso de los tallos.
A su vez, los compuestos quimicos L-trans-pinocarveol y borneol mostraron un efecto

moderado y positivo con esta componente.

4. DISCUSION

4.1. Estimacion indirecta del estrés hidrico

El patron mostrado por ambos indices de vegetacion es tipico de sistemas
semiaridos como la region mediterranea, y refleja la conjunciéon del efecto de la
temperatura y la precipitacion sobre los niveles de agua en el suelo y la planta, asi como
sobre el vigor vegetativo (Chakroun et al., 2015). De este modo, los niveles de estrés
hidrico mas acusados se concentran principalmente desde finales de julio a principios
de septiembre. El NDVI responde a cambios tanto en el contenido de clorofila como en
los espacios intracelulares del meséfilo esponjoso de las hojas. Por tanto, valores de este
indice altos se han relacionado con un mayor vigor y capacidad fotosintética, mientras
gue valores mas bajos reflejan un estrés hidrico traducido en una reduccién de la
clorofila y cambios en la estructura interna de las hojas debido al marchitamiento (Gu
et al., 2008). Por otro lado, el NDWI responde a cambios en el contenido de aguay en el
mesofilo esponjoso de la planta que interactua con la radiacion solar entrante (Gao,
1996), y ha sido especialmente concebido para estimar el contenido de agua en el suelo
y en la planta, resultando mas eficaz que otros indices de vegetacién (Das et al., 2021).
En linea con nuestros resultados, varios autores y bajo distintas coberturas de
vegetaciéon monoespecificas continuas (> 70 % de pasto, matorral, cultivo o forestal),
han relacionado niveles negativos en el indice NDMI (aproximadamente de-0,1a-0,4)
con muy bajo contenido de agua en la planta y en el suelo, y por tanto, con niveles de
sequia severos (Hunt et al., 2013; Yilmaz et al., 2008). En una zona de dehesa del sur de
Portugal, (J. Serrano et al., 2019) relacionaron el contenido (%) de humedad del pastoy
del suelo con el indice de vegetacion NDMI obtenido de imagenes Sentinel-2. Los
resultados muestran una alta correlacién entre los valores de NDMI y el contenido de

humedad tanto del pasto (R? = 0,89) como del suelo (R? = 0,76). Ademas, los valores
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minimos que detectaron también en julio (- 0,126), agosto (- 0,108) y septiembre (—
0,129), se correspondian con contenidos muy bajos de humedad en el suelo (7 %) y en

el pasto (14 %).

4.2. Rendimiento en aceite esencial y variables morfologicas

En condiciones de déficit hidrico, se produce un descenso en la turgencia que
origina una disminucién tanto del crecimiento como del desarrollo celular en la parte
aérea de la planta, especialmente en tallos y hojas (Garcia-Caparrds et al., 2019). En
nuestro experimento, la disminucién del estrés por sequia tras el aporte de riego
provoco un aumento de la biomasa entendida como peso total de brotes y hojas, para
las recolecciones de agosto y septiembre, pero no en octubre. En un estudio con tres
niveles de riego en Mentha spicata, Marino et al. (2019) también encontraron un
incremento progresivo del peso seco total y del peso seco de hojas con el aporte de
agua. A su vez, varios autores han descrito efectos similares en la biomasa de la parte
aérea de diferentes especies de plantas tras la aplicacidon de riego (Babaei et al., 2021;
Bahreininejad et al., 2014). La menor biomasa encontrada como consecuencia de un
estrés hidrico severo en las parcelas control frente a las regadas, podria ser debida tanto
al resultado de asignacidn preferente de producciéon de biomasa en las raices, como a
una reduccion del contenido de clorofilay, en consecuencia, de la eficiencia fotosintética
(Bettaieb et al., 2009).

Episodios de sequia severa pueden causar estrés oxidativo debido a la formacién
de especies reactivas de oxigeno y dafios fotosintéticos, especialmente bajo altas
temperaturas y radiacion solar (Delfine et al., 2005). El aporte de riego incrementd
considerablemente el contenido en aceite esencial (% v/p.s) en las recolecciones de
agosto y septiembre. En este sentido, numerosos estudios han mostrado como niveles
hidricos de estrés de bajos a moderados pueden aumentar la biosintesis de aceite
esencial, pero que a su vez, este efecto desciende cuando avanzamos hacia niveles mas
severos o agudos (Bettaieb Rebey et al., 2012; Misra & Srivastava, 2000). De este modo,
Abdi et al. (2019) encontraron un incremento muy significativo del rendimiento en
aceite esencial (%) en plantas de Mentha piperita sometidas a un nivel moderado de

estrés, seguido de un descenso brusco en condiciones severas. A su vez, el estrés hidrico
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provoco una disminucion del rendimiento en aceite esencial (%) en Salvia sclarea, pero
no tuvo efecto en Lavandula latifolia, Mentha piperita, Salvia lavandulifolia, Thymus
capitatus y Thymus mastichina (Garcia-Caparrds et al., 2019). Este aumento en el
contenido de aceite esencial bajo condiciones de sequia moderada ha sido relacionado
con una mayor densidad de tricomas glandulares, debido principalmente a la reduccién
del area foliar como consecuencia del estrés hidrico generado (Bettaieb et al., 2009).
Ademas, la estimulacion de la produccion de aceite esencial bajo estrés hidrico
moderado podria ser debido a una baja translocacién de fotosintetizados a los érganos
de crecimiento, lo que permite utilizarlo para sintetizar metabolitos secundarios,
sugiriendo una compensacion entre crecimiento y defensa (Stagnari et al., 2016). Sin
embargo, la reduccién de la biosintesis del aceite esencial observada en condiciones de
estrés hidrico severo puede ser atribuida a un dafo en los tejidos fotosintéticos de las
hojas jévenes, que su vez, tienen mayor capacidad de sintetizar aceite esencial (Babaei
et al., 2021). Por otro lado, nuestros resultados concuerdan con la hipdtesis oportunista
descrita por Owen & Pefiuelas (2005). Esta hipodtesis sugiere que el empleo del precursor
comun DMAPP (dimetilalil pirofosfato) para sintetizar isoprenoides esenciales
(carotenoides, acido abscisico o acido giberélico) que reparen los tejidos dafiados o
protejan ala planta frente al estrés, puede restringir su uso para la produccién y emisién
de isoprenoides volatiles no esenciales.

Por otro lado, como vimos en el capitulo anterior, las hojas poseen mayor
contenido en aceite esencial que los tallos, y por tanto, la proporcion de cada uno de
ellos influye en el rendimiento final del aceite esencial. Como regla general, se espera
gue con el aporte de agua a la planta, la proporcién de hojas aumente, y en
consecuencia, la de tallos disminuya (Tabrizi et al., 2011). Sin embargo, hay autores que
han encontrado mayores variaciones en el peso de los tallos que en el de hojas tras el
aporte de riego (Babaei et al., 2021). En nuestro estudio, los tallos no vieron modificado
su peso con el riego, mientras que el peso de las hojas aumentd considerablemente vy,
por tanto, la ratio hoja/tallo también. De este modo, se observé que este aumento en
la biomasa foliar explicaba gran parte de las variaciones encontradas en el rendimiento
en aceite esencial. En este sentido, aunque la gran mayoria de trabajos consultados
sobre estrés hidrico, incluidos los citados en este capitulo, emplean mezclas de

diferentes partes de la planta, no se ha detectado que tengan en cuenta estas
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variaciones en la proporcion de dérganos a la hora de explicar los efectos del estrés
hidrico en la planta.

La aplicacion de fertilizacion no afecté ni a las variables morfoldgicas ni al
rendimiento en aceite esencial. Ademads, el efecto combinado de ambos riego vy
fertilizacién mostré un patrdn similar a las parcelas solo regadas, y por tanto, su efecto
se debid Unicamente al aporte de agua. Los estudios encontrados en la literatura
muestran una gran variabilidad en los resultados en cuanto al efecto de la fertilizacidn
organica en diferentes especies de plantas. Por un lado, un efecto positivo en la biomasa
y el rendimiento en aceite esencial (%) de varias especies de plantas ha sido descrito por
varios autores tras la aplicacién de diferentes tipos de fertilizantes orgdnicos (Aghaei et
al., 2019; Bajeli et al., 2016). Por el contrario, en linea con nuestros resultados, otros
autores no detectaron tampoco cambios en el rendimiento en aceite esencial (%) con el
aporte de este tipo de fertilizacién al suelo (Moradi et al., 2011; Silva et al., 2007). En un
estudio con aporte de fertilizante organico (10 t/Ha) a base de residuos vegetales en
Lippia origanoides, Teles et al. (2014) encontraron también que la biomasa de la parte
aérea y el contenido en aceite esencial no diferia entre tratamiento y control. Sin
embargo, algunas otras razones intrinsecas al disefio experimental como dosis
insuficiente, poca incorporacién al suelo o liberacion lenta del fertilizante, podrian
explicar la ausencia de efecto en este estudio.

Coincidiendo con menores niveles de estrés como consecuencia de mayores
precipitaciones y menores temperaturas, el afio 2019 y el periodo de recoleccidon de
octubre presentaron los mayores rendimientos en aceite esencial en el estudio. En
Salvia lavandulifolia cultivadas en cuenca, (Usano-Alemany et al., 2012) encontraron
también rendimientos en aceite esencial mas elevados durante el otofio, que ademas
como en nuestra especie, coincide con el periodo de completa maduracién del fruto.
Por tanto, el mayor contenido de aceite esencial en los tricomas glandulares cuando la
evapotranspiracidon es menor al comienzo del otofio, sugiere que podria jugar un papel
importante en funciones de proteccion de la planta y las semillas frente a organismos
fitopatdgenos durante el periodo humedo y frio (Maffei, 2010). Ademads, el aporte de
hojas al suelo durante este periodo con un mayor contenido en aceite esencial de
compuestos terpenoides, podria cumplir una funcién alelopatica impidiendo la

nascencia de otras semillas (Croteau et al., 2000).
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4.3. Composicion quimica

Bajo el estrés por sequia bajo o moderado, para mantener el contenido de agua,
las plantas reducen al minimo sus hojas y cierran los estomas, de modo que la
asimilacién de CO; a través del ciclo de Calvin disminuye y se consume menos contenido
de NADPH + H* como equivalente reducido (Selmar et al., 2017). En esta situacion, las
plantas potencian las reacciones para consumir este equivalente reducido, como la
biosintesis de terpenoides (Kleinwachter et al., 2015). Sin embargo, en situaciones de
estrés hidrico severo y prolongado en el tiempo, el suministro de carbono fotosintético
disminuye hasta volverse un recurso limitante, y por tanto, la produccién y emisién de
compuestos terpénicos puede disminuir (Bertin & Staudt, 1996; Delfine et al., 2005).
Variaciones importantes en la composicién quimica del aceite esencial bajo condiciones
de estrés hidrico han sido detectadas en diferentes especies de plantas como Cuminum
cyminum (Bettaieb Rebey et al., 2012), Thymus carmanicus (Bahreininejad et al., 2014)
o Mentha piperita (Khorasaninejad et al., 2011). En el presente estudio, los aceites
esenciales de las plantas con menor estrés hidrico por el aporte de riego mostraron un
aumento de los monoterpenos, representados especialmente por el a-Pineno, mientras
qgue el grupo de los sesquiterpenos oxigenados descendié impulsado en este caso por el
compuesto viridiflorol. Babaei et al. (2021) encontraron que el aumento del estrés por
sequia en Tagetes minuta disminuyd el porcentaje de monoterpenos hidrocarbonos,
mientras que los grupos monoterpenos oxigenados y sesquiterpenos aumentaban. En
otro estudio en Mentha piperita, los monoterpenos hidrocarbonados y algunos
oxigenados de menor peso molecular disminuyeron con el nivel de estrés, pero en este
caso los monoterpenos oxigenados de mayor peso molecular aumentaban (Abdi et al.,
2019). Las variaciones detectadas en la composicidon quimica del aceite esencial bajo
condiciones de estrés hidrico, pueden deberse probablemente a cambios en la actividad
enzimatica que regula su biosintesis como respuesta al estrés (Tholl, 2015). A su vez, el
incremento de la temperatura aumenta considerablemente las emisiones de
monoterpenos de bajo peso molecular como mecanismo de proteccidn fotosintética,
reemplazando a los procesos de fotorespiracién de la planta (Llusia & Pefiuelas, 1998).
Incluso en una especie no almacenadora como Quercus ilex, Loreto et al. (1996)

encontraron que las emisiones de a-pineno se triplicaban al aumentar la temperatura
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de 20 a 30 °C. Por tanto, las alteraciones detectadas en los ratios entre sesquiterpenos
y monoterpenos de bajo peso molecular principalmente, podrian ser atribuidas
diferentes volatilidades de los compuestos (Gil et al., 2007). Por ultimo, la elevada
correlacién encontrada entre el peso de las hojas y los monoterpenos de bajo peso
molecular como a-pineno y canfeno, apoyan las hipdtesis descritas anteriormente.

La composicidon quimica del aceite no se vio significativamente modificada con la
fertilizacién, y de nuevo, el efecto combinado de ésta con el riego mostré resultados
similares al tratamiento con riego. Los diferentes estudios consultados en la literatura
sobre al efecto de la fertilizacién orgdnica en la composicidn quimica del aceite esencial,
han mostrado resultados contradictorios. De este modo, mientras Teles et al. (2014) no
encontraron diferencias en la composicién del aceite esencial de Lippia origanoides tras
la aplicacién fertilizante, Burducea et al. (2018) y Moradi et al. (2011) si mostraron
variaciones significativas en varios compuestos en Ocimum basilicum y Foeniculum
vulgare, respectivamente.

En algunas especies, la composicidon quimica del aceite esencial puede variar a lo largo
del afio, por lo que determinar el momento adecuado de la cosecha puede ser de gran
importancia desde un punto de vista productivo y econdmico (Figueiredo et al., 2008).
Las variaciones detectadas en algunos de los compuestos a lo largo del periodo de
recoleccidn, mostraban un patrén de comportamiento similar al descrito en el riego. De
este modo, los monotepernos hidrocarbonados aumentaron significativamente a
medida que avanzamos en el periodo de recoleccidn hasta alcanzar su maximo en
octubre, mientras que por el contrario los sequiterpenos oxigenados disminuian hasta
porcentajes minimos en esta ultima recoleccion. Numerosos estudios en varias especies
de plantas han encontrado fluctuaciones significativas en los grupos de monoterpenos
y sesquiterpenos a lo largo del afio (Ben Farhat et al., 2019; M. J. Jordan et al., 2006;
Usano-Alemany et al., 2012). Ademads, estos componentes terpenoides han sido
asociados con funciones ecolégicas en la planta tales como proteccion, defensa o
alelopatias (Croteau et al., 2000), y por tanto, sus variaciones a lo largo del afo podrian

responder a diferentes necesidades para cumplir estas funciones.
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1. INTRODUCCION

Los aceites esenciales son mezclas complejas de compuestos volatiles
producidos por organismos vivos y aislados Unicamente por medios fisicos (prensado y
destilacién) de una planta entera o de una parte de la planta de origen taxondmico
conocido (Franz & Novak, 2010). En la naturaleza, los aceites esenciales desempefan un
papel muy importante en los mecanismos de defensa y seializacién de las plantas
(Zuzarte & Salgueiro, 2015). A su vez, los patrones de composicién, la concentracion de
los compuestos individuales y el rendimiento de estos aceites esenciales dependen de
numerosos factores intrinsecos y extrinsecos a la planta (Figueiredo et al., 2008;
Moghaddam & Mehdizadeh, 2017). Entre los factores externos mas estudiados por su
influencia en la produccién de aceite esencial se encuentran los factores ambientales y
las condiciones de cultivo (Barra, 2009). Sin embargo, los aceites esenciales pueden
verse también fuertemente afectados por las condiciones y técnicas en poscosecha tales
como métodos de secado y extraccidn, tiempo de destilacion, métodos de cuantificacion
y condiciones de andlisis (Moghaddam & Mehdizadeh, 2017).

La deshidratacion es la forma mads habitual y econdmica de conservar los
materiales vegetales destinados a la industria (Buchaillot et al., 2009). Las plantas
aromaticas y medicinales, al igual que otros materiales vegetales con alto contenido en
humedad, son susceptibles a un deterioro de su calidad o incluso a su putrefaccion
debido a procesos microbianos, por lo que requieren unas condiciones adecuadas para
su conservacion (Stepien et al., 2019). El secado de plantas es un método que evita estos
procesos indeseables, pero también puede impactar negativamente en la calidad del
producto final. En este sentido, numerosos estudios publicados indican que el proceso
de secado tiene una gran influencia en los componentes quimicos volatiles y el
rendimiento del aceite esencial de las plantas aromaticas y medicinales (Figueiredo et
al., 2008; Sellami et al., 2011; Shahhoseini et al., 2013). Los resultados han demostrado
gue estos cambios en las concentraciones de los compuestos volatiles durante el secado
dependen de varios aspectos, como el método y las condiciones de secado, ademas de
pardmetros caracteristicos del tipo de producto (Venskutonis, 1997). El secado natural
alasombray el secado en horno siguen siendo los métodos tradicionales mas utilizados

por la industria debido a su menor coste (Hassanpouraghdam & Hassani, 2014). De
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manera general, el secado en horno bajo diferentes temperaturas ha sido considerado
el método de secado mas adecuado por varios autores en la literatura, debido
principalmente a su relacién favorable entre costes y tiempo de procesado (Ozer et al.,
2018).

Las plantas del género Cistus L. son un grupo de arbustos nativos de la Regién
Mediterranea, pertenecientes a la familia Cistaceae (Barrajon-Catalan et al., 2016).
Varias especies de este género, incluida C. ladanifer, producen aceites esenciales de
gran interés para la industria perfumera, agroalimentaria y farmacolégica (Papanikolaou
et al., 2014). Hasta la fecha, la extraccidon de aceite esencial de C. ladanifer se ha llevado
a cabo tradicionalmente con plantas en fresco (Mediavilla et al., 2021). Sin embargo,
para estas aplicaciones industriales, podria ser interesante evaluar las condiciones
Optimas del proceso de secado para minimizar cualquier cambio adverso en la
composicidn quimica del aceite esencial y asegurar la mejor calidad posible del producto
final.

Algunos autores han evaluado el efecto de diferentes métodos de secado sobre
la composiciéon de compuestos volatiles en plantas de C. creticus (Mattok et al., 2020;
Stepien et al., 2019). No obstante, hasta donde sabemos, no existen estudios que
evallen la posibilidad del secado previo del material vegetal sobre la produccién de
aceite esencial en otras especies del género, incluida C. ladanifer. Por lo tanto, este
estudio se ha centrado en determinar el efecto de diferentes métodos de secado sobre

el rendimiento y la composicién quimica del aceite esencial de C. ladanifer.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Diseiio experimental y material vegetal

El material vegetal empleado para este experimento provenia tanto de la parcela
de Guijo de Granadilla descrita anteriormente (ver capitulo 5), como de otra parcela de
jaral cercana al centro de trabajo en el norte de Caceres (Plasencia, 40°0'22,4"N
6°05'11,1"0). La ultima poblacion, denominada en adelante Plasencia, se sitla a una
altitud de 436 m y presenta un clima tipicamente mediterraneo, con veranos muy
calurosos e inviernos frios. La temperatura media anual en la zona es de 16,7 °C,

mientras que la precipitacion total acumulada es de 760 mm y se encuentra concentra
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mayoritariamente en invierno. En cada una de estas dos poblaciones, se seleccionaron
a su vez tres puntos de muestreo al azar, y en cada punto, se recolectaron las partes
aéreas jovenes (tallos, hojas y frutos) de un minimo de 20 pies individuales hasta
componer una muestra homogénea de aproximadamente 2-3 Kg de peso. Las
recolecciones se llevaron a cabo durante los dias 15 y 19 de octubre del afio 2020. Las
muestras fueron transportadas al centro de trabajo, y una vez alli, se les aplicaron
distintos tratamientos. En primer lugar, se realizd una destilacién de cada una de las
muestras en fresco (dentro de las primeras 24 horas desde su recogida). Por otro lado,
una parte del material vegetal extraido (0,5 Kg) de cada muestra se secé durante 20 dias
atemperatura ambiente extendido (1 m?) en una nave del centro de trabajo. Se tomaron
datos de temperatura y humedad en la nave diariamente durante el proceso de secado
(Tmedia =18,9 + 1,8 °C; Hmedia = 61,6 + 14 %). Por ultimo, el material vegetal restante
se seco con aire forzado en un horno/estufa a 40 °C durante 7 dias hasta peso constante.
Los datos de la estacién meteoroldgica de Plasencia en los ultimos 5 afos mostraban
una media de temperaturas maximas de 35,8 + 3,4 °C en julioy 35,9 £ 3,3 °C en agosto,
y ademas, se superaban temperaturas de 35 °C en ambos meses aproximadamente 19
dias de media. Por tanto, se ha seleccionado una temperatura de 40 °C prolongada
durante varios dias con el objetivo de simular condiciones extremas que se podrian dar
en esta zona si secamos el material vegetal a temperatura ambiente a lo largo del

Verano.

Figura 26. Material vegetal secado a temperatura ambiente en la nave y en estufa a 40 2C de temperatura.
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2.2. Extraccidn y analisis quimico del aceite esencial

Tanto la extraccion del material vegetal como la caracterizacién quimica
mediante GC-MS del mismo se llevaron a cabo conforme a la metodologia descrita en
los apartados 1y 3 del capitulo 2. En este caso, se emplearon 150 gramos de material
vegetal en cada destilacion y se realizaron un total de 18 destilaciones (2 poblaciones x
3 puntos x 3 tratamientos). A su vez, se determind la humedad de todas las muestras
en el momento previo a cada destilacion (ver metodologia en apartado 2 del capitulo 2),
y de este modo, el rendimiento (%) en aceite esencial se expresé tanto en peso fresco
como en seco. Ademds, nuevamente solo los compuestos mayoritarios (porcentaje
relativo igual o superior al 1%) derivados de la caracterizaciéon quimica del aceite

esencial fueron incluidos en los andlisis estadisticos.

2.3. Analisis de datos

Se empled un analisis de varianza (ANOVA) de dos vias para evaluar el efecto de
los factores tanto sobre el rendimiento (%) en aceite esencial de peso fresco y seco,
como en el porcentaje relativo (%) de los diferentes compuestos individuales y grupos
de compuestos. Como factores independientes se incluyeron la poblacidon y el
tratamiento, asi como la interaccidon entre ellos. Ademas, la normalidad de los datos se
comprobd con la prueba de Shapiro-Wilks y la homocedasticidad mediante el test de
Bartlett. El test de Tukey (HSD) a un nivel de significacion P<0.05 fue empleado para
comparar las medias y establecer diferencias entre los diferentes niveles de
tratamiento.

