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RESUMEN

Las malezas representan un desafio en la agricultura por su interferencia en los cultivos. Se
investigaron los efectos de dos aceites esenciales, de Rosmarinus officinalis (RO) vy
Eucalyptus globulus (EG), para controlar malezas sin comprometer la calidad de Lactuca
sativa var. Journey, especialmente el diametro de cabeza y peso limpio. Los aceites se
extrajeron mediante destilacion por arrastre de vapor y se formularon como bioherbicidas.
Se evaluo su efecto sobre la germinacion de Datura stramonium (DS) y Lolium multiflorum
(LM) en laboratorio, utilizando siete tratamientos por bioherbicida. Se determin6 que con
una dosis de 157 mL ha?l se inhibe mas del 80% de la germinacion de DS y LM.
Posteriormente, en macetas bajo condiciones de campo, se analizd el control pre y post
emergente con tres dosis a partir de 157 mL ha, aunque no se encontraron diferencias
significativas, descartando el efecto fitotoxico en estas dosis. También se evaluo el efecto
fitotoxico sobre la lechuga, observandose deformaciones en el tallo, sin afectar los
pardmetros de calidad. Los antecedentes recabados son muy incipientes para indicar, si los
aceites pudieran tener un efecto como bioherbicidas pre emergentes. Se sugiere seguir
investigando en esta linea en condiciones de campo.

Palabras clave: bioherbicidas, aceites esenciales, control de malezas, extractos vegetales



ABSTRACT

Weeds pose a significant challenge in agriculture due to their interference with crop growth.
The effects of two essential oils, from Rosmarinus officinalis (RO) and Eucalyptus globulus
(EG), were investigated for controlling weeds without compromising the quality of Lactuca
sativa var. Journey, particularly regarding head diameter and clean weight. The oils were
extracted via steam distillation and formulated as bioherbicides. Their effects on the
germination of Datura stramonium (DS) and Lolium multiflorum (LM) were evaluated in the
laboratory using seven treatments per bioherbicide. It was determined that at a dose of 157
mL ha? inhibited over 80% of the germination of both DS and LM. Subsequently, in pots
under field conditions, pre- and post-emergent control was assessed using three doses starting
from 157 mL ha, although no significant differences were found, ruling out phytotoxic
effects at these doses. Additionally, phytotoxic effects on lettuce were evaluated, revealing
stem deformities without affecting quality parameters. The collected data is preliminary and
does not definitively indicate whether the oils could act as pre-emergent bioherbicides.
Continued research in this area under field conditions is recommended.

Keywords: bioherbicides, essential oils, weed control, plant extracts.



INTRODUCCION

Entre los principales factores bioldgicos que dificultan la produccion agricola, las malezas se
consideran las méas perjudiciales (Zimdahl, 2018). Segun “Weed Science Society of
America” (2016) una maleza corresponde a una “planta que causa pérdidas econémicas 0
dafio ecoldgico, crea problemas de salud para humanos o animales, o es indeseable donde
crece”.

Varios autores sefialan que estas pérdidas econdmicas son causadas principalmente por la
disminucion del rendimiento de los cultivos, el cual puede superar el 30% (Oerke, 2006;
Gharde et al., 2018; Soltani et al., 2017). Segun Jabran et al. (2015) este efecto esta
relacionado directamente con la interferencia que generan las malezas a los cultivos.

Se entiende por interferencia a la suma de la competencia y la alelopatia, dos fenémenos que
son dificiles de separar en la practica, por lo cual se utiliza para referirse a las interacciones
entre plantas, sin precisar su causa (Duke et al., 2001). La competencia se refiere a las
habilidades relativas de diferentes plantas dentro de la comunidad para utilizar un recurso
escaso (agua, nutrientes del suelo y radiacion solar), lo que esta determinado por la capacidad
de extraccion y la eficiencia en la utilizacion de dichos recursos (McDonald y Gill, 2009).
Por otra parte, la alelopatia esta definida como la influencia directa de un compuesto quimico
(aleloguimico) liberado por una planta sobre el crecimiento y desarrollo de otra (Kimy Shin,
2004). En general, los aleloquimicos se liberan al medio por volatilizacién, lixiviacion,
descomposicion y excrecién (Blum, 2011).