Ademads, se empled una técnica descriptiva multivariante (analisis de
componentes principales) para explorar las diferencias entre los distintos tratamientos
de secado en relacién con los componentes mayoritarios encontrados en el aceite
esencial. Se retuvieron los dos primeros componentes del andlisis obtenido a partir de
la matriz de correlaciones de datos estandarizados, debido a que recogian la mayor
parte de variabilidad presentada por la composicion quimica.

Todos estos analisis fueron realizados con el software estadistico R Core Team

(2020) y se usaron las siguientes librerias: ggplot2 para la realizacion de graficos
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(Wickham, 2016), plyr para la manipulacién de datos (Wickham et al., 2011), dplyr para
la manipulacién de datos (Wickham et al., 2020), ggpubr para la realizacion de graficos
(Kassambara, 2020), Rmisc para obtener funciones utiles (Hope, 2013), comparaciones
multiples Post hoc con emmeans (Lenth, 2020), analisis multivariantes con vegan
(Oksanen etal., 2020), dendrogramas y graficos biplot con factoextra (Kassambara and

Mundt, 2020)

3. RESULTADOS

3.1. Rendimiento en aceite esencial

La Tabla 11 muestra los resultados para el rendimiento (%) en aceite esencial
expresado tanto en peso fresco como en peso seco, y en funcion de los dos factores
analizados (poblacién y tratamiento). El analisis ANOVA no mostré un efecto
significativo de la poblacion ni para el rendimiento en peso fresco (F1,12 = 2,48; P = 0,14),
ni en peso seco (F1,12 =0,80; P=0,39). Por otro lado, el factor tratamiento tuvo un efecto
significativo en el ANOVA para el rendimiento en aceite esencial en peso fresco (F2,12 =
6,61; P = 0,012), pero no en seco (F212 = 2,68; P = 0,109). El material vegetal secado
naturalmente presenté los mayores rendimientos en el ensayo (0,62 % v/P.F y 0,50 %
v/P.S). Ademds, en ambas poblaciones, el material vegetal secado naturalmente
presentaba un rendimiento en peso fresco estadisticamente mayor que aquellas plantas
sin tratamiento de secado, mientras que el secado forzado a 40°C mostraba valores
intermedios y no diferia del resto de tratamientos. Por ultimo, el efecto de interaccién

no resulté significativo en ninguno de los dos ANOVAs ajustados.

Tabla 11. Rendimiento en aceite esencial (%) para las dos poblaciones de C. ladanifer y los tres
tratamientos de secado aplicados.

Guijo de Granadilla Plasencia
Fresco Secado Secado Fresco Secado Secado
natural 40 2C natural 40 2C

Rendimiento ) 10+0,09b 0,62£0,09a 055+013ab  033£0,08b 056+0,09a 044 +0,13ab

(% v/P.F)
:tzr\'/‘;':"s'f”to 047+0,09a 0,50+0,08a 0,40+0,09a 046+011a 0,46+0,07a 0,33+0,11a
Humedad (%) 44,4+3,2 173409  84+1,2 51,4+023 19,5+1,42 10,9+2,1

v: volumen; P.F: Peso Fresco; P.S: Peso Seco.
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3.2. Composicidn quimica del aceite esencial

Se identificé un total de 103 compuestos en las muestras de aceite esencial
obtenidas en el ensayo, que representaban del 76,62 % al 82,33 % del total integrado
por cromatografia (Anexo |, Tabla 21). Ademas, 19 de estos compuestos (55,38-61,67 %
del total) fueron considerados mayoritarios, y por tanto, analizados estadisticamente
(Tabla 12). Asi, mientras que la composicidon quimica del aceite esencial apenas varid
entre localidades, la mayoria de compuestos individuales y grupos de compuestos se
vieron muy afectados por el efecto del secado. Los monoterpenos hidrocarbonados de
bajo peso molecular, especialmente el compuesto a-pineno, mostraron un descenso
brusco en su porcentaje relativo tras la aplicacién de secado a 40 °C en estufa. A su vez,
los monoterpenos oxigenados presentaban un porcentaje menor en las muestras
destiladas en fresco, en comparacién sobre todo con aquellas secadas naturalmente. Al
contrario que los monoterpenos oxigenados, los grupos de mayor peso molecular como
sesquiterpenos hidrocarbonados y oxigenados, con representacién destacada en este
caso del viridiflorol, mostraban los mayores porcentajes relativos en las muestras
secadas a 40 °C en comparacion con el resto de tratamientos. Ademas, las muestras
destiladas en fresco también presentaban porcentajes significativamente mayores de
sesquiterpenos oxigenados que las secadas al natural. Por ultimo, el tratamiento no
afectd significativamente ni al grupo diterpenos ni al denominado “Otros”.

La Figura 27 muestra el efecto de los distintos tratamientos de secado aplicados
sobre los tres principales componentes (a-Pineno, viridiflorol y ledol) detectados en el
aceite esencial. Como podemos observar, los porcentajes del compuesto a-Pineno
muestran un comportamiento antagonista con respecto al viridiflorol y ledol, o lo que
es lo mismo, cuando el primero aumenta los otros disminuyen, y viceversa. De este
modo, el componente a-Pineno mostrd los mayores porcentajes en el tratamiento
secado natural y los menores en el secado a 40 °C. Por el contrario, los compuestos
viridiflorol y ledol presentaban mayores porcentajes en el secado a 40 °C y menores en

el secado al natural.
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Tabla 12. Composicién quimica (%) del aceite esencial de C. ladanifer para los tres tratamientos y las dos

poblaciones.
Guijo de Granadilla Plasencia P-valor
Compuestos K Fresco Secado Secado Fresco Secado Secado
P natural 40 °C natural 40°C
a-Pineno 936 11,33ab 14,57a 6,99b 14,46 a 17,67a 5,50b 0,169
canfeno 951 1,35a 1,47a 1,00a 0,66 a 0,83a 0,30a 0,052
p-Cimeno 1026 1,59a 1,74a 1,16b 1,95a 1,77a 1,20b 0,062
2,2,6-trimetilciclohexano 1037 0,98 a 1,03a 0,99a 0,76 a 0,92a 0,73a 0,002
a-Camfolenal 1126 0,87 b 1,13a 1,05ab 0,91b 1,16a 1,01ab 0,794
trans-Pinocarveol 1139 2,97 a 3,50a 3,00a 3,14 a 3,67a 3,38a 0,178
pinocarvone 1162 1,69ab 1,83a 1,47b 191a 2,08a 1,52b 0,022
. <
terpinen-4-ol 1177 1,20ab 1,39a 1,04b 1,46ab 1,63a 1,28b 0,001
bornil acetato 1285 2,62 a 3,08a 2,80a 2,36 a 2,42a 2,35a 0,043
aloaromadendreno 1454 1,14 a 1,15a 1,25a 1,05 a 1,03a 1,12a 0,087
viridifloreno 1488 1,26 b 1,29b 1,80a 1,05b 1,06b 1,39a ; 001
espatulenol 1570 1,38 a 1,33a 1,31a 1,32ab 1,05b 1,62a 0,781
viridiflorol 1585 17,19ab 14,69b 19,35a 17,00ab 15,55b 19,15a 0,813
ledol 1594 8,70 a 6,53b 794ab 8,27ab 6,93b 9,61a 0,383
1-epi-Cubenol 1621 0,87a 0,70a 0,90a 0,77 b 0,77b 1,02a 0,704
3-eudesmol 1641 1,12a 0,94a 0,69a 1,13 a 0,74a 1,23a 0,589
cadaleno 1668 0,83 a 0,74a 1,07a 1,20ab 1,00b 1,56b 0,004
15-nor-labdan-8-ol 1961 1,85a 1,23b 1,66ab 2,06 a 1,64a 1,86a 0,064
16-kaureno 2020 1,30a 0,84b 0,99ab 0,74 a 0,52a 0,57a 0,003
Total Representado 59,37 58,48 55,53 61,42 61,67 55,38
Total Identificado 78,90 80,29 76,86 80,08 82,33 76,62
Monoterpenos hidrocarbonos 17,40ab 21,6a 11,8b 20,7 a 242a 9,3b 0,413
monoterpenos oxigenados 13,2b 16,2a 14,2ab 13,8b 16,4a 15,6 ab 0,226
Sesquiterpenos hydrocarbonos 8,00 b 795b 9,50a 6,97 b 7,00b 8,92a ; 001
Sesquiterpenos oxigenados 31,74a 26,33b 32,95a 30,63b 26,91c 35,11a 0,656
Diterpenos hydrocarbonos 1,30a* 0,84a* 0,99a 0,74 a 0,52a 0,57a 0,003
Otros 7,28 a 7,42a 7,40a 7,24 a 7,22a 7,16a 0,372

Listado de componentes por orden de elucién en una columna apolar HP-5; IR: indices de retencion de
Kovats relativos a n-alcanos en una columna apolar HP-5; valores expresados como media (n=3); valores
> 5 % en negrita. Por poblacién, valores seguidos de distintas letras indican diferencias significativas
(P<0,05) en el test de Tukey (HSD) entre tratamientos.
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Figura 27. Porcentaje relativo (%) de los tres componentes principales del aceite esencial en funcién de
los tres tratamientos de secado aplicados. Los valores son expresados como media + SD. Distintas letras
indican diferencias significativas (P<0,05) en el test de Tukey (HSD). Asteriscos (*) en dos letras iguales
indican diferencias marginalmente significativas (0,10<P>0,05).

El analisis de componentes principales (PCA) ajustado en base a la composicién
guimica de los componentes principales identificados en las muestras de aceite esencial
se muestra en la Figura 28. Los dos primeros componentes analizados conjuntamente
explicaban un 57,8% de la varianza total, distribuidos en un 36,3 % para la componente
1y enun 21,5 % para la componente 2. El primer componente estd altamente
correlacionado de forma positiva con el viridiflorol y ledol, y de manera negativa con a-
pineno, p-cimeno, pinocarvone y terpinen-4-ol. El segundo componente tiene una alta
correlacién negativa con el 2-2-6-trimethylcyclohexanone, bornil acetato,
alloaromadendreno vy viridifloreno, mientras que muestra una correlacién positiva con
el cadaleno y el 15-nor-labdan-8-ol. De esta forma, el analisis PCA empleado nos
permitio separar correctamente las diferentes muestras secadas al natural de aquellas
gue se secaron a 40 °C. Ademads, las muestras destiladas en fresco se encontraban
mayoritariamente distribuidas en la zona intermedia de la figura y no consiguieron

separarse del resto de tratamientos con este analisis.
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Figura 28. Distribucidon de variables (texto) e individuos (puntos) del analisis PCA realizado con los
componentes mayoritarios del aceite esencial de C. ladanifer.

4. DISCUSION

4.1. Rendimiento en aceite esencial

El secado de material vegetal tiene efectos significativos en el rendimiento y la

composicidon quimica del aceite esencial de varias especies de plantas aromaticas y

medicinales (Moghaddam & Mehdizadeh, 2017). En general, este secado del material

vegetal previo a la destilacidn puede dar lugar tanto a un aumento como a una reduccidn

del rendimiento del aceite esencial, dependiendo del tiempo de secado y de la

temperatura (Sellami et al., 2011). En nuestro estudio, los mayores rendimientos de

aceite esencial en peso seco se observaron en las muestras secadas naturalmente,

mientras que el rendimiento descendié en las muestras secadas al horno a 40 °C.

Nuestros resultados concuerdan con otros datos observados en la literatura. Asi, en
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ajenjo dulce (Artemisia annua) de Irdn, Khangholi & Rezaeinode (2008) encontraron
también mayores rendimientos de aceite esencial en aquel material vegetal secado a
temperatura ambiente en la sombra, seguido de un descenso progresivo a medida que
se aumentaba la temperatura del horno. A su vez, resultados similares se han descrito
para el rendimiento en aceite esencial de otras especies como Mentha pulegium
(Hassanpouraghdam & Hassani, 2014) y Laurus nobilis (Sellami et al., 2011). Por otro
lado, Sérosi et al. (2013) no encontraron ningun efecto sobre el rendimiento en aceite
esencial de Thymus vulgaris entre los tratamiento destilado en fresco, secado al natural
y secado a 30 y 40 °C, pero si se observé un descenso pronunciado del rendimiento al
aumentar la temperatura del horno a 50 °C. De acuerdo a Braga et al. (2005), esta
pérdida de aceite esencial puede deberse a que al principio del secado de las plantas
aromaticas, la humedad se desplaza por difusion hacia la superficie de las hojas y
arrastra el aceite esencial con ella.

En contraposicidn a los resultados anteriores, otros autores demostraron que un
incremento de la temperatura puede dar lugar a un aumento en el rendimiento en
aceite esencial, pero esta tasa de aumento puede ser diferente en funcién de la especie
(Moghaddam & Mehdizadeh, 2017). Rahimmalek & Goli (2013) encontraron en Thymus
daenensis subsp. Daenensis que los tratamientos secado al sol, secado en horno a 50 °C
y liofilizacién mostraban rendimientos significativamente mayores que aquellas plantas
destiladas en fresco o secadas a la sombra. En Satureja hortensis de Iran, Sefidkon et al.
(2006) observaron también los mayores rendimientos en el material vegetal secado en
horno a 45 °C frente a muestras secadas a temperatura ambiente en la sombra.

Estas diferencias han sido asociadas con la variabilidad de los tejidos secretores,
su localizacién y a la composicion especial de cada tipo de aceite esencial (Khangholi &
Rezaeinode, 2008). Como ya hemos mencionado, el tipo de estructura secretora es
importante para explicar esta variabilidad. De este modo, las estructuras secretoras
internas son menos propensas a las pérdidas o transformaciones de volatiles, mientras
gue las estructuras secretoras externas (tricomas) pueden liberar naturalmente su
secrecién por ruptura de la cuticula (Figueiredo et al., 2008). Con todo lo anterior por
tanto, podemos deducir que es necesario un analisis individual en cada especie vegetal

para optimizar la forma mas adecuada de secado.
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4.2. Composicion quimica del aceite esencial

El porcentaje relativo de la mayoria de compuestos individuales se vio afectado
en mayor o menor medida por los diferentes métodos de secado. En general, el secado
rapido a alta temperatura provoca cambios degradativos complejos y fisicos, ademas
de pérdidas de compuestos volatiles responsables del aroma en el material vegetal
(Sellami et al., 2012). En un gran numero de plantas aromaticas y medicinales, se ha
encontrado una disminuciéon de muchos compuestos del aceite esencial cuando son
secados a altas temperaturas (Sarosi et al., 2013; Sellami et al., 2011; Venskutonis,
1997). Con el incremento de la temperatura, la estructura biolégica de las glandulas
oleaginosas de estas plantas puede verse afectada y se puede observar el colapso de las
células epiteliales en las muestras secas de algunas de estas plantas sensibles
(Venskutonis, 1997). Ademads, puede producirse una mayor destruccion de la estructura
de la membrana plasmatica a temperaturas mds altas y esto puede influir a su vez en la
permeabilidad de la membrana (Sellami et al., 2011).

En nuestro estudio, el secado del material vegetal en el horno a 40 °C en
comparacion sobre todo con el secado a la sombra, provocé un descenso pronunciado
en los monoterpenos hidrocarbonados, mientras que los sesquiterpenos aumentaron.
Estos resultados estan en consonancia con los descritos por Khangholi & Rezaeinode
(2008) en Artemisia annua, en los cuales, el aumento de la temperatura del horno con
respecto al material vegetal secado a la sombra provocaba un descenso de los
monoterpenos y un aumento en los sesquiterpenos. Rahimmalek et al. (2013)
encontraron un descenso e incluso la pérdida total en los monotepenos
hidrocarbonados con el aumento de la temperatura de secado. De acuerdo con
Venskutonis (1997), el descenso de los compuestos monoterpenos no oxigenados
probablemente pueda deberse a diferentes volatilidades asociadas al peso molecular o
a la oxidacion de algunos de estos componentes durante el proceso de secado. Gil et al.
(2007) también mostraron que alteraciones detectadas en los ratios entre
sesquiterpenos y monoterpenos de bajo peso molecular, podrian ser explicadas por
diferentes volatilidades en los compuestos. Ademads, parece que la mayoria de los
monoterpenos hidrocarbonados, entre los que se incluye a-pineno, pueden estar

almacenados en la superficie de la hoja o cerca de ella (Sellami et al., 2011). Asekun et
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al. (2007) demostraron que estos compuestos almacenados en la superficie de las hojas,
podrian verse considerablemente mas afectados por los distintos métodos de secado
del material vegetal. Por tanto, teniendo en cuenta la composicién del aceite, los dos
métodos de secado utilizados podrian considerarse apropiados, la eleccién de uno u
otro va a depender estrictamente del destino final de los constituyentes de interés.
Ademas, para seleccionar el mejor método de secado, deberdn también tenerse en
cuenta otros criterios diferentes tales como la especie vegetal, el consumo de energia,

el coste global y el tiempo necesario de secado.
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esencial y el hidrolato de C. ladanifer bajo
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Los resultados presentados en este capitulo han sido enviados en el articulo
“Chemical composition, antifungal and phytotoxic activities of Cistus ladanifer L.
essential oil and hydrolate” a la revista Biocatalysis and Agricultural Biotechnology. El
articulo ha pasado la primera revisidn y se encuentra actualmente con el editor para la

decision final.
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1. INTRODUCCION

Las enfermedades de plantas causadas por hongos y oomicetos provocan graves
reducciones en el rendimiento de los cultivos y en la calidad de los productos agricolas
en todo el mundo (Kordali et al., 2016). En los paises en desarrollo, las pérdidas de
cosechas debidas a los dafos causados por hongos fitopatdégenos pueden ser incluso
superiores al 12% (Al-Reza et al., 2010). En las ultimas décadas, se han utilizado de forma
generalizada productos quimicos sintéticos como fungicidas para proteger de forma
eficaz los cultivos. Sin embargo, estos fungicidas sintéticos con componentes quimicos
no biodegradables (benzimidazoles, hidrocarburos aromdticos e inhibidores de la
biosintesis de esteroles) estan asociados con un elevado riesgo para el medio ambiente
y la salud humana. Ademas, debido a la aplicacion sistemadtica e inadecuada de
productos quimicos, las especies de hongos han desarrollado resistencia a varias de las
sustancias quimicas comunmente disponibles (Stevi¢ et al., 2014). Recientemente, la
normativa europea y la concienciacién de las personas en cuanto a seguridad
alimentaria y sistemas sostenibles, han impulsado limitaciones al uso de productos
quimicos (Didnez et al., 2018). Por todo ello, ha aumentado el interés por la busqueda
de productos vegetales naturales mas sostenibles como alternativa a los agroquimicos.

En este contexto, los aceites esenciales de plantas y otros subproductos
derivados del proceso de hidrodestilacién, como los hidrolatos, podrian desempefiar un
papel importante en la proteccidon de cultivos debido a su alta biodegradabilidad,
seguridad ambiental y su limitada toxicidad para los organismos no diana (Sharma et al.,
2017). Los aceites esenciales son mezclas complejas de compuestos naturales derivados
del metabolismo secundario de las plantas que pueden contener entre 20 y 60
componentes en concentraciones muy diferentes. En la mezcla suele haber dos o tres
componentes principales con un porcentaje elevado (20-70%) en comparacion con el
resto de componentes (Bakkali et al., 2008). A su vez, los hidrolatos estan constituidos
en su mayoria por agua de condensacion con una pequefia cantidad (normalmente
menos de 1 g/l) de componentes del aceite esencial disueltos (A¢imovic et al., 2020). En
los ultimos afios, muchos estudios han informado del notable efecto antifungico de
varios aceites esenciales contra hongos fitopatégenos (Liu et al., 2016; Nazzaro et al.,

2017; Palfi et al., 2019). Giamperi et al. (2002) testaron los aceites esenciales de ocho
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especies de plantas y encontraron un efecto de inhibicidn del crecimiento micelial sobre
Phytophthora cinnamomi, Pyrenochaeta lycopersici y Verticillium dahlia. Por otro lado,
cada vez se presta mads atencién al uso de hidrolatos como producto alternativo a los
fungicidas sintéticos (D’Amato et al., 2018; Tabet Zatla et al., 2017; Tabti et al., 2014).
De este modo, Boyraz & Ozcan (2006) mostraron la actividad antifungica in vitro de
diferentes hidrolatos vegetales contra cuatro hongos fitopatégenos (Rhizoctonia solani,
Fusarium oxysporum f. sp tulipae, Botrytis cinerea y Alternaria citri). Este creciente
interés se debe a que los hidrolatos, como subproductos de la destilacion, pueden
proporcionar ventajas sobre el aceite esencial, tales como una mayor produccién, un
menor coste y su mejor aplicabilidad por métodos de pulverizaciéon o de riego para
controlar los patégenos transmitidos por el aire y el suelo, respectivamente.

C. ladanifer L. (Cistaceae), también conocida como jara pringosa, es un arbusto
nativo de la region mediterrdnea que crece ampliamente en los suelos siliceos dcidos de
la Peninsula Ibérica (Raimundo et al., 2018). Ademas, es considerada una especie pirdfita
y coloniza grandes areas en forma de masas densas monoespecificas, debido en parte a
su capacidad de inhibir el crecimiento de otras plantas mediante la liberacion de
compuestos alelopaticos (Alias et al., 2020; Chaves & Escudero, 1997; Frazdo et al.,
2018). Este arbusto secreta a través de las hojas y tallos jévenes un exudado particular,
llamado ladano, ampliamente utilizado por la industria perfumera como fijador natural
(Barrajén-Catalan et al., 2016). Espafia es el principal pais productor de goma de ladano,
gue se obtiene de la recoleccidn de plantas silvestres de C. ladanifer. Ademas de la goma
de ladano, de esta planta se pueden obtener otros productos aromaticos muy
apreciados también por la industria perfumera y cosmética, como el aceite esencial y el
hidrolato (Alves-Ferreira et al., 2020). De hecho, hay un interés creciente asociado con
las propiedades antioxidantes (Tavares et al.,, 2020; Zidane et al., 2013) vy
antimicrobianas (Benali et al., 2020; Greche et al., 2009) del aceite esencial y el hidrolato
de C. ladanifer.

Hasta donde sabemos, algunos estudios han detectado el efecto del aceite
esencial de C. ladanifer contra hongos fitopatogenos (Greche et al., 2009), pero no hay
estudios previos que evaluen el efecto del hidrolato. Por lo tanto, los objetivos de este
estudio son (1) evaluar el efecto del aceite esencial y el hidrolato de C. ladanifer sobre

cuatro hongos fitopatégenos in vitro, (2) evaluar el efecto antifungico del hidrolato
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contra Phytophthora cinnamomi en un patosistema in situ, y por ultimo (3) evaluar el
posible efecto fitotdxico tanto del aceite esencial como del hidrolato sobre dos especies

de plantas.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Material vegetal y extraccién

Las plantas de C. ladanifer empleadas en este ensayo se recolectaron en la
parcela localizada en Guijo de Granadilla (ver capitulo 5). En septiembre de 2019, se
recogieron unos 5 kg de partes aéreas de un nimero elevado de plantas seleccionadas
al azar por toda la zona. Las muestras se secaron al aire a temperatura ambiente en la
nave del centro de trabajo y se almacenaron a continuacién en condiciones de oscuridad
hasta la extraccion del aceite. La extraccién del aceite se llevé a cabo conforme a la
metodologia descrita en el apartado 1 del capitulo 2. Se empleé en cada extraccién una
cantidad de material vegetal de aproximadamente 200 g y se realizaron un total de 20
extracciones. En cada una de estas extracciones, el aceite esencial y el hidrolato se
separaron por decantacion y se almacenaron respectivamente en recipientes de vidrio

a-18 2Cy 4 °C para evitar su degradacion.

2.2. Analisis quimico del aceite esencial

Para este estudio, a diferencia de los anteriores, no se empled la misma
metodologia y condiciones para la cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masas (GC-MS). El analisis GC-MS de las muestras de aceite esencial e hidrolato se
realizé con la ayuda de Servicios de Apoyo a la Investigacion y al Desarrollo Empresarial
de la Universidad de Extremadura (SAIUEx). Ademads, la metodologia de ambos aceite
esencial e hidrolato fue diferente y se describe de forma independiente a continuacién.

El aceite esencial se analizé en un cromatdgrafo de gases (modelo Agilent 7820
A) acoplado a un espectrometro de masas (Agilent simple cuadrupolo 5977E MSD) y con
una columna capilar Agilent DB-WAXETR (polietilenglicol, 60 m de longitud, 0,25 mm de
didmetro interior y 0,25 um de espesor de pelicula). Se utilizé helio como gas portador

con un flujo de 1 ml/min. La temperatura del horno se ajusto de acuerdo con el siguiente
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ciclo: 5 minutos a 70 °C; aumento de la temperatura a un ritmo de 1°C/min hasta 95 °C;
10 minutos a 95 °C; aumento de la temperatura a un ritmo de 2°C/min hasta 200 °C; 40
minutos a 200 °C. La temperatura del inyector y del detector se mantuvo a 250 °Cy 280
°C, respectivamente. El detector a 70 eV funciond en el modo de barrido (1 barrido/s)
para un rango de masas de 20 a 450 m/z, y con una temperatura de la fuente de 178 °C.
Se diluyé una cantidad de 20 pl de aceite esencial en 1 ml de diclorometano, y a
continuacion se inyectd 1 pl de la muestra diluida en modo Splitless (50:1).

A su vez, el hidrolato se sometid a un analisis GC-MS (triple cuadrupolo) con HS-
SPME (microextraccion en fase sdlida de espacio en cabeza) y utilizando una fibra
adsorbente DVB/PDMS (divinilbenceno-polidimetilsiloxano) para la extraccién. Se
transfirié un ml de hidrolato a un vial de espacio en cabeza y se incubé a 40 °C durante
15 minutos. Los compuestos volatiles se extrajeron introduciendo la fibra en el puerto
del inyector a 250 °C durante 15 minutos. En el andlisis cromatografico se utilizé una
columna capilar Agilent VF5MS (30 m de longitud, 0,25 mm de didmetro interior y 0,25
um de espesor de pelicula), con helio como gas portador. El ciclo de temperatura del
horno fue: 5 min a 40 2C; aumento de la temperatura a un ritmo de 3 °C/min hasta 195
°C; aumento de la temperatura a un ritmo de 10 °C/min hasta 240 °C. El analisis MS se
operd para un rango de masas de 30 a 500 m/z.

Los compuestos volatiles se identificaron mediante comparacién de sus
espectros de masas y tiempos de retencidén con datos recogidos en librerias (Wiley Ay
NIST 2.0 MS) y en la bibliografia. El porcentaje de composicion relativa (%) de cada
compuesto individual se calculé dividiendo cada area de pico individual entre el area
total del cromatrograma, y los resultados se expresaron como valores medios de 2

inyecciones para cada analisis.

2.3. Efecto sobre el crecimiento micelial

Los efectos del aceite esencial y del hidrolato se testaron en cuatro aislados de
diferentes especies fitopatdgenas: tres especies de hongos (Fusarium oxysporum f.sp.
radicis-lycopersici Jarvis y Shoem, Rhizoctonia solani Kihn y Cryphonectria parasitica
(Murrill) Barr) y uno especie de oomiceto (Phytophthora cinnamomi Rands). La cepa de

F. oxysporum se obtuvo de tomate (Solanum lycopersicum L.) en Murcia (1989) y la cepa
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de R. solani de alcachofa (Cynara scolymus L.) en Murcia (2016), y ambas fueron
proporcionadas por el Dr. J.C. Tello Marquina (Universidad de Almeria, Espaiia). La cepa
de P. cinnamomi (MYC 018) se obtuvo de encina (Quercus ilex L.) en Badajoz (2014) y la
cepa de C. parasitica (LP 66) de un castaio (Castanea sativa) en Caceres (2019), y ambas
pertenecen a la Coleccién de Cultivos de Hongos y Oomicetos de CICYTEX.

En el caso del aceite esencial, se ensayé el efecto de los compuestos volatiles
liberados mediante un método de disco difusién basado en la metodologia descrita
previamente por Serrano-Pérez et al. (2017). Para cada aislado, se colocé un disco de 5
mm de didmetro tomado de un cultivo en crecimiento activo en el centro de una placa
de Petri (9 cm de didmetro), que contenia 12 ml de CMA (medio de Agar de harina de
maiz) y se incubd a 25 °C durante 24 horas antes previo a la aplicacion del aceite. A
continuacion, se invirtié la placa y se colocdé un disco de papel de filtro Whatman n2 1
estéril (de 9 cm de didmetro) en la cara interior de la tapa. Se aplicé una sola gota de
aceite esencial en el centro del papel con una micropipeta. Se testaron ocho dosis de
aceite esencial (0,013, 0,026, 0,040, 0,066, 0,090, 0,130, 0,330y 0,660 pl/ml de espacio
libre en cabeza en la placa Petri), y se utilizaron placas con 0,660 pl/ml de agua destilada
como control. Se prepararon cuatro réplicas (placas) para cada aislado y dosis. Todas las
placas se sellaron con Parafilm y se incubaron durante 3-7 dias a 25 °C hasta que el
micelio alcanzo el borde de la placa en el tratamiento control.

El efecto del hidrolato se analizé afiadiéndolo al medio CMA a 40 °C antes de la
solidificacion a dosis finales de 62,5, 125, 250 y 500 pl/ml (Gea et al., 2019). Para cada
aisdlado y dosis se utilizaron 4 placas Petri de 9 cm de diametro (réplicas) con 12 ml de
CMA enmendado. Como control se utilizaron 4 placas sin hidrolato. En el centro de cada
placa de Petri, se colocd un disco de 5 mm de diametro del aislado. Todas las placas se
sellaron con Parafilm y se incubaron en las mismas condiciones que las descritas para el
aceite esencial.

Se midié el crecimiento radial de cada aislado para evaluar el efecto del
tratamiento sobre el crecimiento micelial. Para ello, se registraron dos diametros
perpendiculares por placa a las 24 horas (para excluir la fase lag inicial), y
posteriormente, tras 3-7 dias de incubacidn, justo antes de que el micelio del control
alcanzara el borde de la placa. A continuacién, se calculd el porcentaje de inhibicién del

crecimiento micelial (ICM en adelante) a partir de la siguiente ecuacién ICM = (DC-
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DT/DC) x 100, donde DC y DT corresponden al didmetro medio de crecimiento del
control y del tratamiento, respectivamente (Didnez et al., 2018). Ademas, los discos de
las placas en las que no se observo crecimiento micelial se transfirieron a nuevas placas
con medio CMA y se incubaron nuevamente durante 7 dias a 25 °C, con el objetivo de
determinar si el efecto del tratamiento era fungistatico o fungitéxico. En virtud de los
resultados positivos en cuanto al efecto antifungico y considerando ciertas ventajas
sobre el aceite esencial (como la mayor disponibilidad y la buena solubilidad en agua),
se eligié el hidrolato para realizar ensayos adicionales que evalien su actividad

antifungica y fitotdxica.

2.4. Efecto del hidrolato en el patosistema P. cinnamomi - L. luteus

Se selecciond el patosistema P. cinnamomi - L. luteus para evaluar el potencial
efecto antifungico del hidrolato in situ. L. luteus es una especie altamente susceptible a
P. cinnamomi (Serrano et al., 2010) y, por tanto, este patosistema ha sido utilizado en
estudios previos para evaluar la eficacia de diferentes productos para el control de P.
cinnamomi (Rios et al., 2017; Rodriguez-Molina et al., 2018). En este ensayo se utilizaron
tres aislados de P. cinnamomi de la Coleccion de Cultivos de Hongos y Oomicetos de
CICYTEX: MYC 018 (descrito anteriormente), CA 04 y CA 09 ambas obtenidas de castafios
enfermos en Caceres (2017 y 2018, respectivamente). La patogenicidad de los 3 aislados
habia sido evaluada previamente en dos hospedadores primarios (encina y castaiio) y
en L. luteus.

El inéculo de clamidosporas se elabord de acuerdo a la metodologia descrita por
Romero et al. (2007) y modificada por Rodriguez-Molina et al. (2021). Para ello, se
prepararon placas Petri (20 cm de didmetro) con 200 ml de medio con caldo de
zanahoria y se transfirieron al medio trozos de los aislados de P. cinnamomi. Tras 4
semanas de incubacién a 22 °C en oscuridad, se extrajo el micelio desarrollado en cada
placa, se lavé cuidadosamente con agua destilada y se mezclé con 250 ml de agua
destilada durante 5 minutos. La concentracion de clamisdosporas/ml en la suspension
se estimo utilizando una camara de recuento Neubauer.

El experimento se desarrollé en dos etapas: una primera fase de tratamiento

(Fase 1) y una segunda fase de agua (Fase 2). La fase 1 se llevd a cabo en tubos de ensayo
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de polipropileno de 5 ml (75 mm de longitud x 12 mm de didmetro). En cada tubo se
dispensd un volumen total de 5 ml de una suspensién mezcla de hidrolato e inéculo de
clamidosporas. Se ensayaron cinco dosis de hidrolato en esta suspensiéon mezcla (30,
62,5, 125, 250 y 500 pl/ml), y el inéculo de clamidosporas (afiadido hasta completar el
volumen de 5 ml) se ajusté previamente para alcanzar en todos los casos una
concentraciéon final de 1000 clamidosporas/ml de suspensién mezcla (5000
clamidosporas por tubo). Ademads, se emplearon como control en el ensayo tubos con
inéculo de clamidosporas pero sin hidrolato (dosis a 0 pl/ml), y tubos con sélo agua
destilada no tratada (WT). Los tubos se movieron con cuidado para homogeneizar la
mezcla-suspension y se dispusieron verticalmente en gradillas metalicas. En cada tubo,
se colocd una plantula de L. luteus var. "Alburquerque" (2 dias de edad y 1,5-2 cm de
longitud de raiz) con la raiz sumergida en la suspensién de la mezcla. Se utilizaron diez
plantulas por tratamiento y aislado. Las gradillas con los tubos y las plantulas se
colocaron en una camara de crecimiento con ciclos de 16 h de luz a 25 °Cy 8 h de
oscuridad a 19 °C.

Transcurrido cuatro dias, se sacaron todas las plantulas de los tubos y se lavaron
cuidadosamente las raices con agua destilada para eliminar el hidrolato y el inéculo. A
continuacion, las plantulas se transfirieron a tubos de ensayo de vidrio de 27 ml que
contenian Unicamente agua destilada, y partir de entonces comenzd la fase 2. Las
plantulas se cultivaron durante 10 dias mas en la cdmara y bajo las mismas condiciones
descritas anteriormente. Se estimd el nimero de plantulas muertas (marchitas y con
podredumbre de la raiz) y se midi6 la longitud (hipocdtilo mas radicula) de las plantulas
vivas al final de la Fase 1, justo previamente al comienzo de la Fase 2 (el cuarto dia del
experimento), y a continuacién también, a lo largo de la Fase 2, los dias 7, 10 y 14 del

experimento.

2.5. Efecto fitotdxico en semillas de R. sativus y L. luteus

En este experimento se incluyd rabanito (Raphanus sativus L.) por tratarse de
una especie sensible a los compuestos fitotdxicos y L. luteus por ser huésped natural de
P. cinnamomi. Se colocaron sets de diez semillas de cada especie previamente

desinfectadas en placas de Petri (con didmetros acordes al tamano de las semillas: 5,5
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cm de didmetro para R. sativus y 9 cm de diametro para L. luteus) sobre dos capas de
papel de filtro Whatman n? 1. En el test con aceite esencial, el papel de filtro de las
placas se humedecié con 1 ml de agua destilada en R. sativus y 2 ml para L. luteus, y el
aceite esencial se depositd como una sola gota en el centro de las placas a diferentes
volimenes (1, 2,4y 8 plen R. sativusy a 2,4, 8y 16 ul en L. luteus). Por otro lado, en el
test de hidrolato, se prepararon varias diluciones de hidrolato al 6,25, 12,5, 25 y 50 %
(v/v) en agua destilada y se utilizaron para humedecer el papel de filtro de las placas,
utilizando 1 ml y 2 ml por placa para R. sativus y L. luteus, respectivamente. Se
emplearon como control placas Petri que contenian sélo agua destilada (1 ml o 2 ml,
segln la especie). Se prepararon diez réplicas por producto (aceite esencial e hidrolato),
dosis y especie. Las placas Petri se sellaron con Parafilm y se incubaron a 25 °C en
oscuridad. Al cabo de 5 dias, se registraron los porcentajes de germinacién y la longitud
de las plantulas. Se calculd el indice de germinacion (IG) para cada especie, segun la
siguiente formula: IG = G/Gc x L/Lc, donde G y Gc son los porcentajes de germinacion en
las placas tratadas y de control, respectivamente, y L y Lc son las longitudes medias de

las plantulas en las placas tratadas y control, respectivamente (Carballo et al., 2009).

2.6. Efecto fitotdxico del hidrolato en plantulas de L. luteus

La fitotoxicidad del hidrolato sobre las plantulas de L. luteus se testé siguiendo el
mismo procedimiento metodolégico descrito en la seccidon 2.4., pero sin indculo de
clamidosporas. En la primera fase de tratamiento (Fase 1), se dispensaron en los tubos
de ensayo diluciones de hidrolato en agua a concentraciones de 3, 6,25, 12,5, 25, 50 y
100 % (v/v). Se utilizaron como controles tubos de ensayo con 5 ml de agua destilada y
se colocd en cada tubo una plantula de L. luteus de dos dias de edad (1,5-2 cm de
longitud) con la raiz sumergida en la suspension. Se utilizaron diez plantulas por
concentracion. Las plantulas se cultivaron durante 4 dias en una cdmara de crecimiento
(ciclos de 16 h de luz a 25 °Cy 8 h de oscuridad a 19 °C). A continuacion, se extrajeron
las plantulas de los tubos, se lavaron las raices con agua destilada y se transfirieron las
plantulas a tubos de ensayo de vidrio de 27 ml con agua destilada. En ese momento,

comenzé el periodo de incubacion de 10 dias de la fase 2. La longitud de las plantulas
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(hipocdtilo mas radicula) y el nUmero de raices secundarias desarrolladas se registraron

al principio de la fase 2 y en los dias 7, 10 y 14 del experimento.

Imagen 6. Descripcidn de los ensayos. (A)-detalle de las cuatro especies fitopatégenas empleadas; (B)-
medicién del crecimiento micelial; (C)-efecto del hidrolato en el patosistema P. cinnamomi - L. luteus al
comienzo de la fase 1; (D)-efecto del hidrolato en el patosistema P. cinnamomi - L. luteus durante el
desarrollo de la fase 2; (E)-detalle de una plantula de L. luteus en fase 2; (F)-toma de datos en el

laboratorio; (G)-efecto fitotoxico del hidrolato en R. sativus.
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2.7. Anadlisis de datos

Para evaluar el efecto de la dosis sobre la ICM, se utilizé6 la prueba no
paramétricas de Kruskal-Wallis debido a la falta de normalidad en los datos. A su vez, las
comparaciones multiples se llevaron a cabo con el test Kruskal-Nemenyi del paquete
PMCMR en R. Por otro lado, se calcularon los valores ED50 (dosis efectiva 50) utilizando
un analisis logit con la funcién drm de la libreria drc (Ritz et al., 2015), empleando como
variable dependiente el porcentaje de ICM (Ritz et al., 2019).

Se construyd un modelo lineal generalizado (MLG) con una distribucion de error
binomial y enlace logit (variable dependiente binaria: muerte/no muerte), con el fin
evaluar el efecto del hidrolato sobre las plantulas L. luteus en el patosistema junto a P.
cinnamomi. La especie y el tratamiento se incluyeron en el modelo como factores
independientes. Ademads, la mortalidad de plantulas se incluyé como variable de
respuesta binaria en un andlisis logit para determinar los valores de ED50 (Ritz et al.,
2019). A lo largo de todo el experimento, el efecto del hidrolato sobre la longitud de
plantulas (hipocétilo mas radicula) se analizd mediante un Modelo Lineal Mixto (MLM),
con la identidad de plantulas como factor aleatorio. El modelo incluyd tres factores fijos
independientes en interaccién: especie, tiempo (dias) y dosis.

Los datos para el IG de semillas como respuesta al tratamiento con aceite
esencial se analizaron mediante un analisis de varianza (ANOVA) de una via para L.
luteus, y mediante un analisis no paramétrico Kruskal-Wallis (falta de normalidad de los
datos) para R. sativus. A su vez, el efecto del hidrolato sobre el IG se analizé6 mediante
un ANOVA de dos vias con la especie y la dosis como factores.

Se ajusté de nuevo un MLM para evaluar el efecto fitotdxico del hidrolato sobre
la longitud total (hipocdtilo mas radicula) de las plantulas de L. luteus. En este caso, la
dosis de hidrolato y el tiempo (dias) se introdujeron en el modelo como variables
independientes, y la planta a su vez como factor aleatorio. Los datos del nimero de
raices secundarias se analizaron mediante un ANOVA de una via con la dosis como
factor.

A menos que se indique lo contrario en el texto, todas las comparaciones de
medias se realizaron con la prueba de Tukey (HSD) a un nivel de significacidon de P<0,05.

Ademas, todos los analisis fueron realizados con el software estadistico R Core Team
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(2020), y se emplearon las siguientes librerias: modelos lineales mixtos con nlme
(Pinheiro et al. 2020), modelos lineales generalizados con MASS (Venables & Ripley
2002), ggplot2 para la realizacion de graficos (Wickham, 2016), plyr para la manipulacion
de datos (Wickham et al., 2011), dplyr para la manipulaciéon de datos (Wickham et al.,
2020), ggpubr para la realizacién de graficos (Kassambara, 2020), Rmisc para obtener
funciones utiles (Hope, 2013), comparaciones multiples Post hoc con emmeans (Lenth,

2020) y comparaciones multiples con PMCMR (Pohlert 2014).

3. RESULTADOS

3.1. Composicidn quimica del aceite esencial y el hidrolato

Se identificaron 31 y 26 componentes (76,1 y 72,0 % del total integrado)
mediante GC-MS en el aceite esencial y el hidrolato, respectivamente (Tabla 13). El
grupo mas representativo en el aceite esencial fueron los sesquiterpenos oxigenados
(28,4%), mientras que los monoterpenos oxigenados dominaron en el hidrolato (43,6%).
A su vez, los principales componentes en el aceite esencial fueron el ledol (18,63%), el
a-pineno (14,8%), el viridiflorol (7,11%) y el acetato de bornilo (4,8%). Por el contrario,
el principal componente del hidrolato fue el trans-pinocarveol (10,9%), seguido del
2,2,6-trimetilciclohexano (10,31%) y el pinocarvona (6,3%). El rendimiento medio del

aceite esencial obtenido de 20 destilaciones fue de 0,35 + 0,05 % (v/p.s).

Tabla 13. Composicién quimica (%) y tiempo de retencién (RT) del aceite esencial y el hidrolato de C.
ladanifer.

Aceite esencial Hidrolato
Compuestos TR (min) Area (%) TR (min) Area (%)

Monoterpenos hidrocarbonados: 20,93
a-Pineno 11,29 14,81
Canfeno 13,53 2,23
Limoneno 22,43 0,71
Y-Terpineno 26,55 0,36
p-cimeno 29,12 2,24
p-Cymenene 49,46 0,58

Monoterpenos oxigenados: 15,44 43,62
1,8-cineole 23,31 0,60

a-canfolenal 54,96 1,15 21,95 0,48

alcanfor 57,44 0,53 23,92 2,24
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Aceite esencial Hidrolato
Compuestos TR (min) Area (%) TR (min) Area (%)
Isopinocanfone 60,04 1,15
acetato de bornilo 62,60 4,80 31,59 4,38
terpinen-4-ol 64,29 1,67 26,82 2,25
Mirtenal 66,69 0,94
Borneol 71,46 1,83 26,66 2,75
Verbenona 72,31 0,52 28,15 2,64
Mirtenol 77,30 1,25 27,87 2,62
trans-Carveol 79,74 0,60 28,93 1,57
p-Cimen-8-ol 80,64 0,40
carvona 29,76 0,96
cis-ocimenone 29,14 1,59
acetato de mirtenilo 33,17 0,51
pinocarvona 25,94 6,31
trans-pinocarveol 25,07 10,96
trans-verbenol 25,24 4,38
Sesquiterpenos hydrocarbonados: 7,96 2,06
Ciclosativeno 53,54 0,73
a-copaeno 54,45 0,69
allo-aromadendreno 67,51 1,78 38,88 0,95
ledeno 71,01 2,36 40,23 1,11
6-cadineno 75,04 1,13
cis-calameneno 79,89 0,56
a-calacoreno 84,85 0,71
Sesquiterpenos oxigenados: 28,36 10,79
palustrol 85,45 0,91 43,42 1,02
viridiflorol 90,89 7,11 3,66
ledol 93,64 18,63 44,88 4,60
espatulenol 95,64 1,71 43,84 0,57
1-epi-cubenol 45,67 0,93
Otros: 3,36 15,53
2,2,6-trimethylciclohexano 34,35 2,82 19,30 10,31
3,3,5-trimethil-ciclohexeno 51,92 0,54
Benzaldehido 15,26 1,54
acido benzoico 26,25 1,12
Isoforona 20,40 2,57
Total identificado (%) 76,06 72,00

Listado de componentes del aceite esencial y el hidrolato obtenidos en las columnas DB-WAXETR y
VF5MS, respectivamente; drea (%): porcentaje relativo de cada compuesto analizado; valores 25 % en
negrita.
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3.2. Efecto del aceite esencial en la inhibicion del crecimiento micelial

Los resultados del ensayo indican que el aceite esencial de C. ladanifer mostro la
capacidad de inhibir el crecimiento de todos los hongos fitopatégenos ensayados in vitro
(Tabla 14). De este modo, todas las dosis de aceite ensayadas mostraron un efecto de
inhibicién parcial o total sobre el crecimiento micelial de las cuatro especies ensayadas,
y estuvo significativamente influenciado por la dosis de aceite esencial aplicada. Por un
lado, el aislado R. solani fue el mas sensible al aceite esencial, con un valor ED50 de
0,017 pl/ml, mientras que F. oxysporum mostro el valor ED50 mas alto (0,033 ul/ml), y
por tanto, este aislado fue el mas tolerante al efecto del aceite esencial. Por otro lado,
C. parasitica y P. cinnamomi mostraron sensibilidades intermedias, con valores ED50 de
0,027 y 0,024 pl/ml, respectivamente. Por ultimo, todas las dosis que provocaron la
inhibicién total del crecimiento micelial (100 %) mostraron un efecto fungitéxico (letal)
en todas las especies, excepto F. oxysporum, en la que sélo se encontrd una actividad

fungistatica.