Ademas, las malezas pueden generar algunos dafios indirectos a los cultivos, pudiendo servir
como hospederas de plagas y enfermedades (Capinera, 2005), dificultar el proceso de
cosecha, aumentando los costos de esta labor (Labrada y Parker, 1996), entre otros dafios
indirectos.

El uso de herbicidas ha reemplazado en gran medida a los métodos mecanicos de control de
malezas en paises donde se practica la agricultura intensiva y altamente mecanizada.
Simultdneamente, existe una bdsqueda activa de alternativas naturales mediante la utilizacion
de compuestos sintetizados directamente por plantas (Giardini et al., 2018).

Al estudiar algunas sustancias de origen vegetal, ha sido posible identificar que las plantas
producen una gama de aleloquimicos que, ademéas de desempefiar funciones fisioldgicas,
también permiten la interaccion entre los individuos, lo que provoca impactos en el ambiente
adyacente (Ferreiray Aquila, 2000). Por ejemplo, se han detectado aleloquimicos que pueden
afectar la captacion de nutrientes y el crecimiento de raices de otras plantas, entre otros
efectos (Cheng y Cheng, 2015). Estos efectos pueden ser utilizados para reducir la presencia
de malezas en rotaciones de cultivos o utilizando acolchados vegetales (mulch),
aprovechando los aleloquimicos producidos (Farooq et al., 2013).

Se ha experimentado con sustancias de origen vegetal, para el control de malezas (Batish et
al., 2008), los que son denominados bioherbicidas. Herrera (2010) trabajé con residuos de la



industria olivicola y detectd que algunos extractos de estos residuos disminuian el porcentaje
de germinacion de especies anuales, como Datura sp., y reducian la brotacion de especies
perennes como Sorghum halepense, Bidens aurea, Cynodon dactylon y, en mayor medida, a
Convolvulus arvensis.

Los bioherbicidas son elaborados a partir de plantas, al extraer algunas sustancias de su
metabolismo (Giardini et al. 2018). Un ejemplo de productos naturales con potencial
bioherbicida son los aceites esenciales, los que, segun lo definido por la Organizacion
Internacional de Normalizacion, son “productos obtenidos a partir de materia prima vegetal,
ya sea por destilacion con agua o vapor” (ISO, 1997). El término “esencial” de estos aceites
hace referencia a la particularidad de una planta, més que a un componente que cumpla una
funcién bioldgica vital. Estos extractos son comunmente utilizados en la industria
farmacéutica, alimenticia y mayoritariamente en perfumeria (Mamadalieva et al., 2020).
Actualmente, los aceites esenciales son potenciales productos alternativos para la elaboracion
de biopesticidas o bioherbicidas (Gomez, 2010).

Romagni et al. (2000) y Singh et al. (2002) sefialan que, los herbicidas basados en aceites
esenciales poseen muchas ventajas, debido a que presentan una gran variedad de mecanismos
de accidn, integrando diversos componentes que acttan de forma sinérgica y no aditiva, lo
que hace mas complejo el desarrollo de resistencias (Cimanga et al., 2002). Una ventaja
indirecta de estos extractos es que, debido a sus compuestos volatiles, pueden mejorar la
polinizacién, atrayendo insectos polinizadores y/o repeliendo a otros que pueden ser
perjudiciales para el desarrollo del cultivo (Blazquez, 2014).

Es factible el uso de aceites esenciales para controlar malezas cuando la elaboracion,
aplicacion y costos son consecuentes con el plan de manejo del cultivo (Kohli et al., 1998).
Sin embargo, Batish et al. (2006) sefialan que aun existen muchas limitaciones frente a
competir con los herbicidas sintéticos, mencionan factores tales como la volatilidad del
aceite, la lipofilia, la dificultad en la absorcidn de la planta, la efectividad en condiciones de
campo, toxicidad para cultivos y la inconsistencia en la composicion del aceite. Con relacion
a la variabilidad del aceite, indican que podria variar con la estacion de colecta, el clima, las
variedades de las especies a utilizar e incluso con la edad de la planta. Sin embargo, podrian
ser una opcion viable para reemplazar los herbicidas sintéticos bajo practicas de agricultura
organica (Batish et al., 2008).