Tabla 14. Porcentaje de inhibicidn del crecimiento micelial a diferentes dosis de aceite esencial de C.
ladanifer y valores ED50 para las tres especies de hongos fitopatdgenos y un oomiceto.

Porcentaje de inhibicién del crecimiento micelial (ICM) #

Dosis Cryphonectria Fusarium Phytophthora . , .
(ul/ml) * parasitica oxysporum cinnamomi Rhizoctonia solani
0,013 31,23 + 2,84a 3291 £ 6,46a 19,96 + 1,95a 48,83 + 5,83a
0,026 46,65 + 581b 50,31 + 3,90b 50,76 + 22,70b 57,04 + 6,99b
0,040 58,55 + 13,87 b 56,81 + 4,18¢c 83,95 + 7,86¢ 73,00 = 8,15¢
0,066 83,08 + 5,39c 65,41 + 1,99d 96,75 + 6,18d 79,58 + 3,08c
0,090 93,87 = 3,93d 72,12 + 5,52e 100,00 + 0,00d 91,08 + 1,66d
0,130 100 + 0,00e 92,03 + 3,67f 100,00 + 0,00d 100,00 + 0,00e
0,330 100 + 0,00e 100,00 + 0,00g 100,00 + 0,00d 100,00 + 0,00e
0,600 100 + 0,00e 100,00 + 0,00g 100,00 + 0,00d 100,00 + 0,00e
EDSO 0,027 0,033 0,024 0,017
(nl/mi)

* Dosis de aceite esencial en pl/ml de espacio libre en cabeza de la placa Petri; ED50: dosis efectiva 50
(analisis logit).

#valores expresados como media * desviacién estandar (n=4). Valores seguidos de letras diferentes en
las columnas indican diferencias estadisticamente significativas (Kruskal-Wallis seguido de la prueba de
comparaciones multiples Kruskal-Nemenyi (P < 0,05)).
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3.3. Efecto fitotoxico del aceite esencial en R. sativus y L. luteus

La aplicacion de aceite esencial tuvo un efecto significativo sobre el indice de
germinacioén de las semillas tanto en la especie L. luteus (ANOVA: F335=28,29; P <0,001)
como en R. sativus (Kruskal-Wallis: x? = 32,89; df = 3; P < 0,001). Sin embargo, el efecto
fitotdxico de las distintas dosis varié en funcion de la especie analizada (Figura 29). Asi,
las semillas de L. luteus presentaron el mayor indice de germinacién con la dosis de 4 pl,
y disminuia gradualmente al aumentar la dosis de aceite esencial. En R. sativus, el indice
de germinacion disminuyd drasticamente a partir de la dosis de 1 ul y alcanzé un valor

cercano a cero con la dosis mas alta (8 pul).

Lupinus luteus Raphanus sativus
a
a
c ab
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Figura 29. Actividad fitotdxica del aceite esencial de C. ladanifer a diferentes dosis (ul) sobre el indice de
germinacion de semillas de rabanito (R. sativus) y altramuz (L. luteus). Los valores se expresan como media
+ desviacion estandar (n=10). Para cada especie, las letras diferentes indican diferencias estadisticamente
significativas (ANOVA para L. luteus y Kruskal-Wallis para R. sativus seguido del test de comparacién
multiple de Tukey (P < 0,05)).
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3.4. Efecto del hidrolato en la inhibicion del crecimiento micelial

Todas las dosis de hidrolato testadas inhibieron el crecimiento micelial de los
cuatro aislados (especies) estudiados, pero el efecto de inhibicién en cada especie fue
significativamente dependiente de la dosis (P<0,05) (Tabla 15). El crecimiento micelial
de todas las especies fue completamente inhibido a dosis de hidrolato de 250 y 500
ul/ml, excepto en F. oxysporum, que mostré una ICM maximo de 86,9% con la dosis mas
alta de hidrolato. Sin embargo, la dosis de hidrolato a 250 ul/ml sélo tuvo un efecto
fungistatico en los aislados en los que habia inhibido completamente el crecimiento,
mientras que el efecto a la dosis de 500 pl/ml fue fungitéxico (letal) en todos los casos.
De igual modo que con el aceite esencial, R. solani fue la especie mas susceptible al
hidrolato, con un nivel de ED50 de 88,1 ul/ml, y F. oxysporum fue la menos sensible, con

un valor de ED50 de 235,2 pl/ml.

Tabla 15. Porcentaje de inhibicidn del crecimiento micelial a diferentes dosis de hidrolato de C. ladanifer
y valores ED50 para las tres especies de hongos fitopatdgenos y un oomiceto

Porcentaje de inhibicién del crecimiento micelial (ICM) #

Dosis (pl/ml) Cryphonectria Fusarium Phytophthora Rhizoctonia
’ parasitica oxysporum cinnamomi solani
62,5 17,75 = 5,23 a 16,49 + 2,62 a 29,25 £ 1,79a 43,13 + 3,30a
125 38,20 + 6,09b 31,52 + 1,59b 3798 + 2,71b 63,76 + 2,30b
250 100,00 = 0,00c 60,08 + 4,47 c 100,00 = 0,00c 100,00 = 0,00c
500 100,00 + 0,00c 86,90 + 8,66d 100,00 + 0,00c 100,00 + 0,00c
ED50 (ul/ml) 141,9 235,2 144.,4 88,1

*Dosis de hidrolato en pl/ml de medio CMA en placas Petri de 9-cm; ED50: dosis efectiva 50 (analisis logit).
#Valores expresados como media * desviacion estdndar (n=4). Valores seguidos de letras diferentes en
las columnas indican diferencias estadisticamente significativas (Kruskal-Wallis seguido de la prueba de
comparaciones multiples Kruskal-Nemenyi (P < 0,05)).

3.5. Efecto in situ del hidrolato sobre el patosistema P. cinnamomi-L. luteus

El hidrolato mostrd un efecto antifungico contra P. cinnamomi en el patosistema
experimental in situ P. cinnamomi - L. luteus (Tabla 16). En el MLG ajustado, la
mortalidad de plantulas a lo largo del experimento no fue significativamente diferente
entre los tres aislados analizados (x? = 1,49; df = 2; P = 0,48), pero si entre los diferentes

tratamientos (x2 = 199,44; df = 6; P < 0,001). A dosis crecientes, se observé una
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reduccion significativa (P < 0,05) de la mortalidad de las plantulas, alcanzando un valor
del 0 % en la dosis mds alta (tratamiento 500 pl/ml). Al final del experimento, las dosis
inferiores a 125 ul/ml no fueron eficaces para controlar los dafios de P. cinnamomi en
las plantulas, aunque estos tratamientos retrasaron la mortalidad en comparacién con
las plantulas no tratadas e inoculadas (tratamiento O pl/ml) (Datos no mostrados). El
aislado MYC-18 mostré la mayor sensibilidad al hidrolato, con un valor ED50 de 165,5
ul/ml, mientras que los aislados CA-4 y CA-9 mostraron valores ED50 mas altos y
similares entre ellos (234,1 y 238,1 pl/ml, respectivamente). Por altimo, en el modelo
estadistico final ajustado (MLG), la interaccién tratamiento x aislado no fue

estadisticamente significativa (x2 = 4,11; df = 12; P = 0,98).

Tabla 16. Efecto del hidrolato de C. ladanifer a diferentes dosis (ul/ml) sobre la mortalidad de plantulas
de L. luteus causada por tres aislados de P. cinnamomi al final de la fase 2.

Mortalidad de plantulas (%) #

Aislados de Phytophthora cinnamomi

Dosis de hidrolato

(w/ml) * CA-4 CA-9 MYC-18

0 100 a 100 a 100 a

30 100 a 100 a 90 a
62.5 100 a 100 a 90 a
125 90 a 100 a 100 a
250 50 ab 30 b 10 b
500 b b
WT b b

ED50 (ul/ml) 234,1 238,1 165,5
*Dosis de hidrolato en pl/ml por tubo de 5 mls; WT: Tratamiento con agua; ED50: dosis efectiva 50 (andlisis

logit).

# Los valores se expresan como porcentaje de plantulas muertas (n=10). Los valores seguidos de letras
diferentes en las columnas indican diferencias estadisticamente significativas (MLG seguido del de
comparaciones multiples de Tukey (P < 0,05)).

La longitud total de las plantulas se registré regularmente a lo largo de la fase 2
para estimar la progresion de la enfermedad en plantulas vivas, cuando se elimind el
efecto del hidrolato (Figura 30). De este modo, el modelo ajustado (MLM) para la
longitud total de las plantulas mostré un efecto significativo en la interaccién entre los
tres factores analizados (dosis, tiempo y aislado) (Fss561=1,533; P =0,0186). La gravedad

de la enfermedad al inicio de la Fase 2, entendida como longitud de plantulas de L. luteus
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supervivientes, fue el resultado de las interacciones planta-patdgeno-hidrolato alo largo
de la Fase 1, en la que a su vez el hidrolato tuvo simultdneamente un efecto fungicida
sobre el patdgeno y un efecto fitotoxico sobre las plantas.

Al inicio de la Fase 2 (42 dia del experimento), las plantulas que habian sido
expuestas a las dosis mas altas de hidrolato (tratamientos 250 y 500 pl/ml) mostraron
diferencias significativas en la longitud total en comparacién con los controles
(tratamientos 0 pl/ml y WT) de los tres aislados ensayados. En este caso, el efecto
fitotoxico del hidrolato fue muy evidente. Ademas, dado que ese efecto fue eliminado
en lafase 2, las plantulas de estos tratamientos (250 y 500 ul/ml) pudieron desarrollarse,
demostrando la actividad antifingica del hidrolato al final del experimento. Sin
embargo, sdélo las plantulas inoculadas y expuestas a la dosis mas alta de hidrolato (500
ul/ml) mostraron una longitud total comparable a la del control de agua no inoculado
(tratamiento WT) al final del experimento (Figura 30).

Por ultimo, las plantulas inoculadas con el aislado MYC-18 mostraron la mayor
longitud total y alcanzaron mayor longitud al comienzo de la fase 2 (cuarto dia del
experimento) que las inoculadas con CA-9 (estimate =-0,36; t=-1,89; P =0,084) y con
CA-4 (estimate = - 0,27;t = - 31,42; P < 0,001). Estas diferencias estan asociadas a las
diferencias de patogenicidad entre aislados, lo que podria haber influido en el resultado

final del experimento.
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Figura 30. Longitud total (cm) de plantulas de altramuz (L. luteus) inoculadas con P. cinnamomi y tratadas
con diferentes dosis de hidrolato (%; v/v en agua) y medidas durante 14 dias. WT: control de agua sin
inoculacion y sin tratar con hidrolato. Las lineas discontinuas separan cada una de las dos fases (Fase 1y
Fase 2). Los valores se expresan como medias + desviaciones estandar (n = [1-10]). Para cada aislado, las
letras diferentes al final de cada fase indican diferencias estadisticamente significativas (MLM seguido de
la prueba de comparaciones multiples de Tukey (P < 0,05)).

3.6. Efecto fitotdxico del hidrolato en semillas de R. sativus y L. luteus

El efecto del hidrolato sobre el indice de germinacidn de las semillas de L. luteus
y R. sativus se presenta en la Figura 31. EIl ANOVA de dos vias para el indice de
germinacién de las semillas mostrd interacciones significativas entre los factores dosis y
especie (Fs,33 = 3,980; P < 0,001). A su vez, los valores del indice de germinacién de L.
luteus fueron significativamente mayores que los de R. sativus (estimate = 0,484; t =
11,49; P < 0,001), lo que indica una mayor tolerancia de L. luteus al tratamiento con
hidrolato. Ademas, un aumento de la concentracion a partir del 12,5 % para L. luteus 'y
del 6,25 % para R. sativus, dio lugar a una reduccion gradual del indice de germinacién,
que fue ademas considerablemente mas significativa (P < 0,05) en R. sativus que en L.

luteus.
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Figura 31. Actividad fitotdxica del hidrolato de C. ladanifer a diferentes concentraciones (%; v/v en agua)
sobre el indice de germinacién de las semillas de rabanito (R. sativus) y altramuz (L. luteus). Los valores se
expresan como medias + desviaciones estandar (n=10). Para cada especie, letras diferentes indican
diferencias estadisticamente significativas (ANOVA seguido de la prueba de comparaciones multiples de
Tukey (P < 0,05)).

3.7. Efecto fitotoxico del hidrolato en plantulas de L. luteus

La longitud total de plantulas se estimé regularmente a lo largo de la Fase 2 para
evaluar el desarrollo de la planta cuando se elimind el efecto del hidrolato (Figura 32).
En general, la longitud total se redujo las concentraciones de hidrolato mas elevadas,
pero este efecto fue parcialmente reversible a lo largo de la Fase 2, cuando se retiré el
hidrolato. Para los datos de longitud total de plantulas, el andlisis estadistico (MLM)
reveld una interaccion significativa entre los factores concentracién y tiempo (Fig,175 =
8,402; P < 0,001). Al final de la Fase 1 (42 dia del ensayo), cuando se retiré el hidrolato,
las plantulas que habian sido expuestas a las mayores concentraciones de hidrolato (25,
50 y 100 %) mostraron una longitud significativamente menor que el control, mientras
gue las expuestas a las restantes dosis intermedias (3, 6,25 y 12,5 %) no diferian del
control. Por su parte, al final de la Fase 2 (dia 14 del ensayo), sélo se detectaron

diferencias significativas en la longitud total de las plantulas entre la concentracion del
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100% vy el control (tratamiento del 0%) (estimate = - 2,269; t = - 3,756; P = 0,0069). En
esa fecha (142 dia del ensayo), las plantulas que habian sido expuestas a una
concentracion de hidrolato del 12,5% mostraron la mayor longitud total de todo el
experimento, aunque no fue significativamente diferente del control (tratamiento del

0%) (estimate=-1,452;t=-2,378; P=0,226).
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Figura 32. Longitud total (cm) de plantulas de altramuz (L. luteus) tratadas con diferentes concentraciones
de hidrolato (%; v/v en agua) y medidas durante 14 dias. Las lineas discontinuas separan cada una de las
dos fases (Fase 1y Fase 2). Los valores se expresan como medias * desviaciones estandar (n = [1-10]).
Letras diferentes al final de cada fase indican diferencias estadisticamente significativas (MLM seguido de
la prueba de comparaciones multiples de Tukey (P < 0,05)).

Ademas, el andlisis (ANOVA) para numero de raices secundarias desarrolladas a
lo largo del experimento indicd un efecto significativo en el factor tratamiento (Fe,so0 =
7,275; P < 0,001) (Figura 33). Sin embargo, las comparaciones entre grupos sélo
detectaron diferencias significativas entre el tratamiento control y la concentracién
intermedia del 25 % (estimate =- 5,611; t = - 4,483; P < 0,001) y del 50 % (estimate = -
5,011;t=-4,234; P <0,01).
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Figura 33. Numero de raices secundarias desarrolladas en plantulas de altramuz (L. luteus) tratadas con
hidrolato a diferentes concentraciones (%; v/v en agua). Los valores se expresan como medias *
desviaciones estandar (n=10). Letras diferentes al final de cada fase indican diferencias estadisticamente
significativas (ANOVA seguido de la prueba de comparaciones miltiples de Tukey (P < 0,05)).

4. DISCUSION

4.1. Composicion quimica del aceite esencial y el hidrolato

Varios estudios han determinado la composicién quimica del aceite esencial de
C. ladanifer obtenido de plantas recolectadas en diferentes zonas de Espana (Tavares et
al., 2020; Verdeguer et al., 2012), asi como de otros paises como Portugal (Gomes et al.,
2005), Francia (Robles et al., 2003) y Marruecos (Viuda-Martos et al.,, 2011).
Comparando estos estudios previos, la composicién del aceite esencial puede ser muy
variable entre diferentes regiones. Sin embargo, nuestros resultados coinciden con los
obtenidos por Mariotti et al. (1997) en Francia, en los que los principales componentes
del aceite esencial fueron también a-pineno, viridiflorol, ledol y acetato de bornilo. Estas
diferencias en la composicion del aceite esencial podrian estd probablemente
relacionadas con factores geograficos, climaticos, fisiolégicos y estacionales (Barra,
2009; Herraiz-Pefialver et al., 2013; M. J. Jordan et al., 2006), como ha sido ampliamente
documentado en otras especies y en nuestros estudios anteriores. En el caso del

hidrolato, los componentes volatiles identificados en este estudio fueron similares a los
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descritos previamente por Tavares et al. (2020), que también encontraron hidrolatos
ricos en monoterpenos oxigenados, y que a su vez, contenian trans-pinocarveol como

componente mayoritario.

4.2. Efecto del aceite esencial en la inhibicion del crecimiento micelial

En un estudio que evalud la actividad antifungica del aceite esencial obtenido de
de Thymus zygis, R. solani también fue el aislado mas sensible entre los 5 hongos
fitopatdgenos ensayados (Pythium irregulare, R. solani, Colletotrichum acutatum, F.
oxysporum y Sclerotinia sclerotiorum) (Pérez-Sanchez et al., 2007). En contraposicién a
nuestros resultados, en un test con aceites esenciales de 40 especies de plantas, la
mayoria de los aceites mostraron una actividad muy débil contra C. parasitica, excepto
el aceite esencial de pachuli (Pagostemon patchouli), que tuvo un efecto de inhibicién
moderado del 51% (Lee et al., 2009). Lukovic et al. (2019) reportaron el efecto de 15
aceites esenciales sobre la inhibicidn del crecimiento micelial en dos aislados de C.
parasitica, y 7 de ellos (menta, eucalipto, pino negro, salvia, abeto y cade) mostraron
efectos fungicidas sobre el patégeno. Ademas, en ensayos con varios aceite esenciales
y especies de Fusarium, se han encontrado diferentes susceptibilidades entre especies
y tipos de aceites esenciales utilizados (Houicher et al., 2016; Sharma et al., 2017; Stevié
et al., 2014). De acuerdo con nuestros resultados, no se alcanzaron dosis fungitdxicas
para Fusarium utilizando aceites de eucalipto y clavo (Byron & Hall, 2002). Por ultimo,
se han descrito también variaciones en la susceptibilidad a los aceites esenciales de
diferentes especies de plantas en el caso de P. cinnamomi (Giamperi et al., 2002).

Dado que los aceites esenciales son mezclas complejas, la actividad antifungica
suele ser el resultado del efecto sinérgico de muchos compuestos y no puede atribuirse
a un unico componente (Daferera et al., 2003; Stevi¢ et al., 2014; Thomidis & Filotheou,
2016). Se ha propuesto que la naturaleza lipofilica de los aceites esenciales facilita la
penetracién en la bicapa lipidica de la membrana del hongo y causa su disrupcién
(Bakkali et al., 2008; Nazzaro et al., 2017). Sin embargo, se ha destacado una fuerte
relacion entre los efectos antimicrobianos de los aceites esenciales y sus componentes
principales (Dorman & Deans, 2000; Elshafie et al., 2019; Tabet Zatla et al., 2017). En

nuestro estudio por tanto, la actividad antifungica del aceite esencial de C. ladanifer
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podria estar relacionada con la presencia de un alto porcentaje de sesquiterpenos
oxigenados, como el viridiflorol y el ledol, y también con un alto contenido del
monoterpeno a-pineno. Estos resultados son coherentes con los descritos por Greche
et al. (2009), que también encontraron una efectiva actividad antifungica contra varios
hongos patégenos empleando un aceite esencial de C. ladanifer rico en sesquiterpenos
oxigenados (viridiflorol y ledol principalmente). Del mismo modo, Houicher et al. (2016)
demostraron que el aceite esencial de Artemisia campestris con alta concentracion de
a-pineno, tenia actividad antifungica contra algunos hongos filamentosos (entre ellos,

Fusarium spp.).

4.3. Efecto fitotoxico del aceite esencial en las semillas de R. sativus y L. luteus

Estudios previos han mostrado el efecto fitotdxico de los aceites esenciales sobre
diferentes semillas de malas hierbas y cultivos (Boukaew et al., 2017; Jouini et al., 2020;
Mahdavikia & Saharkhiz, 2015; Uremis et al., 2009). Este efecto negativo de los aceites
esenciales sobre la germinacion esta relacionado con la presencia de compuestos
aleloquimicos, que pueden producir cambios fisiolégicos al alterar el funcionamiento de
las membranas celulares o inhibir la sintesis de ADN y ARN (Abd El-Gawad, 2016;
Benchaa et al.,, 2019; Tworkoski, 2002). Nuestros resultados mostraron un efecto
fitotdxico significativo a altas dosis de aceite esencial en las semillas de R. sativus,
mientras que el efecto fue minimo en las semillas de L. luteus. Estos resultados coinciden
con los descritos por De Almeida et al. (2010), que también encontraron un efecto
fitotoxico dosis-dependiente de diferentes aceites esenciales de plantas aromaticas
mediterraneas sobre las semillas de R. sativus. Se han descrito potentes efectos
fitotdxicos del aceite esencial de C. ladanifer sobre tomate (Benali et al., 2020) y malas
hierbas (Verdeguer et al., 2012). Por tanto, todas estas observaciones sugieren que es
necesario evaluar el potencial efecto fitotéxico del aceite esencial de C. ladanifer en

especies de cultivo especificas antes de utilizarlo como biofungicida en dichos cultivos.
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4.4. Efecto del hidrolato en la inhibicion del crecimiento micelial

A pesar de las diferencias en la composicidon quimica encontradas entre el aceite
esencial y el hidrolato, la ordenacién segun la susceptibilidad de las cuatro especies
testadas fue similar para los dos productos. Aunque no hay estudios previos que
aborden el efecto antifungico del hidrolato de C. ladanifer, varios autores han
demostrado la eficacia de algunos hidrolatos de distintas especies vegetales contra
varios hongos fitopatégenos (Boyraz & Ozcan, 2006; Tabet Zatla et al., 2017). Los efectos
observados en el presente estudio pueden estar asociados a un alto contenido de
monoterpenos oxigenados como el trans-pinocarveol, pinocarvona y el acetato de
bornilo. Zatla et al. (2020) encontraron que el hidrolato de Marrabium vulgare con
monoterpenos oxigenados como componentes principales mostraba una elevada
actividad antifungica sobre Alternaria alternata, Botrytis cinerea y Penicillium
expansum. De forma similar, el efecto del hidrolato de Ocimum basilicum, Cuminum
cyminum, Echinophora tenuifolia, Rosmarinus officinalis y Satureja hortensis contra
diferentes especies de hongos (incluyendo F. oxysporum y R. solani) fue descrito por
Boyraz & Ozcan (2005), quienes observaron resultados similares a los descritos en este
estudio. Su actividad antagonista parece deberse a la composicién quimica, que puede
interferir con la membrana plasmatica, la pared celular o la accién de las enzimas

microbianas (D’Amato et al., 2018).

4.5. Efecto in situ del hidrolato sobre el patosistema P. cinnamomi-L. luteus

Nuestros resultados mostraron que en el patosistema experimental con
plantulas de L. luteus, la aplicacion hidrolato de C. ladanifer a altas dosis tuvo un fuerte
efecto antifungico sobre P. cinnamomi. De forma similar, Bowers & Locke (2004)
también encontraron que altas dosis de algunos aceites esenciales y extractos de plantas
suprimian el desarrollo de la enfermedad causada por P. nicotianae en plantulas de
Vinca minor bajo condiciones de invernadero. En otro experimento en invernadero con
P. capsici sobre plantulas de calabacin, Bi et al. (2012) encontraron que la aplicacion de
aceite esencial de orégano y tomillo rojo en el suelo redujo casi totalmente la gravedad

de la enfermedad causada por el patégeno. Por lo tanto, varios estudios han evaluado
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la eficacia de los aceites esenciales para el control de enfermedades causadas por
Phytophthora spp. in vivo. Sin embargo, hasta donde sabemos, no hay estudios
anteriores que evalluen la eficacia de los hidrolatos en el control de la enfermedad en

plantulas.

4.6. Efecto fitotoxico del hidrolato en semillas de R. sativus y L. luteus

En contraste con los numerosos estudios fitotdxicos encontrados con aceites
esenciales, muy pocos trabajos han evaluado la actividad fitotdxica de los hidrolatos.
Martino et al. (2010) reportaron el efecto fitotoxico de varios monoterpenos oxigenados
individuales sobre la germinacion y la elongacién de la radicula de R. sativus. Ademas,
varios autores han demostrado que los monoterpenos oxigenados inhiben el
crecimiento de las raices y la sintesis de ADN en el meristemo apical de Brassica
campestris L. (Koitabashi et al., 1997; Nishida et al., 2005). Estos resultados sugieren que
el intenso efecto fitotéxico encontrado en nuestros ensayos, especialmente en R.
sativus, podria estar relacionado con la alta proporcién de monoterpenos oxigenados
encontrados en el hidrolato de C. ladanifer. De hecho, en consonancia con nuestros
resultados, Politi et al. (2020) encontraron un fuerte efecto fitotoxico del hidrolato de
lavandin (Lavandula x intermedia Emeric ex Loisel.), con una elevada proporciéon de

linalol y 1,8-cineol, sobre la germinacidon de las semillas de R. sativus.

4.7. Efecto fitotdxico del hidrolato en plantulas de L. luteus

La reduccion en la longitud de las plantulas que se observd durante la fase inicial
de crecimiento en respuesta al tratamiento con hidrolato ha sido descrita previamente
por algunos autores (Dias et al., 2009; Hamdi et al., 2017). En un experimento similar al
nuestro, en el que se colocaron bulbos de cebolla sobre una solucién de hidrolato de
Artemisia absinthium L. y agua, Pino-Otin et al. (2019) encontraron un efecto negativo
en el crecimiento de las raices asociado a dosis crecientes de hidrolato. Ademas, el
hidrolato ensayado en ese estudio también presentaba un monoterpeno oxigenado ((Z)-
2,6-dimetilocta-5,7-dieno-2,3-diol) como componente principal. Por otro lado, Souri &

Bakhtiarizade (2019) encontraron que la aplicacion foliar y al suelo de aceite esencial de
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romero diluido en agua a baja concentracidn, indujo un efecto estimulante del
crecimiento en plantulas de tomate, y este efecto fue significativamente mayor en las
raices que en la parte aérea de las plantulas. En esta linea, (Tena et al., 2021) observaron
recientemente que tres componentes fendlicos presentes en la goma de ladano de C.
ladanifer (p-cresol, 2-feniletanol y 3-fenil-1-propanol) a bajas concentraciones, en lugar
de tener un efecto inhibidor, estimularon el crecimiento en longitud de los cotiledones
de Allium cepa y Lactuca sativa. Los incrementos en el numero de raices secundarias
observados en nuestro experimento con las concentraciones intermedias de hidrolato,
estdan en linea con los resultados obtenidos por otros autores en experimentos
realizados con otros compuestos organicos (Canellas et al., 2015; Sanchez-Sanchez et
al., 2002). Estos estudios testaron el efecto estimulante de otras sustancias organicas,
como los acidos humicos, que pueden inducir cambios en la arquitectura de las raices,
estimular el crecimiento de raices laterales y aumentar el volumen y la longitud
radicular.

En resumen, los productos de origen natural, como los aceites esenciales y el
hidrolato, han despertado un gran interés en las estrategias de biocontrol contra
patdgenos de las plantas. El aceite esencial y el hidrolato de C. ladanifer mostraron un
fuerte efecto antifungico sobre las cuatro especies de hongos fitopatégenos y oomicetos
testados in vitro. Ademas, la aplicacion del hidrolato tuvo un alto efecto antifungico
contra P. cinnamomi en un experimento in situ utilizando plantulas de L. luteus. Por lo
tanto, nuestros resultados muestran el gran potencial del hidrolato de C. ladanifer para
la produccién de biofungicidas que se podrian incluir en las nuevas estrategias
ecoldgicas de Gestidn Integrada de Plagas. Hasta donde sabemos, este trabajo ha
reportado por primera vez la actividad antifungica y fitotdxica del hidrolato de C.
ladanifer. Sin embargo, se necesitan mas experimentos para evaluar la eficacia del
hidrolato en condiciones de campo y la potencial fitotoxicidad especifica en los cultivos.
El uso del hidrolato en la agricultura implicaria una revalorizaciéon del producto, que

hasta ahora se considera un subproducto de las destilerias de aceites esenciales.
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1. DISCUSION GENERAL

Los compuestos del metabolismo secundario de plantas, entre los que se
encuentran los aceites esenciales, estdn presentes sélo en determinadas especies y no
se consideran primordiales para el crecimiento y desarrollo vegetal (Croteau et al.,
2000). Sin embargo, se ha demostrado que estos compuestos desempefian un papel
importante en las interacciones de estas plantas con el ambiente. En este aspecto, se
han descrito funciones relacionadas con la defensa de la planta frente a
microorganismos patdgenos, insectos o herbivoros, la atraccion de polinizadores y de
animales dispersores de semillas, la regulacién del uso de agua y con interacciones
alelopdticas entre plantas (Maffei, 2010). A su vez, una reevaluacidn de las funciones
biolégicas de estos productos naturales, han derivado en importantes aplicaciones
practicas en el ambito de la medicina, la nutricidn o la cosmética (Edreva et al., 2008).

Generalmente, cuando se pretende aprovechar un producto de origen vegetal
como el aceite esencial con fines industriales o comerciales, es fundamental asegurar su
disponibilidad y homogeneidad como garantia de la calidad final de ese producto. Un
aceite esencial es apropiado para un uso especifico si posee una composicién quimica
concreta. Sin embargo, se ha descrito que la mayoria de aceites esenciales obtenidos de
plantas presentan una gran variabilidad quimica en su composicién, lo que dificulta la
homogeneidad del producto final, y por consiguiente, limita la calidad, seguridad y
eficacia de sus aplicaciones industriales o comerciales. Estas variaciones que afectan a
la produccién de aceites esenciales han sido asociadas principalmente con factores
genéticos, geograficos, fisioldgicos y ambientales (Barra, 2009; Zuzarte & Salgueiro,
2015). En este sentido, un mayor estudio y comprension de estos factores que
determinan la biosintesis del aceite esencial, supone un avance que ayudaria a predecir,
controlar e incluso modelar tanto el rendimiento como la composicién quimica del
producto final, y por tanto, mejoraria la calidad desde el punto de vista comercial.

Por otro lado, como se ha constatado en numerosos estudios, la composicién
guimica obtenida en los aceites esenciales puede llegar a ser extremadamente
compleja, y sus propiedades por tanto, no suelen estar determinadas por un compuesto
concreto, sino que es la proporcién de todos ellos la que marcara la calidad final del

producto. Por este motivo, en la gran mayoria de especies aromaticas y medicinales, el
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producto final destinado al comercio es el aceite esencial, y no los compuestos
individuales que lo componen. En nuestro caso, varios estudios han demostrado que la
composicidon quimica del aceite esencial de C. ladanifer puede llegar a ser muy compleja,
detectandose en algunos casos hasta 300 compuestos diferentes, de los cuales solo un
pequefio grupo reducido se encuentran en proporciones significativas (Mariotti et al.,
1997). Sin embargo, dada su importancia para la industria perfumera desde un punto de
vista organoléptico, y aunque no exista una norma de calidad especifica para el aceite
esencial de C. ladanifer, algunos autores han establecido que aquellos aceites esenciales
con mayor interés comercial deben presentar un alto contenido en los sesquiterpenos
viridiflorol y ledol, y bajo en el monoterpeno a-pineno. Ademas, aunque se encuentran
en menor proporcién, otros compuestos como el 2-2-6-trimethylcyclohexano, ambrox,
oxoisoambrox, sclareoléxido y 15-nor-labdan-8-ol son considerados también de gran
importancia en el aceite, debido a su relacidn con el fuerte olor a ambar caracteristico
de esta especie (Gomes et al., 2005; Weyerstahl et al., 1998).

Este contexto previo sentd las bases para desarrollar esta tesis doctoral, cuyo
objetivo principal se centré en determinar qué grado de influencia ejercen aquellos
factores tanto intrinsecos como extrinsecos a la planta sobre la produccién de aceite
esencial de C. ladanifer, con especial atencidén en aquellos compuestos de mayor

importancia para la industria perfumera y cosmética.

1.1. Influencia del ambiente edafoclicatimo en poblaciones naturales

En la bibliografia es comun encontrar grandes variaciones en el rendimiento y la
composicidn quimica del aceite esencial de C. ladanifer en diferentes poblaciones
naturales y origenes geograficos distintos (Benali et al., 2020; Gomes et al., 2005; Robles
et al., 2003; Verdeguer et al., 2012). De este modo, aunque los rendimientos en aceite
esencial mostrados en este estudio variaron sustancialmente entre las diferentes
localizaciones de recoleccion y tipos de suelo, se encontraban en rangos similares a los
descritos por otros autores para esta especie (Benali et al., 2020; Gomes et al., 2005).
De manera general, las poblaciones naturales del norte de Extremadura estudiadas en
nuestro trabajo se han caracterizado por presentar un contenido elevado en viridiflorol

y ledol, mientras que el compuesto a-pineno se encontré en menores proporciones. Asi,
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de las diferentes referencias encontradas en la literatura con alguno de estos tres
compuestos como mayoritarios en el aceite esencial (El Karkouri et al., 2021; Mediavilla
et al., 2021; Tavares et al., 2020), se deduce un marcado cardcter antagonista entre los
porcentajes por un lado de viridiflorol y ledol, y por otro, de a-pineno. Ademas, otros
componentes destacados como el 2-2-6-trimethylcyclohexano y el 15-nor-labdan-8-ol
se encontraron en proporciones relativamente importantes en el aceite esencial de las
poblaciones estudiadas. Por lo tanto, estas caracteristicas quimicas y los rendimientos
relativamente elevados demuestran el alto potencial productivo de esta especie en el
norte de Extremadura para su aplicacién por parte de la industria perfumera (Gomes et
al., 2005).

En nuestro estudio sin embargo, se detectaron importantes variaciones en el
rendimiento y la composicidon del aceite esencial entre las poblaciones estudiadas, y
aunque en menor grado, también se observé cierta variabilidad dentro de ellas. Aunque
estas variaciones podrian estar asociadas fuertemente con el componente genético de
esta especie (Mariotti et al., 1997), el efecto del ambiente edafoclimatico sobre el que
se desarrolla un recurso también puede ejercer una fuerte influencia (Llorens et al.,
2014; Mollaei et al., 2020; Pala-Paul et al., 2008; Rahimmalek et al., 2013; Rapposelli et
al., 2015; Ray et al., 2018). Para unas condiciones fisioldgicas y climaticas constantes,
nuestros resultados mostraron que parte de esta variabilidad estaba asociada con las
condiciones edaficas imperantes en la zona de estudio. De este modo, aquellas zonas
asentadas sobre granito, que de manera general presentaron suelos con un contenido
mas elevado en materia organica y CIC, mostraban también un mayor rendimiento en
aceite esencial y una proporcion mas elevada en los monoterpenos a-Pineno,
pinocarveol, pinocarvona y mirtenol, que a su vez, se han asociado negativamente con
la calidad de este aceite (Oller-Lopez et al., 2005). Por el contrario, los suelos asentados
sobre pizarras, con unas caracteristicas edaficas mas pobres, favorecian la acumulacién
de aquellos compuestos mas interesantes desde el punto de vista organoléptico, tales
como el viridiflorol, ledol y 15-nor-labdan-8-ol (Gomes et al., 2005). Finalmente, aunque
debido a las condiciones de estudio no se puede concluir que existan diferentes
guimiotipos en las muestras, estos resultados pueden indicar que las poblaciones de los
dos tipos de suelo podrian haber conformado dos ecotipos separados, debido a la

presion adaptativa ejercida por las caracteristicas edafoldgicas.
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1.2. Influencia de factores ontogénicos de la planta

En muchas especies de interés comercial, los rendimientos y composiciéon
guimica en aceite esencial pueden sufrir cambios a lo largo de las diferentes etapas del
ciclo de desarrollo de la planta (Franz & Novak, 2010). Este hecho puede llegar a ser un
factor fundamental desde el punto de vista econdmico, ya que ayuda a determinar las
condiciones y momentos Optimos para llevar a cabo la recoleccién (Figueiredo et al.,
2008). Diferentes estudios en la bibliografia describen fluctuaciones en la biosintesis de
aceite esencial en relacién al estado fenoldgico de distintas especies de plantas (Ben
Farhat et al., 2019; Blanco Salas et al., 2012; Maria J. Jordan et al., 2013; Usano-Alemany
et al., 2012), mientras que por otro lado, muy pocos estudios han analizado el factor
edad (Hudaib et al., 2002; C. P. dos Santos et al.,, 2015). Los resultados obtenidos
mostraron en nuestro caso que el efecto asociado al estado fenoldgico de la planta
ejercia una mayor influencia sobre la produccién de aceite esencial que aquel asociado
a la edad. Asi, la mayor biosintesis de aceite esencial detectada en esta especie durante
la fructificacion, puede probablemente responder a diversas funciones bioldgicas
descritas en los compuestos volatiles de las plantas, tales como proteccién y defensa de
semillas (Maffei, 2010), respuesta frente diversas situacion de estrés Figueiredo et al.,
2008), o a efectos de inhibicidon de la germinacién de otras semillas (Alias et al., 2020;
Chaves & Escudero, 1997). En cuanto a la composicién quimica, en este trabajo se
identificaron cinco grupos de compuestos que covariaban simultdneamente en
respuesta a los diferentes niveles estado fenolégico y edad. Concretamente, las rutas
metabdlicas descritas para estos grupos de compuestos son diferentes (Croteau et al.,
2000), y por tanto, la activacién de una ruta metabdlica especifica como respuesta a
distintas funciones bioldgicas determinara la mayor o menor proporcion de compuestos
en el aceite esencial. Por un lado, dada su enorme variabilidad e importancia en relacién
con la calidad del aceite esencial, habria que destacar el grupo formado por los
compuestos a-pineno, p-cimeno, pinocarveol y pinocarvona, que presentaron
porcentajes considerablemente mas elevados en fructificacién, lo que corrobora las
funciones de proteccidn de semillas frente a patdgenos y herbivoros, asi como efectos

alelopaticos atribuidos previamente por otros autores a estos compuestos (Langenheim,
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1994; Maffei, 2010). Otro grupo que varid sustancialmente y que presenta un gran
interés desde el punto de vista organoléptico fue el formado por los compuestos 2-2-6-
trimethylcyclohexanona, 15-nor-labdan-8-ol y 16-kaureno, que presentaban sus
mayores porcentajes en plantas jovenes durante la floracién, y que muy probablemente,
pueda responder a funciones de sefalizacidn, defensa y crecimiento en la planta
(Demetzos & Dimas, 2001; Salazar-Cerezo et al., 2018; Serra, 2015). Ademas, otro
compuesto relevante en el aceite esencial como el viridiflorol, no vio sustancialmente
modificada su proporcion en respuesta al estado de desarrollo de la planta. Por tanto,
aunque durante el periodo de floraciéon, y concretamente las plantas jovenes,
mostraron una composicidn quimica mas interesante desde el punto de vista comercial
(Gomes et al., 2005), su bajo rendimiento en aceite esencial en comparacion con las
plantas adultas, y en especial con el periodo de fructificacidn, podrian hacer inviable su
explotacion.

Por otro lado, en aquellas especies en las cuales los porcentajes de ciertos
compuestos representativos varien considerablemente con respecto a distintas partes
de la planta utilizada, es probable que la calidad del aceite esencial resultante también
se altere en funcidn de la proporcidn que tenga cada una de estas partes en la muestra.
De este modo, se ha encontrado que mientras los tallos y hojas ven modificada su
composicidn quimica cuantitativamente, las flores, ademas, lo hacen cualitativamente
(Heil, 2008). De acuerdo a los resultados obtenidos en nuestro estudio, las hojas
presentan un mayor rendimiento en aceite esencial que los tallos (Yuan et al., 2016),
pero también una proporcidn significativamente mayor de a-pineno y menor de
viridiflorol, ledol y 15-nor-labdan-8-ol. En este sentido por tanto, favorecer una mayor
proporcidn de hojas en la muestra garantizara mayores producciones de aceite esencial,

pero este aumento ird en detrimento de la calidad final del producto.

1.3. Influencia del aporte de agua y nutrientes a la produccion de aceite esencial

Las diferentes situaciones de estrés causadas por patdgenos, herbivoros, dafios
tisulares o factores abidticos, pueden inducir la sintesis de compuestos organicos
volatiles (Heil, 2008), y por tanto, influir considerablemente en la produccidn de aceite
esencial. En este sentido, algunos autores han mostrado que factores de estrés abidticos

tales como la sequia o el déficit de nutrientes en el suelo (Aghaei et al., 2019;
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Bahreininejad et al., 2014, Bettaieb et al., 2009; Marino et al., 2019), pueden afectar en
gran medida tanto a parametros de crecimiento de la planta, como al rendimiento y la
composicion quimica de los aceites esenciales. En las zonas donde se asienta nuestra
especie de estudio, las plantas durante el verano se ven sometidas a condiciones de
sequia severay alta exposicidn solar, y ademads, los suelos se caracterizan por su escasez
de nutrientes y alta degradacion (Frazao et al., 2018). En este contexto, nuestros
resultados muestran que mientras que el aporte de riego modifica considerablemente
la biomasa de la planta y su biosintesis de aceite esencial (Babaei et al., 2021), el aporte
de fertilizacion no tiene un efecto sustancial sobre estas variables (Teles et al., 2014).
Concretamente, el aporte de riego durante el verano incrementa principalmente la
biomasa foliar de la planta y, por consiguiente, el rendimiento en aceite esencial. En
condiciones de déficit hidrico, se ha encontrado que la biomasa de la parte aérea de las
plantas destinadas a la produccion de aceite esencial disminuye (Babaei et al., 2021;
Bahreininejad et al., 2014), debido por un lado a la asignacién preferente de la mayoria
de los recursos a la produccién de biomasa radicular (Garcia-Caparrés et al., 2019), y por
otro, a una reduccion de la eficiencia fotosintética tras el descenso del contenido en
clorofila (Bettaieb et al., 2009). En este sentido, como se ha demostrado previamente,
las hojas presentan un mayor contenido en aceite esencial que los tallos, y por tanto,
este aumento de la biomasa foliar detectado tras el riego (Tabrizi et al., 2011), altera la
proporciéon de ambos drganos en la muestra y explica parte del aumento en el
rendimiento en aceite esencial encontrado.

Sin embargo, a pesar de este aumento en el rendimiento de aceite y la biomasa
de la planta, el aporte de agua afecté negativamente a la calidad del aceite, en el sentido
en que por un lado aumenta significativamente la sintesis de monoterpenos como el a-
pineno, y por otro, disminuye la de otros compuestos importantes como el viridiflorol,
ledol, 2-2-6-trimethylcyclohexano y 15-nor-labdan-8-ol (Babaei et al., 2021), como
repuesta a diferentes volatilidades de los compuestos asociadas a su peso molecular y
gue altera sus ratios en el aceite (Gil et al., 2007). Como ya hemos observado, ademas,
las hojas en comparacidén con los tallos presentan un mayor porcentaje de a-pinenoy
menor de viridiflorol, ledol, 2-2-6-trimethylcyclohexano y 15-nor-labdan-8-ol, por lo que
el aumento de biomasa foliar tras el riego explica parte de estas fluctuaciones

detectadas en la composicion quimica.
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Asimismo, con la disminucién del estrés hidrico en octubre tras las primeras
precipitaciones, una respuesta idéntica a la observada con el riego se muestra tanto en
la biomasa de la planta, como en el rendimiento y composicion quimica del aceite
esencial, que se asocia con funciones ecoldgicas tales como proteccién y defensa de la

planta, asi como la produccién de compuestos alelopaticos (Croteau et al., 2000).

1.4. Actividad bioldgica del aceite esencial

Finalmente, aunque productos derivados de C. ladanifer como el aceite esencial
son destinados principalmente a la industria perfumera, otras aplicaciones asociadas
con sus funciones biolégicas tales como la capacidad antioxidante y la actividad
antimicrobiana han sido recientemente demostradas (Benali et al., 2020; Greche et al.,
2009; Tavares et al., 2020; Zidane et al., 2013). En este contexto, el aceite esencial de C.
ladanifer y otros subproductos de la destilacion, como el hidrolato, pueden ser
empleados como biofungicidas alternativos a los productos quimicos sintéticos. Como
se ha demostrado en otras especies de plantas (Boyraz & Ozcan, 2006; Giamperi et al.,
2002; Palfi et al., 2019; Tabet Zatla et al., 2017), el aceite esencial y el hidrolato de C.
ladanifer inhibieron fuertemente el crecimiento micelial de tres hongos fitopatégenos
(F. oxysporum, R. solaniy C. parasitica) y un oomiceto (P. cinnamomi). Por primera vez
ademas, se demostré cémo un subproducto de facil aplicabilidad y gran disponibilidad
como el hidrolato (D’Amato et al., 2018), resulta eficaz para controlar la enfermedad
causada por P. cinnamomi sobre L. luteus in situ. Por tanto, estos resultados muestran
el potencial del hidrolato de C. ladanifer como biofungicida en el control de hongos
fitopatdgenos, lo que implicaria una revalorizacion econémica del subproducto. Sin
embargo, el efecto fitotdxico dependiente de la dosis y de la especie mostrado por el
hidrolato tanto de C. ladanifer, como de otras especies de plantas (Pino-Otin et al., 2019;
Politi et al., 2020), implicaria estudios especificos adicionales en campo antes de su

aplicacion.
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Capitulo 9

Los aceites esenciales de poblaciones naturales de C. ladanifer en el norte de
Extremadura se caracterizaron por presentar porcentajes elevados de componentes
importantes desde el punto de vista organoléptico como viridiflorol y ledol, en
comparacion con el porcentaje de a-pineno. Ademds, otros componentes
destacados como el 2-2-6-trimethylcyclohexano y el 15-nor-labdan-8-ol se
encontraron en proporciones relativamente importantes en el aceite.

La composicién quimica de todos los aceites esenciales de C. ladanifer en el norte de
Extremadura no presentd diferencias cualitativas pero si cuantitativas.

Las poblaciones naturales mostraron variabilidad inter e intrapoblacional en el
rendimiento y la composicién quimica del aceite esencial. Esta variabilidad se asocio
por un lado con las caracteristicas edaficas de cada tipo de suelo, y por otro, con el
efecto genético.

El contenido en materia organica se relacioné positivamente con la biosintesis de
aceite esencial, pero a su vez, esta variable favorecia también la acumulacién de
compuestos menos interesantes como a-pineno y sus derivados pinocarveol y
pinocarvona.

El estado fenoldgico de la planta tuvo un mayor efecto sobre el rendimiento y la
composicidn quimica del aceite esencial que la edad. Asi, el rendimiento en aceite
esencial aumenta considerablemente durante el periodo de fructificacién, pero de
nuevo, este incremento en la biosintesis fue acompafiado de una mayor
acumulacién de a-Pineno, pinocarveol y pinocarvona.

Las hojas presentaban un mayor rendimiento en aceite esencial que los tallos. Sin
embargo, los tallos acumulaban un porcentaje significativamente mayor de
compuestos interesantes tales como viridiflorol, ledol y 15-nor-labdan-8-ol.

La disminucidn del estrés hidrico tras el aporte de riego aumenté tanto la biomasa
de la planta como el rendimiento en aceite esencial. Ademas, el aporte de riego
incrementd considerablemente el porcentaje de a-pineno en detrimento del
viridiflorol.

La aplicacidn de fertilizacién orgdnica parece no tener efectos significativos sobre la

produccién de aceite esencial. Sin embargo, algunas condiciones relacionadas con

183



Conclusiones generales

10.

11.

12.

13.

disefio experimental, tales como dosis insuficiente, poca incorporacion al suelo o
liberacion lenta del fertilizante, podrian explicar la ausencia de efecto en este factor.
Los dos métodos de secado del material vegetal previo a la destilacién empleados
resultaron eficaces, pero su efecto sobre la composicidon quimica del aceite esencial
diferia considerablemente. Por tanto, la eleccidon del método de secado dependerd
por un lado del destino final de los constituyentes de interés, y por otro, de factores
asociados al proceso productivo como costes, consumo de energia y tiempo de
secado.

El aceite esencial y el hidrolato de C. ladanifer mostraron un fuerte efecto
antifungico sobre las cuatro especies de hongos fitopatégenos y oomicetos testados
in vitro.

La aplicacion de hidrolato controlé eficazmente la enfermedad causada por P.
cinnamomi en un patosistema experimental in situ utilizando plantulas de L. luteus.
El aceite esencial y el hidrolato mostraron efecto fitotéxico en semillas de R. sativus
y L. luteus. Sin embargo, la magnitud de este efecto dependia de la dosis aplicada y
de la especie ensayada. Ademas, el hidrolato también mostré efecto fitotdxico dosis
dependiente en plantulas de L. luteus en condiciones in situ.

Con los resultados aportados en esta memoria, se puede concluir que los aceites
esenciales de la especie C. ladanifer en Extremadura presenta un elevado potencial
para la aplicacidn en diversos sectores industriales, con especial atencién en sus
caracteristicas organolépticas para perfumeria y cosmética, asi como su posible

utilizacién como biofungicida.
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ANEXO 1. COMPOSICION QUIMICA DE LOS ACEITES ESENCIALES

Este Anexo se exponen, por orden de elucion en la columna cromatografica HP-
5, todos los compuestos detectados en los aceites esenciales de C. ladanifer. En cada
tabla se indican los indices de Kévats relativos a los n-alcanos (C6-C17), los porcentajes
relativos de cada uno de los compuestos, el porcentaje total identificado respecto del
total integrado y los porcentajes de los compuestos agrupados conforme a su estructura
guimica en monoterpenos hidrocarbonados, monoterpenos  oxigenados,
sesquiterpenos hidrocarbonados, sesquiterpenos oxigenados, diterpenos

hidrocarbonados y “otros”.



Tabla 17. Composicién quimica (%) del aceite esencial de las 12 parcelas de C. ladanifer distribuidas en 4 poblaciones y dos tipos de suelo (Tabla completa, Capitulo 3)

Pizarra Granito
Pozuelo de Zarzon Valverde del Fresno Torre de Don Miguel Villasbuenas de Gata

Compuestos IK Al A2 A3 Bl B2 B3 C1 C2 Cc3 D1 D2 D3

tricicleno 924 0,11 0,10 0,05 0,13 0,20 0,16 0,05 0,11 0,11 0,15 0,14 0,12
1-methylcycloheptanol 926 0,25 0,34 0,32 0,25 0,35 0,36 0,28 0,27 0,29 0,25 0,37 0,31
a-tuyeno 928 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,02 0,02 0,02 0,01 0,02 0,01
a-pineno 936 4,82 5,51 3,20 2,49 3,32 2,74 5,58 4,89 5,69 4,47 6,63 5,88
canfeno 951 0,77 0,75 0,43 0,88 1,34 1,03 0,47 0,81 0,83 1,00 0,98 0,93
thuja-2,4(10)-dieno 956 0,38 0,43 0,33 0,22 0,23 0,22 0,40 0,39 0,40 0,33 0,39 0,39
benzaldehido 962 0,10 0,13 0,10 0,05 0,04 0,05 0,08 0,10 0,07 0,06 0,06 0,07
6-methyl-6-hepten-2-one 969 0,03 0,04 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03
sabineno 975 0,01 0,01 0,01 0,00 0,01 0,00 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
B-pineno 978 0,06 0,07 0,04 0,04 0,06 0,04 0,07 0,07 0,07 0,07 0,09 0,09
6-methyl-5-hepten-2-one 988 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04
B-mirceno 992 0,18 0,23 0,17 0,14 0,13 0,14 0,18 0,18 0,18 0,17 0,18 0,19
6-2-careno 998 0,02 0,03 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,03 0,02 0,06 0,02 0,03
trans-2-(2-pentenyl)-furano 1002 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
a-phellandreno 1005 0,10 0,11 0,08 0,06 0,07 0,06 0,10 0,09 0,10 0,09 0,12 0,11
o-terpineno 1018 0,09 0,09 0,06 0,05 0,07 0,05 0,09 0,09 0,10 0,08 0,11 0,10
R-felandreno 1023 0,05 0,06 0,05 0,05 0,04 0,05 0,05 0,05 0,05 0,06 0,05 0,05
p-cimeno 1026 1,17 1,28 1,15 0,77 0,94 0,80 1,19 1,22 1,26 1,03 1,21 1,18
limoneno 1030 0,25 0,27 0,21 0,15 0,19 0,16 0,28 0,27 0,27 0,23 0,32 0,30
1,8-cineol 1033 0,20 0,22 0,18 0,13 0,13 0,14 0,20 0,19 0,22 0,19 0,20 0,20
2,2,6-trimetilciclohexano 1037 2,11 2,38 2,68 2,19 2,37 2,59 2,43 2,14 2,50 2,21 2,45 2,29
y-terpineno 1061 0,41 0,48 0,48 0,41 0,44 0,44 0,48 0,44 0,49 0,44 0,49 0,46
acetofenona 1067 0,11 0,13 0,12 0,10 0,08 0,12 0,09 0,11 0,09 0,09 0,09 0,10
cis-linalol oxido 1073 0,35 0,50 0,39 0,27 0,23 0,28 0,36 0,37 0,37 0,35 0,33 0,40
canfelinona 1083 0,03 0,04 0,04 0,05 0,05 0,05 0,04 0,05 0,04 0,05 0,05 0,05

p-cimeneno 1090 0,63 0,78 0,67 0,50 0,42 0,48 0,61 0,67 0,71 0,62 0,58 0,68



Pizarra Granito
Pozuelo de Zarzon Valverde del Fresno Torre de Don Miguel Villasbuenas de Gata

Compuestos IK Al A2 A3 B1 B2 B3 c1 Cc2 c3 D1 D2 D3

linalol 1100 0,15 0,17 0,15 0,17 0,15 0,19 0,15 0,16 0,19 0,12 0,14 0,14
hotrienol 1105 0,29 0,40 0,20 0,29 0,23 0,27 0,25 0,24 0,29 0,20 0,20 0,20
cis-rosa oxido 1112 0,18 0,17 0,14 0,15 0,13 0,15 0,13 0,11 0,17 0,12 0,15 0,14
R-fenchol 1114 0,00 0,02 0,01 0,00 0,00 0,00 0,03 0,04 0,00 0,03 0,01 0,01
a-tujona 1116 0,05 0,06 0,05 0,04 0,04 0,04 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
a-camfolenal 1126 0,76 0,81 0,70 0,55 0,58 0,67 0,98 0,98 0,94 0,76 0,86 0,88
trans-rosa oxido 1129 0,06 0,06 0,04 0,05 0,03 0,00 0,02 0,01 0,00 0,03 0,05 0,01
trans-pinocarveol 1139 4,34 5,15 2,97 2,72 2,92 2,35 4,51 5,43 5,11 4,43 4,57 4,81
3-nonen-2-one 1143 0,41 0,39 0,41 0,43 0,51 0,53 0,23 0,43 0,47 0,32 0,33 0,33
camfor 1144 0,33 0,35 0,27 0,46 0,39 0,45 0,28 0,39 0,40 0,40 0,34 0,33
cis-verbenol 1146 0,05 0,08 0,05 0,02 0,04 0,02 0,09 0,10 0,08 0,07 0,08 0,08
isoborneol 1157 0,29 0,31 0,22 0,34 0,37 0,41 0,36 0,31 0,35 0,30 0,33 0,29
isopinocamfone 1160 0,32 0,39 0,26 0,22 0,20 0,20 0,29 0,29 0,31 0,30 0,28 0,28
pinocarvone 1162 1,59 1,79 0,95 1,00 1,12 0,81 1,64 1,87 1,94 1,57 1,67 1,66
borneol 1166 1,11 1,09 0,93 1,22 1,25 1,28 0,86 1,40 1,16 1,21 1,01 1,05
a-phellandren-8-ol 1168 0,37 0,45 0,32 0,23 0,26 0,25 0,43 0,47 0,40 0,38 0,45 0,44
isocamphopinone 1174 0,10 0,08 0,12 0,14 0,15 0,14 0,09 0,09 0,10 0,11 0,08 0,12
terpinen-4-ol 1177 0,66 0,75 0,60 0,44 0,53 0,48 0,83 0,90 0,85 0,65 0,77 0,73
p-methylacetophenone 1183 0,13 0,13 0,12 0,12 0,11 0,12 0,11 0,15 0,12 0,13 0,12 0,12
p-cymen-8-ol 1185 0,31 0,39 0,30 0,19 0,19 0,21 0,36 0,46 0,34 0,31 0,29 0,35
a-terpineol 1190 0,31 0,35 0,29 0,22 0,23 0,24 0,35 0,40 0,36 0,31 0,32 0,34
mirtenal 1193 0,48 0,54 0,49 0,35 0,32 0,40 0,58 0,57 0,58 0,49 0,50 0,52
mirtenol 1195 0,93 1,07 0,81 0,63 0,62 0,61 1,02 1,17 1,05 0,97 0,91 1,00
verbenona 1207 0,44 0,55 0,58 0,30 0,31 0,41 0,60 0,59 0,44 0,48 0,52 0,60
trans-carveol 1219 0,47 0,58 0,47 0,34 0,36 0,38 0,63 0,72 0,56 0,50 0,57 0,60
isobornil formato 1226 0,02 0,02 0,01 0,01 0,01 0,01 0,00 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00
cis-carveol 1229 0,08 0,10 0,06 0,07 0,07 0,08 0,10 0,12 0,10 0,10 0,11 0,12
cis-ocimenona 1233 0,33 0,35 0,26 0,30 0,30 0,33 0,33 0,34 0,36 0,25 0,28 0,25



Pizarra Granito
Pozuelo de Zarzon Valverde del Fresno Torre de Don Miguel Villasbuenas de Gata

Compuestos IK Al A2 A3 B1 B2 B3 Cc1 Cc2 c3 D1 D2 D3

cuminaldehido 1238 0,15 0,16 0,13 0,11 0,10 0,10 0,15 0,17 0,14 0,14 0,15 0,15
trans-ocimenona 1241 0,08 0,09 0,05 0,10 0,09 0,09 0,11 0,08 0,12 0,08 0,11 0,10
d-carvona 1243 0,25 0,27 0,26 0,24 0,23 0,24 0,26 0,28 0,24 0,24 0,26 0,27
piperitona 1253 0,06 0,08 0,06 0,05 0,10 0,05 0,07 0,08 0,06 0,07 0,06 0,07
felandral 1272 0,14 0,16 0,14 0,13 0,12 0,12 0,17 0,18 0,16 0,15 0,14 0,15
bornil acetato 1285 3,06 3,13 2,57 3,20 3,44 3,73 2,51 3,03 2,94 3,18 3,25 3,61
timol 1290 0,07 0,08 0,08 0,07 0,07 0,07 0,12 0,13 0,13 0,09 0,09 0,11
isocarveol 1293 0,27 0,34 0,12 0,18 0,25 0,25 0,30 0,22 0,28 0,15 0,25 0,20
trans-pinocarvil acetato 1296 0,20 0,23 0,16 0,19 0,17 0,16 0,20 0,24 0,22 0,20 0,19 0,21
carvacrol 1303 0,35 0,38 0,35 0,29 0,26 0,31 0,41 0,42 0,41 0,38 0,39 0,41
mirtenil acetato 1324 0,40 0,46 0,49 0,33 0,25 0,27 0,62 0,43 0,47 0,43 0,56 0,51
carvil acetato 1339 0,18 0,22 0,18 0,14 0,13 0,12 0,19 0,23 0,20 0,17 0,18 0,20
a-cubeneno 1349 0,08 0,11 0,07 0,15 0,16 0,14 0,18 0,09 0,17 0,08 0,08 0,10
eugenol 1357 0,05 0,06 0,05 0,04 0,06 0,06 0,07 0,07 0,10 0,06 0,09 0,09
ciclosativeno 1362 0,68 0,67 0,69 0,74 0,75 0,68 0,69 0,58 0,61 0,71 0,69 0,70
0-copaeno 1371 0,51 0,46 0,38 0,51 0,60 0,51 0,51 0,43 0,48 0,49 0,57 0,43
a-ilangeno 1374 0,28 0,27 0,32 0,29 0,28 0,33 0,27 0,30 0,27 0,26 0,29 0,30
(+)-sativeno 1383 0,15 0,18 0,15 0,23 0,18 0,20 0,21 0,14 0,15 0,20 0,15 0,18
R-cubebeno 1389 0,04 0,04 0,04 0,04 0,05 0,05 0,03 0,04 0,00 0,05 0,04 0,04
a-gurjuneno 1412 0,10 0,11 0,07 0,09 0,08 0,06 0,09 0,10 0,09 0,11 0,08 0,11
a-ionone, (e) 1425 0,02 0,02 0,03 0,03 0,02 0,02 0,01 0,00 0,02 0,02 0,01 0,02
aromandendreno 1434 0,28 0,27 0,31 0,29 0,25 0,31 0,22 0,22 0,25 0,25 0,25 0,27
aloaromadendreno 1454 1,24 1,08 1,06 1,22 1,36 1,10 1,05 1,03 1,14 1,12 1,32 1,21
y-muuroleno 1472 0,24 0,22 0,23 0,25 0,27 0,19 0,24 0,21 0,21 0,24 0,25 0,25
B-selineno 1478 0,25 0,25 0,27 0,16 0,19 0,20 0,26 0,20 0,19 0,31 0,24 0,27
R-ionone 1483 0,02 0,05 0,00 0,09 0,09 0,09 0,10 0,06 0,08 0,08 0,04 0,08
viridifloreno 1488 2,20 2,05 2,37 2,20 1,83 2,21 1,52 1,59 1,65 1,93 1,92 1,96
a-muuroleno 1494 0,27 0,29 0,26 0,28 0,33 0,30 0,30 0,25 0,25 0,31 0,30 0,31



Pizarra Granito
Pozuelo de Zarzon Valverde del Fresno Torre de Don Miguel Villasbuenas de Gata

Compuestos IK Al A2 A3 B1 B2 B3 Cc1 Cc2 c3 D1 D2 D3
y-cadineno 1506 0,29 0,27 0,30 0,29 0,30 0,31 0,30 0,27 0,24 0,29 0,32 0,31
calameneno 1517 0,64 0,85 0,49 0,73 0,76 0,69 0,81 0,63 0,74 0,76 0,64 0,76
6-cadineno 1518 0,52 0,59 0,45 0,65 0,81 0,65 0,84 0,59 0,66 0,90 0,60 0,76
a-calacoreno 1536 0,57 0,55 0,55 0,58 0,65 0,59 0,58 0,54 0,54 0,59 0,55 0,54
palustrol 1559 1,06 0,95 1,13 1,13 1,08 1,19 0,96 0,93 0,93 1,01 1,01 1,02
espatulenol 1570 1,52 1,38 1,58 1,65 1,76 1,85 1,53 1,52 1,47 1,47 1,58 1,48
cariofileno oxido 1574 0,04 0,04 0,02 0,08 0,11 0,07 0,09 0,05 0,03 0,04 0,04 0,03
viridiflorol 1585 20,60 17,68 22,51 2136 2191 2046 18,32 19,09 19,84 19,27 19,83 19,35
ledol 1594 9,35 8,91 1047 11,28 10,23 10,42 10,08 9,13 8,65 9,83 8,27 8,45
1-epi-cubenol 1621 1,16 1,24 0,97 1,43 1,61 1,36 1,38 1,20 1,27 1,48 1,12 1,26
isospatulenol 1631 0,22 0,19 0,27 0,23 0,19 0,22 0,20 0,20 0,16 0,23 0,18 0,19
a-muurolol 1635 0,52 0,51 0,55 0,59 0,62 0,58 0,62 0,50 0,51 0,60 0,49 0,52
R-eudesmol 1641 0,99 1,12 0,87 0,99 1,05 0,93 1,03 1,03 0,89 1,15 0,91 0,98
a-cadinol 1649 0,43 0,38 0,45 0,42 0,46 0,41 0,46 0,37 0,34 0,47 0,40 0,38
cadaleno 1668 1,38 1,41 1,49 1,90 1,75 1,58 1,44 1,12 1,09 1,33 1,18 1,29
ambrox 1749 0,35 0,29 0,33 0,39 0,36 0,43 0,34 0,30 0,31 0,32 0,32 0,31
benzil benzoato 1765 0,22 0,19 0,20 0,21 0,22 0,27 0,25 0,25 0,21 0,18 0,20 0,21
6-oxoisoambrox 1838 0,07 0,11 0,06 0,09 0,09 0,06 0,04 0,04 0,04 0,02 0,03 0,03
sclareoloxido 1875 0,18 0,15 0,19 0,20 0,15 0,20 0,14 0,14 0,16 0,15 0,15 0,14
15-nor-labdan-8-ol 1961 1,64 1,31 1,88 1,90 1,41 1,94 1,27 1,23 1,45 1,28 1,18 1,14
16-kaureno 2020 0,71 0,81 1,02 1,15 1,00 1,14 0,79 0,81 0,98 0,99 0,92 0,65
Monoterpenos hidrocarbonados 9,06 10,21 6,97 5,90 7,49 6,40 9,60 9,34 10,32 8,83 11,31 10,52
monoterpenos oxigenados 15,97 18,41 13,07 12,00 12,40 12,07 17,17 19,41 18,22 16,02 16,61 17,08
Sesquiterpenos hydrocarbonados 9,75 9,71 9,51 10,68 10,67 9,96 9,63 8,38 8,67 10,01 9,50 9,87
Sesquiterpenos oxigenados 36,23 32,70 39,16 39,56 39,37 37,91 35,01 34,33 34,39 35,87 34,14 33,98
Diterpenos hydrocarbonados 0,71 0,81 1,02 1,15 1,00 1,14 0,79 0,81 0,98 0,99 0,92 0,65
Otros 9,19 9,46 9,64 9,53 9,47 10,68 8,57 8,90 9,20 8,80 9,28 9,34
Total Identificado 80,90 81,30 79,36 7882 80,40 7838 80,77 81,17 81,77 8054 81,77 8143




Tabla 18. Composicidn quimica (%) del aceite esencial de C. ladanifer en dos estados fenoldgicos y tres
intervalos de edad (Tabla completa, Capitulo 4).

Floracion Fructificacion
Compuestos K B9 55 941 s15 35 911 »15
(afios)
tricicleno 924 0,14 0,20 0,27 0,13 0,11 0,11
1-methylcycloheptanol 926 0,30 0,39 0,40 0,33 0,31 0,28
a-tuyeno 928 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
a-pineno 936 1,54 2,05 2,43 4,95 457 4,34
canfeno 951 0,85 1,14 1,60 0,93 082 0,381
thuja-2,4(10)-dieno 956 0,36 0,42 0,46 0,37 0,32 0,34
benzaldehido 962 0,12 0,13 0,15 0,09 0,07 0,07
6-methyl-6-hepten-2-one 969 0,04 0,04 0,04 0,03 0,03 0,03
sabineno 975 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
B-pineno 978 0,03 0,03 0,04 0,07 0,06 0,06
6-methyl-5-hepten-2-one 988 0,05 0,05 0,05 0,04 0,04 0,04
B-mirceno 992 0,21 0,24 0,25 0,18 0,17 0,17
6-2-careno 998 0,02 0,03 0,03 0,02 0,03 0,02
trans-2-(2-pentenyl)-furano 1002 0,02 0,02 0,02 0,00 0,00 0,00
a-phellandreno 1005 0,07 0,09 0,10 0,08 0,09 0,09
o-terpineno 1018 0,04 0,05 0,05 0,07 0,08 0,09
R-felandreno 1023 0,06 0,07 0,07 0,05 0,05 0,05
p-cimeno 1026 0,87 091 0,93 1,18 1,05 1,09
limoneno 1030 0,14 0,15 0,17 0,25 0,23 0,24
1,8-cineol 1033 0,10 0,10 0,10 0,20 0,18 0,17
2,2,6-trimetilciclohexano 1037 4,09 4,76 4,77 2,65 2,32 234
y-terpineno 1061 0,69 0,75 0,73 0,51 0,45 0,45
acetofenona 1067 0,15 0,16 0,18 0,11 0,20 0,10
cis-linalol oxido 1073 0,49 0,51 0,61 0,32 0,36 0,35
canfelinona 1083 0,06 0,07 0,08 0,05 0,04 0,05
p-cimeneno 1090 0,72 0,56 0,69 0,60 0,61 0,63
linalol 1100 0,19 0,17 0,20 0,15 0,16 0,16
hotrienol 1105 0,39 0,40 0,48 0,26 0,27 0,23
cis-rosa oxido 1112 0,24 0,27 0,31 0,14 0,16 0,14
R-fenchol 1114 0,06 0,02 0,00 0,02
a-tujona 1116 0,06 0,06 0,06 0,05 0,05 0,05
a-camfolenal 1126 0,64 0,73 0,79 0,78 0,78 0,80
trans-rosa oxido 1129 0,12 0,24 0,15 0,04 0,04 0,02
I-trans-pinocarveol 1139 1,67 1,70 1,66 4,24 4,18 3,84
3-nonen-2-one 1143 0,44 0,40 0,33 0,41 0,36 0,43
camfor 1144 0,46 0,40 0,43 0,34 0,37 0,37
cis-verbenol 1146 0,06 0,09 0,09 0,08 0,06 0,06
isoborneol 1157 045 041 0,43 0,33 033 0,32
isopinocamfone 1160 0,47 053 0,49 0,31 0,28 0,27
pinocarvone 1162 0,61 059 0,57 1,47 1,50 1,40
borneol 1166 1,54 157 191 1,11 1,12 1,14
a-phellandren-8-ol 1168 0,40 0,53 0,60 0,34 0,37 0,38
isocamphopinone 1174 0,14 0,14 0,16 0,09 0,11 0,11



Floracion Fructificacion

Compuestos 1K f:ﬁa:s) 3-5 9-11 >15 3-5 9-11 >15
terpinen-4-ol 1177 0,47 0,53 0,57 0,70 0,68 0,67
p-methylacetophenone 1183 0,12 0,11 0,12 0,12 0,12 0,13
p-cymen-8-ol 1185 0,37 041 0,45 0,37 0,30 0,28
a-terpineol 1190 0,28 0,30 0,33 0,32 0,31 0,30
mirtenal 1193 0,51 0,51 0,52 0,51 0,48 0,48
mirtenol 1195 0,50 0,52 0,55 0,88 091 0,88
verbenona 1207 0,76 0,93 1,00 0,53 050 0,45
trans-carveol 1219 0,43 0,48 0,52 0,56 0,51 0,49
isobornil formato 1226 0,03 0,03 0,02 0,05 0,01 0,01
cis-carveol 1229 0,07 0,07 0,07 0,09 0,09 0,09
cis-ocimenona 1233 0,33 031 0,34 0,31 030 0,31
cuminaldehido 1238 0,13 0,13 0,12 0,14 0,14 0,13
trans-ocimenona 1241 0,03 0,04 0,03 0,02 0,03 0,04
d-carvona 1243 0,23 0,26 0,27 0,26 0,26 0,23
piperitona 1253 0,05 0,05 0,05 0,10 0,06 0,06
felandral 1272 0,17 0,16 0,17 0,15 0,15 0,15
bornil acetato 1285 3,06 3,27 3,52 3,02 3,08 3,20
timol 1290 0,08 0,07 0,08 0,10 0,09 0,09
isocarveol 1293 0,32 037 0,44 0,26 0,24 0,21
trans-pinocarvil acetato 1296 0,15 0,15 0,15 0,20 0,20 0,19
carvacrol 1303 0,34 0,33 0,34 0,37 0,37 0,35
mirtenil acetato 1324 0,18 0,19 0,22 0,46 0,47 0,38
carvil acetato 1339 0,13 0,13 0,14 0,19 0,17 0,17
a-cubeneno 1349 0,22 0,17 0,19 0,11 0,12 0,13
eugenol 1357 0,05 0,06 0,08 0,05 0,07 0,07
ciclosativeno 1362 0,37 0,36 0,36 0,67 0,67 0,69
a-copaeno 1371 0,16 0,16 0,16 0,42 051 0,49
a-ilangeno 1374 0,34 038 0,41 0,26 0,29 0,30
(+)-sativeno 1383 0,18 0,15 0,16 0,19 0,17 0,18
R-cubebeno 1389 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04
a-gurjuneno 1412 0,07 0,07 0,08 0,08 0,09 0,09
a-ionone, (e) 1425 0,03 0,03 0,03 0,02 0,02 0,02
aromandendreno 1434 0,17 0,17 0,15 0,23 0,27 0,27
aloaromadendreno 1454 0,42 042 0,38 1,02 1,22 1,14
y-muuroleno 1472 0,11 0,11 0,11 0,21 0,24 0,24
R-selineno 1478 0,13 0,15 0,15 0,21 0,23 0,24
R-ionone 1483 0,14 0,13 0,14 0,07 0,07 0,07
viridifloreno 1488 1,14 1,15 1,06 1,58 2,00 2,02
a-muuroleno 1494 0,13 0,11 0,13 0,25 0,29 0,29
y-cadineno 1506 0,16 0,18 0,20 0,26 0,30 0,29
calameneno 1517 0,43 0,31 0,37 0,68 0,71 0,72
6-cadineno 1518 0,34 0,24 0,31 0,57 065 0,74
a-calacoreno 1536 0,54 0,53 0,56 0,53 0,557 0,59
palustrol 1559 0,76 0,76 0,68 0,97 1,05 1,03
spatulenol 1570 0,98 098 0,87 1,62 1,62 1,49

cariofileno oxido 1574 0,15 0,12 0,12 0,10 0,05 0,04



Floracion Fructificacion
Compuestos 1K Ed?d 3-5 9-11 >15 3-5 9-11 >15
(afios)
viridiflorol 1585 19,81 20,11 17,25 19,93 20,20 19,99
ledol 1594 9,70 8,12 7,381 10,09 9,21 9,81
1-epi-cubenol 1621 0,92 0,90 0,76 1,26 1,32 1,28
isospatulenol 1631 0,23 0,23 0,20 0,19 0,21 0,21
a-muurolol 1635 0,30 0,24 0,25 0,56 0,56 0,54
B-eudesmol 1641 0,78 091 0,61 1,01 099 0,98
a-cadinol 1649 0,14 0,11 0,10 0,38 043 0,41
cadaleno 1668 1,34 1,00 1,05 1,50 1,40 1,38
ambrox 1749 0,48 0,48 0,45 0,33 0,33 0,36
benzil benzoato 1765 0,32 0,35 0,40 0,21 0,21 0,23
6-oxoisoambrox 1838 0,73 0,58 0,40 0,05 0,07 0,05
sclareoloxido 1875 0,21 0,21 0,23 0,15 0,15 0,18
15-nor-labdan-8-ol 1961 300 2,71 284 1,39 143 1,60
16-kaureno 2020 1,86 1,87 1,66 1,01 097 0,89
Monoterpenos hidrocarbonados 573 6,69 7,80 9,40 8,71 8,53
monoterpenos oxigenados 13,14 13,80 15,02 15,99 15,86 15,18
Sesquiterpenos hydrocarbonados 6,25 5,75 5,97 8,84 9,84 9,91
Sesquiterpenos oxigenados 34,20 32,92 29,06 36,43 35,96 36,15
Diterpenos hydrocarbonados 1,86 1,87 1,66 1,01 0,97 0,89
Otros 13,09 13,70 14,06 9,51 9,21 9,46
Total Identificado 74,27 74,73 73,57 81,17 80,32 80,12




Tabla 19. Composicién quimica (%) del aceite esencial de C. ladanifer en tallos y hojas (Tabla completa,
capitulo 4).

Compuestos IK Hojas Tallos

tricicleno 924 0,10 0,04
1-methylcycloheptanol 926 0,22 0,24
a-tuyeno 928 0,01 0,01
a-pineno 936 2,92 1,76
canfeno 951 0,72 0,34
thuja-2,4(10)-dieno 956 0,24 0,17
benzaldehido 962 0,06 0,04
6-methyl-6-hepten-2-one 969 0,03 0,02
sabineno 975 0,01 0,01
B-pineno 978 0,04 0,03
6-methyl-5-hepten-2-one 988 0,04 0,02
B-mirceno 992 0,15 0,10
6-2-careno 998 0,02 0,02
trans-2-(2-pentenyl)-furano 1002

a-phellandreno 1005 0,07 0,07
a-terpineno 1018 0,07 0,05
R-felandreno 1023 0,05 0,03
p-cimeno 1026 0,89 0,65
limoneno 1030 0,18 0,15
1,8-cineol 1033 0,16 0,07
2,2,6-trimetilciclohexano 1037 2,00 1,58
y-terpineno 1061 0,40 0,29
acetofenona 1067 0,08 0,06
cis-linalol oxido 1073 0,32 0,25
canfelinona 1083 0,04 0,03
p-cimeneno 1090 0,61 0,34
linalol 1100 0,15 0,07
hotrienol 1105 0,28 0,11
cis-rosa oxido 1112 0,14 0,10
R-fenchol 1114 0,08

a-tujona 1116 0,05 0,03
a-camfolenal 1126 0,69 0,49
trans-rosa oxido 1129 0,07 0,05
I-trans-pinocarveol 1139 4,35 1,00
3-nonen-2-one 1143 0,31 0,20
camfor 1144 0,38 0,14
cis-verbenol 1146 0,04 0,04
isoborneol 1157 0,34 0,11
isopinocamfone 1160 0,30 0,13
pinocarvone 1162 1,54 0,39
borneol 1166 1,11 0,62
a-phellandren-8-ol 1168 0,30 0,27
isocamphopinone 1174 0,10 0,11
terpinen-4-ol 1177 0,59 0,37

p-methylacetophenone 1183 0,10 0,07



Compuestos IK Hojas Tallos
p-cymen-8-ol 1185 0,26 0,18
a-terpineol 1190 0,29 0,17
mirtenal 1193 0,46 0,27
mirtenol 1195 0,85 0,41
verbenona 1207 0,42 0,44
trans-carveol 1219 0,44 0,30
isobornil formato 1226 0,01
cis-carveol 1229 0,09 0,03
cis-ocimenona 1233 0,31 0,19
cuminaldehido 1238 0,14 0,08
trans-ocimenona 1241 0,02 0,01
d-carvona 1243 0,29 0,19
piperitona 1253 0,06 0,03
felandral 1272 0,15 0,07
bornil acetato 1285 3,46 2,25
timol 1290 0,11 0,04
isocarveol 1293 0,27 0,17
trans-pinocarvil acetato 1296 0,22 0,09
carvacrol 1303 0,39 0,23
mirtenil acetato 1324 0,42 0,57
carvil acetato 1339 0,16 0,17
o-cubeneno 1349 0,15 0,15
eugenol 1357 0,05 0,04
ciclosativeno 1362 0,68 0,65
o-copaeno 1371 0,41 0,56
a-ilangeno 1374 0,28 0,23
(+)-sativeno 1383 0,21 0,19
R-cubebeno 1389 0,05 0,04
a-gurjuneno 1412 0,10 0,07
a-ionone, (e) 1425 0,04 0,04
aromandendreno 1434 0,29 0,27
aloaromadendreno 1454 1,17 1,19
y-muuroleno 1472 0,23 0,28
R-selineno 1478 0,24 0,33
R-ionone 1483 0,10 0,09
viridifloreno 1488 2,09 2,18
a-muuroleno 1494 0,29 0,34
y-cadineno 1506 0,30 0,36
calameneno 1517 0,74 0,68
6-cadineno 1518 0,78 0,70
a-calacoreno 1536 0,54 0,71
palustrol 1559 1,09 1,24
spatulenol 1570 1,63 1,97
cariofileno oxido 1574 0,05 0,06
viridiflorol 1585 20,27 25,36
ledol 1594 9,70 11,05
1-epi-cubenol 1621 1,44 1,29



Compuestos IK Hojas Tallos
isospatulenol 1631 0,21 0,29
a-muurolol 1635 0,58 0,75
R-eudesmol 1641 1,04 1,43
a-cadinol 1649 0,43 0,63
cadaleno 1668 1,49 2,07
ambrox 1749 0,37 0,56
benzil benzoato 1765 0,22 0,22
6-oxoisoambrox 1838 0,10 0,11
sclareoloxido 1875 0,18 0,23
15-nor-labdan-8-ol 1961 1,57 1,86
16-kaureno 2020 1,06 1,78
Monoterpenos hidrocarbonados 6,47 4,03
monoterpenos oxigenados 15,53 7,14
Sesquiterpenos hydrocarbonados 10,11 11,04
Sesquiterpenos oxigenados 36,79 44,62
Diterpenos hydrocarbonados 1,06 1,78
Otros 9,24 7,74
Total Identificado 79,20 76,35




Tabla 20. Composicién quimica (%) del aceite esencial de C. ladanifer para los cuatro tratamientos y las tres fechas de recoleccion (Tabla completa, Capitulo 5).

Agosto Septiembre Octubre
Compuestos 1K C F R F+R C F R F+R C F R F+R
tricicleno 924 0,09 0,09 0,18 0,11 0,11 0,08 0,19 0,16 0,18 0,25 0,27 0,28
1-methylcycloheptanol 926 0,20 0,17 0,17 0,18 0,14 0,15 0,16 0,17 0,13 0,12 0,13 0,13
a-tuyeno 928 0,02 0,02 0,06 0,06 0,04 0,03 0,06 0,06 0,10 0,10 0,11 0,10
a-pineno 936 3,38 2,36 7,21 7,05 5,37 3,76 7,58 7,42 12,91 11,82 13,15 12,95
canfeno 951 0,63 0,63 1,26 0,83 0,72 0,61 1,31 1,20 1,36 1,76 1,98 2,01
thuja-2,4(10)-dieno 956 0,28 0,24 0,24 0,26 0,25 0,22 0,24 0,24 0,24 0,24 0,25 0,26
benzaldehido 962 0,11 0,09 0,08 0,09 0,09 0,09 0,09 0,10 0,09 0,08 0,07 0,09
6-methyl-6-hepten-2-one 969 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,02 0,03 0,02 0,02 0,02 0,02
sabineno 975 0,02 0,02 0,04 0,04 0,03 0,03 0,05 0,06 0,08 0,08 0,08 0,08
B-pineno 978 0,05 0,04 0,12 0,10 0,08 0,50 0,12 0,12 0,17 0,18 0,19 0,19
6-methyl-5-hepten-2-one 988 0,04 0,04 0,03 0,04 0,04 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03
B-mirceno 992 0,17 0,16 0,15 0,16 0,17 0,16 0,16 0,16 0,17 0,18 0,18 0,19
6-2-careno 998 0,03 0,03 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,01 0,01 0,01 0,02
trans-2-(2-pentenyl)-furano 1002 nd nd nd nd nd nd nd nd nd 0,01 0,01 0,01
a-phellandreno 1005 0,23 0,08 0,09 0,09 0,10 0,08 0,10 0,10 0,13 0,14 0,14 0,14
a-terpineno 1018 0,07 0,07 0,11 0,12 0,11 0,09 0,14 0,14 0,21 0,23 0,23 0,24
B-felandreno 1023 0,05 0,05 0,04 0,04 0,05 0,05 0,04 0,04 0,03 0,03 0,03 0,03
p-cimeno 1026 1,36 1,20 1,58 1,63 1,49 1,36 1,54 1,61 1,62 1,44 1,57 1,59
limoneno 1030 0,28 0,24 0,49 0,49 0,42 0,36 0,49 0,50 0,78 0,72 0,76 0,75
1,8-cineol 1033 0,18 0,15 0,18 0,18 0,17 0,16 0,18 0,19 0,18 0,17 0,19 0,20
2,2,6-trimetilciclohexano 1037 2,39 2,31 1,82 1,91 1,83 1,82 1,38 1,44 1,16 1,12 1,15 1,22
y-terpineno 1061 0,50 0,49 0,48 0,50 0,48 0,45 0,46 0,46 0,57 0,58 0,58 0,60
acetofenona 1067 0,13 0,12 0,10 0,10 0,10 0,10 0,09 0,09 0,09 0,09 0,08 0,08
cis-linalol oxido 1073 0,34 0,33 0,31 0,31 0,32 0,31 0,29 0,30 0,27 0,28 0,25 0,29
canfelinona 1083 0,05 0,05 0,05 0,05 0,04 0,04 0,04 0,04 0,03 0,04 0,04 0,04



Agosto Septiembre Octubre
Compuestos IK C F R F+R C F R F+R C F R F+R
p-cimeneno 1090 0,70 0,68 0,57 0,54 0,68 0,60 0,62 0,54 0,53 0,52 0,49 0,49
linalol 1100 0,11 0,10 0,11 0,12 0,10 0,10 0,11 0,12 0,13 0,13 0,12 0,13
hotrienol 1105 0,17 0,14 0,16 0,16 0,18 0,13 0,12 0,16 0,14 0,11 0,14 0,12
cis-rosa oxido 1112 0,11 0,14 0,10 0,09 0,12 0,10 0,08 0,09 0,11 0,14 0,11 0,12
B-fenchol 1114 0,06 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,04 0,05 0,05 0,05 0,05
a-tujona 1116 0,05 0,05 0,05 0,05 0,04 0,05 0,05 0,05 0,05 0,04 0,05 0,05
a-camfolenal 1126 0,72 0,68 0,93 0,93 0,75 0,68 0,90 0,93 1,08 1,05 1,09 1,15
trans-rosa oxido 1129 0,06 0,06 0,05 0,05 0,06 0,06 0,06 0,06 0,13 0,08 0,08 0,07
I-trans-pinocarveol 1139 3,91 3,59 4,21 3,99 3,49 3,53 4,24 4,28 3,76 3,50 3,90 3,91
3-nonen-2-one 1143 0,36 0,36 0,40 0,38 0,26 0,29 0,32 0,28 0,21 0,26 0,29 0,33
camfor 1144 0,24 0,31 0,29 0,31 0,22 0,26 0,31 0,30 0,31 0,26 0,25 0,26
cis-verbenol 1146 0,11 0,07 0,09 0,08 0,06 0,05 0,07 0,08 0,08 0,11 0,08 0,09
isoborneol 1157 0,20 0,19 0,22 0,22 0,19 0,19 0,24 0,22 0,25 0,24 0,25 0,22
isopinocamfone 1160 0,20 0,19 0,18 0,18 0,18 0,19 0,19 0,18 0,20 0,24 0,22 0,25
pinocarvone 1162 1,40 1,30 1,63 1,57 1,37 1,36 1,64 1,69 1,72 1,65 1,77 1,78
borneol 1166 1,12 1,26 1,33 1,05 0,98 1,06 1,04 1,13 0,87 1,12 1,11 1,17
a-phellandren-8-ol 1168 0,28 0,31 0,30 0,31 0,29 0,24 0,32 0,28 0,40 0,44 0,42 0,46
isocamphopinone 1174 0,12 0,20 0,10 0,09 0,11 0,12 0,20 0,09 0,26 0,17 0,19 0,18
terpinen-4-ol 1177 0,64 0,57 0,99 1,01 0,72 0,66 0,87 0,94 1,24 1,16 1,20 1,21
p-methylacetophenone 1183 0,13 0,12 0,13 0,12 0,12 0,11 0,12 0,12 0,11 0,10 0,11 0,11
p-cymen-8-ol 1185 0,38 0,35 0,36 0,38 0,33 0,31 0,33 0,37 0,29 0,28 0,28 0,30
a-terpineol 1190 0,28 0,26 0,37 0,36 0,28 0,26 0,30 0,31 0,37 0,36 0,37 0,40
mirtenal 1193 0,48 0,46 0,55 0,54 0,47 0,46 0,57 0,60 0,56 0,52 0,55 0,59
mirtenol 1195 0,87 0,77 0,88 0,86 0,76 0,76 0,81 0,86 0,75 0,68 0,75 0,78
verbenona 1207 0,60 0,53 0,49 0,51 0,50 0,46 0,50 0,51 0,46 0,42 0,42 0,48
trans-carveol 1219 0,44 0,40 0,46 0,47 0,38 0,36 0,39 0,44 0,43 0,41 0,41 0,44
isobornil formato 1226 0,04 0,04 0,05 0,04 0,03 0,04 0,04 0,04 0,02 0,03 0,03 0,03



Agosto Septiembre Octubre
Compuestos IK C F R F+R C F R F+R C F R F+R
cis-carveol 1229 0,07 0,06 0,09 0,08 0,07 0,06 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09
cis-ocimenona 1233 0,25 0,24 0,25 0,24 0,27 0,25 0,24 0,27 0,38 0,35 0,33 0,30
cuminaldehido 1238 0,18 0,17 0,17 0,17 0,16 0,17 0,18 0,19 0,17 0,16 0,17 0,18
trans-ocimenona 1241 0,04 0,04 0,05 0,04 0,04 0,04 0,05 0,05 0,08 0,08 0,08 0,07
d-carvona 1243 0,31 0,31 0,25 0,27 0,29 0,30 0,24 0,25 0,23 0,24 0,23 0,25
piperitona 1253 0,09 0,08 0,08 0,08 0,08 0,07 0,07 0,07 0,07 0,06 0,07 0,07
felandral 1272 0,16 0,16 0,15 0,15 0,14 0,14 0,14 0,15 0,14 0,14 0,14 0,15
bornil acetato 1285 3,19 3,44 3,30 3,00 2,90 3,17 3,26 3,04 2,98 3,18 3,30 3,31
timol 1290 0,13 0,12 0,12 0,12 0,11 0,11 0,11 0,11 0,09 0,09 0,09 0,10
isocarveol 1293 0,14 0,13 0,15 0,14 0,19 0,16 0,19 0,20 0,26 0,27 0,26 0,27
trans-pinocarvil acetato 1296 0,21 0,22 0,21 0,21 0,18 0,22 0,24 0,22 0,22 0,21 0,23 0,22
carvacrol 1303 0,31 0,31 0,31 0,32 0,31 0,30 0,31 0,30 0,33 0,33 0,31 0,35
mirtenil acetato 1324 0,61 0,58 0,55 0,56 0,54 0,47 0,61 0,49 0,51 0,42 0,40 0,43
carvil acetato 1339 0,20 0,18 0,18 0,19 0,17 0,17 0,17 0,17 0,17 0,16 0,17 0,17
a-cubeneno 1349 0,23 0,24 0,35 0,30 0,28 0,34 0,31 0,35 0,22 0,29 0,25 0,25
eugenol 1357 0,05 0,04 0,05 0,05 0,05 0,05 0,06 0,06 0,07 0,08 0,08 0,08
ciclosativeno 1362 0,62 0,60 0,66 0,68 0,70 0,70 0,74 0,70 0,64 0,66 0,65 0,60
a-copaeno 1371 0,45 0,41 0,57 0,57 0,52 0,48 0,56 0,56 0,51 0,53 0,48 0,47
a-ilangeno 1374 0,29 0,31 0,23 0,24 0,25 0,27 0,21 0,22 0,16 0,16 0,16 0,17
(+)-sativeno 1383 0,21 0,21 0,20 0,19 0,23 0,23 0,23 0,21 0,20 0,19 0,19 0,20
R-cubebeno 1389 0,05 0,04 0,03 0,04 0,04 0,05 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,05
a-gurjuneno 1412 0,13 0,11 0,12 0,11 0,14 0,15 0,12 0,13 0,13 0,12 0,11 0,11
a-ionone, (e) 1425 0,03 0,03 0,02 nd 0,03 0,04 0,02 0,02 nd nd nd 0,02
aromandendreno 1434 0,25 0,27 0,21 0,20 0,27 0,30 0,23 0,22 0,19 0,19 0,19 0,18
aloaromadendreno 1454 1,09 1,03 1,28 1,26 1,27 1,21 1,30 1,33 1,21 1,23 1,14 1,16
y-muuroleno 1472 0,21 0,20 0,24 0,24 0,23 0,22 0,24 0,23 0,21 0,22 0,20 0,20
B-selineno 1478 0,23 0,17 0,32 0,26 0,29 0,31 0,37 0,30 0,33 0,26 0,27 0,30



Agosto Septiembre Octubre
Compuestos IK C F R F+R C F R F+R C F R F+R
R-ionone 1483 0,10 0,10 0,13 0,12 0,12 0,12 0,14 0,12 0,13 0,15 0,14 0,14
viridifloreno 1488 1,59 1,66 1,41 1,43 1,82 1,89 1,60 1,50 1,28 1,46 1,25 1,29
a-muuroleno 1494 0,23 0,22 0,30 0,29 0,27 0,25 0,31 0,28 0,25 0,27 0,26 0,25
y-cadineno 1506 0,28 0,27 0,31 0,31 0,28 0,27 0,28 0,27 0,22 0,21 0,20 0,20
calameneno 1517 0,57 0,55 0,66 0,60 0,60 0,56 0,71 0,57 0,51 0,53 0,54 0,47
6-cadineno 1518 0,56 0,60 1,01 0,84 0,82 0,68 1,01 0,87 0,80 1,08 0,87 0,81
a-calacoreno 1536 0,64 0,66 0,61 0,69 0,67 0,65 0,67 0,67 0,60 0,67 0,58 0,59
palustrol 1559 0,93 0,94 0,84 0,86 0,96 0,96 0,86 0,87 0,76 0,76 0,74 0,72
spatulenol 1570 1,47 1,37 1,61 1,57 1,45 1,40 1,46 1,51 1,27 1,14 1,08 1,12
cariofileno oxido 1574 0,15 0,13 0,21 0,16 0,13 0,19 0,15 0,16 0,14 0,16 0,15 0,11
viridiflorol 1585 20,38 21,09 17,98 18,76 20,03 20,16 17,86 18,69 15,97 17,03 15,74 15,73
ledol 1594 8,92 9,25 8,59 8,78 9,08 9,18 8,74 8,27 7,26 7,41 7,25 6,59
1-epi-cubenol 1621 0,93 0,93 1,05 0,94 0,92 0,90 1,04 0,92 0,82 0,91 0,85 0,79
isospatulenol 1631 0,22 0,23 0,17 0,19 0,21 0,21 0,17 0,17 0,14 0,14 0,13 0,13
a-muurolol 1635 0,55 0,55 0,62 0,62 0,55 0,52 0,60 0,54 0,44 0,47 0,44 0,39
R-eudesmol 1641 1,29 1,19 1,28 1,24 1,23 1,39 1,44 1,21 1,14 0,86 1,04 0,95
a-cadinol 1649 0,38 0,36 0,45 0,42 0,37 0,35 0,30 0,33 0,28 0,26 0,25 0,19
cadaleno 1668 1,31 1,17 1,03 0,98 1,16 1,23 1,18 1,06 0,94 0,99 0,88 0,76
ambrox 1749 0,40 0,44 0,38 0,42 0,40 0,44 0,35 0,41 0,49 0,49 0,46 0,47
benzil benzoato 1765 0,22 0,22 0,17 0,18 0,18 0,19 0,16 0,17 0,17 0,17 0,16 0,16
6-oxoisoambrox 1838 0,08 0,08 0,05 0,06 0,06 0,06 0,06 0,05 0,04 0,04 0,04 0,04
sclareoloxido 1875 0,26 0,28 0,22 0,24 0,28 0,29 0,24 0,26 0,24 0,26 0,22 0,23
15-nor-labdan-8-ol 1961 2,12 2,40 1,46 1,63 1,91 2,32 1,34 1,50 1,26 1,34 1,28 1,36
16-kaureno 2020 1,04 1,03 0,76 0,85 0,92 0,83 0,67 0,81 0,81 0,81 0,81 0,75
Monoterpenos hidrocarbonados 7,85 6,38 12,65 12,03 10,12 8,39 13,10 12,83 19,08 18,28 20,02 19,91
monoterpenos oxigenados 14,77 14,05 16,00 15,42 13,77 13,59 15,49 15,93 15,99 15,38 16,07 16,60
Sesquiterpenos hydrocarbonados 8,99 8,79 9,64 9,31 9,97 9,86 10,21 9,63 8,55 9,25 8,39 8,16



Agosto Septiembre Octubre
Compuestos IK C F R F+R C F R F+R C F R F+R
Sesquiterpenos oxigenados 35,63 36,48 33,11 33,95 35,35 35,70 32,96 33,06 28,69 29,64 28,13 27,18
Diterpenos hydrocarbonados 1,04 1,03 0,76 0,85 0,92 0,83 0,67 0,81 0,81 0,81 0,81 0,75
Otros 10,36 10,75 8,97 9,01 8,91 9,59 8,35 8,23 7,48 7,63 7,74 8,02
Total Identificado (%) 78,63 77,48 81,13 80,57 79,03 77,96 80,78 80,49 80,61 80,98 81,16 80,62

Control (C), Fertilizacion (F), Riego (R), Ferilizacion + Riego (F + R).



Tabla 21. Composicién quimica (%) del aceite esencial de C. ladanifer para los tres tratamientos y las dos
poblaciones (Tabla completa, capitulo 6).

Guijo de Granadilla Plasencia

Compuestos IK Fresco Secado Secoa do Fresco Secado Secoado

natural 40°C natural 40°C
tricicleno 924 0,16 0,18 0,13 0,06 0,12 0,03
1-methylcycloheptanol 926 0,07 0,10 0,09 0,05 0,05 0,08
a-tuyeno 928 0,07 0,11 0,07 0,08 0,13 0,04
a-pineno 936 11,33 14,57 6,99 14,46 17,67 5,50
canfeno 951 1,35 1,47 1,00 0,66 0,83 0,30
thuja-2,4(10)-dieno 956 0,17 0,22 0,19 0,20 0,26 0,20
benzaldehido 962 0,05 0,10 0,06 0,14 0,20 0,20
6-methyl-6-hepten-2-one 969 0,02 0,02 0,02 nd nd 0,02
sabineno 975 0,29 0,12 0,05 0,45 0,21 0,05
B-pineno 978 0,16 0,20 0,14 0,15 0,17 0,07
6-methyl-5-hepten-2-one 988 0,03 0,03 0,03 0,02 0,03 0,02
B-mirceno 992 0,14 0,18 0,15 0,15 0,19 0,15
6-2-careno 998 nd 0,01 nd nd nd 0,02
trans-2-(2-pentenyl)-furano 1002 nd nd nd nd 0,02 nd
a-phellandreno 1005 0,11 0,15 0,13 0,12 0,17 0,11
a-terpineno 1018 0,18 0,25 0,18 0,20 0,34 0,17
R-felandreno 1023 0,03 0,03 0,03 0,02 0,02 0,03
p-cimeno 1026 1,59 1,74 1,16 1,95 1,77 1,20
limoneno 1030 0,91 0,97 0,48 1,09 0,97 0,39
1,8-cineol 1033 0,15 0,18 0,13 0,17 0,20 0,15
2,2,6-trimetilciclohexano 1037 0,98 1,03 0,99 0,76 0,92 0,73
y-terpineno 1061 0,52 0,66 0,48 0,55 0,75 0,43
acetofenona 1067 0,05 0,08 0,06 0,06 0,10 0,08
cis-linalol oxido 1073 0,23 0,35 0,31 0,23 0,31 0,33
canfelinona 1083 0,02 0,03 0,02 nd nd 0,03
p-cimeneno 1090 0,42 0,69 0,63 0,62 0,70 0,65
linalol 1100 0,11 0,14 0,20 0,12 0,17 0,19
hotrienol 1105 0,12 0,18 0,10 0,19 0,26 0,17
cis-rosa oxido 1112 0,06 0,09 0,12 0,13 0,17 0,17
3-fenchol 1114 0,04 0,05 0,04 nd nd 0,05
a-tujona 1116 0,04 0,05 0,04 0,04 0,05 0,04
a-camfolenal 1126 0,87 1,13 1,05 0,91 1,16 1,01
trans-rosa oxido 1129 0,08 0,22 0,09 0,06 0,07 0,09
I-trans-pinocarveol 1139 2,97 3,50 3,00 3,14 3,67 3,38
3-nonen-2-one 1143 0,25 0,20 0,24 0,22 0,20 0,20
camfor 1144 0,22 0,30 0,24 0,14 0,20 0,21
cis-verbenol 1146 0,04 0,07 0,05 0,06 0,09 0,07
isoborneol 1157 0,21 0,29 0,21 0,20 0,33 0,33
isopinocamfone 1160 0,15 0,16 0,18 nd 0,18 0,24
pinocarvone 1162 1,69 1,83 1,47 1,91 2,08 1,52
borneol 1166 0,88 0,86 0,85 0,55 0,63 0,61
a-phellandren-8-ol 1168 0,30 0,42 0,39 0,33 0,58 0,48

isocamphopinone 1174 0,06 0,07 0,07 0,04 0,05 0,05



Guijo de Granadilla Plasencia
Compuestos IK Fresco Secado Secf do Fresco Secado Secaado
natural 40°C natural 40°C

terpinen-4-ol 1177 1,20 1,39 1,04 1,46 1,63 1,28
p-methylacetophenone 1183 0,12 0,12 0,11 0,14 0,15 0,14
p-cymen-8-ol 1185 0,22 0,29 0,26 0,26 0,28 0,33
a-terpineol 1190 0,38 0,44 0,38 0,39 0,46 0,40
mirtenal 1193 0,54 0,61 0,51 0,58 0,63 0,61
mirtenol 1195 0,64 0,74 0,73 0,66 0,75 0,87
verbenona 1207 0,23 0,44 0,43 0,24 0,34 0,41
trans-carveol 1219 0,33 0,42 0,40 0,36 0,43 0,46
isobornil formato 1226 0,02 0,02 0,02 nd nd 0,02
cis-carveol 1229 0,07 0,09 0,08 0,08 0,09 0,10
cis-ocimenona 1233 0,36 0,39 0,40 0,44 0,43 0,51
cuminaldehido 1238 0,13 0,16 0,15 0,14 0,15 0,15
trans-ocimenona 1241 0,06 0,07 0,08 0,08 0,09 0,10
d-carvona 1243 0,21 0,25 0,23 0,20 0,22 0,28
piperitona 1253 0,07 0,07 0,07 0,06 0,06 0,07
felandral 1272 0,14 0,15 0,15 0,15 0,16 0,18
bornil acetato 1285 2,62 3,08 2,80 2,36 2,42 2,35
timol 1290 0,08 0,09 0,10 0,08 0,08 0,11
isocarveol 1293 0,21 0,26 0,30 0,23 0,26 0,26
trans-pinocarvil acetato 1296 0,21 0,21 0,20 0,25 0,25 0,22
carvacrol 1303 0,27 0,36 0,36 0,23 0,23 0,39
mirtenil acetato 1324 0,34 0,51 0,43 0,42 0,41 0,45
carvil acetato 1339 0,14 0,18 0,17 0,20 0,22 0,17
a-cubeneno 1349 0,18 0,21 0,24 0,12 0,14 0,16
eugenol 1357 0,05 0,09 0,10 0,09 0,12 0,09
ciclosativeno 1362 0,63 0,58 0,64 0,61 0,62 0,63
a-copaeno 1371 0,49 0,48 0,51 0,45 0,47 0,49
a-ilangeno 1374 0,15 0,15 0,19 0,11 0,11 0,16
(+)-sativeno 1383 0,14 0,18 0,22 0,09 0,09 0,16
R-cubebeno 1389 nd 0,04 0,05 nd 0,05 0,06
a-gurjuneno 1412 0,12 0,14 0,14 0,12 0,10 0,11
aromandendreno 1434 0,16 0,16 0,23 0,13 0,09 0,16
aloaromadendreno 1454 1,14 1,15 1,25 1,05 1,03 1,12
y-muuroleno 1472 0,19 0,19 0,23 0,17 0,17 0,22
R-selineno 1478 0,21 0,30 0,26 0,19 0,13 0,23
R-ionone 1483 0,10 0,12 0,11 0,07 0,13 0,09
viridifloreno 1488 1,26 1,29 1,80 1,05 1,06 1,39
a-muuroleno 1494 0,24 0,23 0,28 0,16 0,22 0,34
y-cadineno 1506 0,19 0,21 0,26 0,14 0,16 0,21
calameneno 1517 0,52 0,43 0,47 0,35 0,36 0,42
6-cadineno 1518 0,84 0,75 0,80 0,54 0,60 0,68
a-calacoreno 1536 0,65 0,62 0,75 0,57 0,57 0,73
palustrol 1559 0,72 0,69 0,89 0,63 0,63 0,86
spatulenol 1570 1,38 1,33 1,31 1,32 1,05 1,62
cariofileno oxido 1574 0,17 0,12 0,32 0,21 0,18 0,17
viridiflorol 1585 17,19 14,69 19,35 17,00 15,55 19,15



Guijo de Granadilla Plasencia

Compuestos IK Fresco Secado Secf do Fresco Secado Secaado

natural 40°C natural 40°C
ledol 1594 8,70 6,53 7,94 8,27 6,93 9,61
1-epi-cubenol 1621 0,87 0,70 0,90 0,77 0,77 1,02
isospatulenol 1631 0,17 0,15 0,17 0,16 0,13 0,17
a-muurolol 1635 0,53 0,40 0,47 0,41 0,34 0,50
3-eudesmol 1641 1,12 0,94 0,69 1,13 0,74 1,23
a-cadinol 1649 0,36 0,26 0,35 0,28 0,21 0,32
cadaleno 1668 0,83 0,74 1,07 1,20 1,00 1,56
ambrox 1749 0,54 0,52 0,57 0,45 0,38 0,48
benzil benzoato 1765 0,19 0,17 0,20 0,22 0,18 0,26
6-oxoisoambrox 1838 0,07 0,06 0,06 0,04 0,18 0,03
sclareoloxido 1875 0,31 0,25 0,27 0,32 0,31 0,33
15-nor-labdan-8-ol 1961 1,85 1,23 1,66 2,06 1,64 1,86
16-kaureno 2020 1,30 0,84 0,99 0,74 0,52 0,57
Monoterpenos hidrocarbonados 17,40 21,56 11,77 20,73 24,25 9,31
monoterpenos oxigenados 13,17 16,18 14,24 13,78 16,45 15,56
Sesquiterpenos hydrocarbonados 8,00 7,95 9,50 6,97 7,00 8,92
Sesquiterpenos oxigenados 31,74 26,33 32,95 30,63 26,91 35,11
Diterpenos hydrocarbonados 1,30 0,84 0,99 0,74 0,52 0,57
Otros 7,28 7,42 7,40 7,24 7,22 7,16
Total Representado 59,37 58,48 55,53 61,42 61,67 55,38







ANEXO 2. DATOS EDAFOLOGICOS y CLIMATICOS

En este Anexo se exponen los resultados de los analisis edafolégicos y climaticos

de cada una de las poblaciones enasayadas en la Tesis Doctoral.



Tabla 22. Variables edaficas estimas en las 12 parcelas de C. ladanifer distribuidas en 4 poblaciones y dos tipos de suelo.

Variables Edaficas

Suelo zona Poblacion pH Conductividad (uS/cm) Materia organica (%) Nitrégeno Total (%) P Olsen (mg/Kg) C.I.C (meq/100 gr) Arena Arcilla Limo

Pizarra A Pdz 5,8 9,88 0,96 0,09 <25 19,5 77,16 17,86 4,98
Pizarra A Pdz 5,2 11,7 1,03 0,06 <25 22,6 59,65 12,92 27,43
Pizarra A Pdz 5,2 12,39 0,54 0,06 <25 6,9 67,21 6,67 26,12
Pizarra B VdF 51 10,27 0,92 0,06 <2,5 5,7 80,05 5,32 14,63
Pizarra B VdF 51 10,27 0,73 0,08 <2,5 8,1 77,33 15,26 7,41
Pizarra B VdF 5,2 10,69 0,59 0,07 <2,5 14,7 81,84 7,52 10,64
Granito C TdbM 5,3 12,09 1,04 0,04 <2,5 11,2 80,34 2,84 16,83
Granito C TdbM 5,4 9,28 0,98 0,08 <2,5 18,6 80,15 17,43 2,43
Granito C TdDM 5,3 11,09 1,03 0,06 <2,5 14,4 77,33 7,85 14,81
Granito D VdG 5,2 10,52 1,01 0,08 <2,5 16,3 82,66 14,93 2,42
Granito D VdG 5,2 10,7 1,2 0,05 <2,5 13,8 79,7 5,41 14,89
Granito D VdG 5,2 11,09 1,29 0,06 <2,5 9,1 77,33 17,73 4,94

Pozuelo de Zarzén (PdZz); Valverde del fresno (VdF); Torre de Don Miguel (TdDM); Villasbuenas de Gata (VdG).



Tabla 23. Variables climaticas estimadas en las 12 parcelas de C. ladanifer distribuidas en 4 poblaciones y dos tipos de suelo.

Pozuelo de zarzén

Valverde del fresno

Mes Tmax (2C) Tmin (2C) Tmed (2C) Vmax(Km/h) TPrec(mm) Tmax(2C) Tmin(2C) Tmed (2C) Vmax (Km/h) TPrec (mm)
Enero 13,1 3,4 8,2 16,1 55,1 13,0 4,4 8,7 18,0 99,4
Febrero 13,5 4,1 8,8 19,5 75,3 13,0 4,3 8,7 21,8 102,3
Marzo 17,1 5,5 11,3 19,9 66,5 16,4 5,8 11,1 22,2 93,6
Abril 20,9 8,9 14,9 19,0 69,7 19,7 8,8 14,2 19,5 93,4
Mayo 25,2 11,5 18,3 18,6 42,3 23,8 11,7 17,7 21,6 52,2
Junio 30,9 15,8 23,3 18,7 8,4 29,2 15,8 22,5 21,7 13,4
Julio 34,6 18,0 26,3 18,0 5,5 33,1 18,5 25,8 22,0 5,0
Agosto 34,8 18,1 26,5 18,7 2,5 33,8 18,9 26,3 23,8 4,7
Septiembre 30,1 15,3 22,7 16,7 33,2 29,3 15,8 22,6 20,2 56,3
Octubre 23,9 12,0 17,9 14,8 101,9 23,1 12,3 17,7 17,3 98,5
Noviembre 16,6 6,9 11,7 16,0 83,4 16,1 7,4 11,8 18,7 102,1
Diciembre 13,6 3,5 8,6 13,5 50,1 13,8 4,2 9,0 16,4 61,6
Torre de Don Miguel Villasbuenas de Gata
Mes Tmax (2C) Tmin (2C) Tmed (2C) Vmax(Km/h) TPrec(mm) Tmax(2C) Tmin(2C) Tmed(2C) Vmax(Km/h) TPrec(mm)
Enero 12,9 2,9 7,9 16,9 51,8 12,4 4,4 8,4 18,8 120,9
Febrero 12,8 3,4 8,1 20,1 100,8 12,5 4,2 8,3 21,1 123,8
Marzo 17,1 4,7 10,9 20,3 47,2 15,8 5,8 10,8 21,6 123,7
Abril 20,3 7,8 14,0 18,8 84,9 19,1 8,6 13,8 19,1 107,8
Mayo 24,2 10,2 17,2 20,2 51,4 23,3 11,4 17,4 20,3 61,4
Junio 29,9 14,1 22,0 20,4 6,7 29,1 15,8 22,5 21,4 18,0
Julio 34,5 16,9 25,7 21,6 2,8 33,1 18,4 25,8 21,6 5,5
Agosto 34,1 16,9 25,5 22,6 4,5 33,6 19,2 26,4 22,4 4,7
Septiembre 29,8 14,2 22,0 18,1 50,7 29,0 16,4 22,7 19,7 30,5
Octubre 22,4 10,9 16,6 14,8 110,5 22,6 12,3 17,5 15,7 119,0
Noviembre 15,9 6,1 11,0 16,0 103,0 15,7 7,2 11,5 17,8 124,2
Diciembre 14,0 2,8 8,4 13,8 83,0 13,2 4,7 8,9 15,8 73,0




Diagrama Ombrotérmico Pozuelo de Zarzén

Diagrama Ombrotérmico Valverde del Fresno
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Figura 34. Diagrama ombroclimatico para la Variacion mensual de la precipitacion total acumulada (mm) y la temperatura media (2C).




Tabla 24. Variables climaticas estimadas en la poblacion de Guijo de Granadilla.

Guijo de Granadilla

Mes Tmax (2C) Tmin (2C) Tmed (2C) Vmax (Km/h) TPrec (mm)

Enero 12,6 3,6 8,1 17,8 59,0
Febrero 14,5 4,6 9,5 19,4 69,5
Marzo 17,4 5,9 11,6 20,6 67,1
Abril 20,3 8,9 14,6 19,7 80,9
Mayo 25,6 12,5 19,0 19,6 35,1
Junio 30,4 16,1 23,2 19,9 9,7
Julio 34,8 19,3 27,0 19,6 5,7
Agosto 34,4 19,1 26,8 20,0 8,7
Septiembre 29,9 16,1 23,0 18,5 33,7
Octubre 23,3 12,1 17,7 17,2 88,8
Noviembre 16,2 7,5 11,8 17,6 66,4
Diciembre 13,3 4,1 8,7 16,3 64,0