Ramezani et al. (2008), Piraste-Anoshe et al. (2011) y Atak et al. (2016) han investigado el
efecto de aceites esenciales de Rosmarinus officinalis (romero) y concuerdan en que este
producto posee un efecto fitotdxico en malezas inhibiendo su germinacién. Se han publicado
estudios sobre la composicién quimica de los aceites esenciales de romero en diferentes
regiones del mundo, por ejemplo, el a-pineno es uno de sus componentes mayoritarios
cuando la planta se encuentra en estado de fructificacion (Alipour et al., 2019).

Se ha demostrado que el aceite esencial producido a partir del follaje de Eucalyptus globulus
(eucalipto) retarda el crecimiento de la vegetacién cercana (May y Ash, 1990, Liu et al.,
2008). También se ha identificado que el uso de este aceite tiene un mayor efecto en semillas
pequefias y que uno de sus compuestos, el citronelal, es mas toxico para malezas
dicotileddneas que monocotiledéneas (Singh et al., 2002, Singh et al., 2006).



Hipotesis

Los compuestos naturales de Rosmarinus officinalis y/o Eucalyptus globulus son capaces de
controlar Datura stramonium y/o Lolium multiflorum, y no afectan el crecimiento y
desarrollo de Lactuca sativa.

Objetivos

Objetivo general

Determinar la eficiencia y la selectividad herbicida de extractos de Rosmarinus officinalis y
Eucalyptus globulus.

Objetivos especificos

Obtener al menos un producto en base a aceites esenciales que controle malezas en bajas
concentraciones.

Determinar la eficiencia herbicida de extractos de Rosmarinus officinalis y Eucalyptus
globulus en el control de la germinacion de Datura stramonium y Lolium multiflorum, en
condiciones de laboratorio y de campo.

Determinar la selectividad herbicida de extractos de Eucalyptus globulus y Rosmarinus
officinalis sobre Lactuca sativa.



MATERIALES Y METODOS

Ubicacién del estudio

El estudio se realizo en las dependencias de la Estacion Experimental Antumapu de la
Facultad de Ciencias Agronomicas de la Universidad de Chile, ubicado en la Region
Metropolitana, Chile (coordenadas 33°34°14°’S 'y 70°38°01°"). Los trabajos de laboratorio se
realizaron en el Laboratorio de Manejo y Control de Malezas del Departamento de
Produccion Agricola de la misma universidad.

Materiales

Material bioldgico

Para la elaboracion de los aceites esenciales se utilizaron hojas y tallos de Rosmarinus
officinalis (romero) y hojsa de Eucalyptus globulus (eucalipto), extraidas en primavera de
2019 desde la estacion experimental Antumapu, ubicada en La Pintana, y la estacion
experimental German Greve Silva, ubicada en Rinconada de Maipd, ambas en Santiago.
Estas fueron procesadas inmediatamente luego de ser extraidas, para evitar la pérdida de
compuestos por volatilizacion.

Se utilizaron semillas de las malezas Datura stramonium (chamico) y Lolium multiflorum
(ballica anual), las que fueron recolectadas en la Estacion Experimental Antumapu de la
Universidad de Chile durante el verano de 2019. Luego, se almacenaron en bolsas de papel
etiquetadas hasta ser utilizadas. Ademads, se utilizaron semillas de la especie cultivada:
Lactuca sativa (lechuga) para generar los almacigos que fueron utilizados en las pruebas de
fitotoxicidad. Estas Ultimas fueron facilitadas por el Banco de Semillas del Laboratorio de
Mejoramiento Horticola de la Universidad de Chile.

Materiales de laboratorio

Para la extraccion de aceite esencial, con la cual se elaboraron ambos bioherbicidas, se utilizo
un equipo de destilacién por arrastre de vapor de acero inoxidable, modelo “AE-100" de 100
L, fabricado por Agri aromas Molina, ademas de materiales de laboratorio como embudos de
decantacion, botellas de vidrio y pipetas para la separacion y almacenaje de los aceites
esenciales. Para la conservacion de las semillas, se utiliz6 una camara de frio a 4°C y
humedad relativa cercana al 10% (ISTA, 2017).

Para los ensayos que fueron realizados en laboratorio, se usaron placas Petri de vidrio de
aproximadamente 9 cm de diametro, papel filtro circular N° 292 Equivalente W#1, marca
Munktell, y cinta Parafilm para sellar las placas y reducir la pérdida de humedad.



Para la realizacion de los ensayos en condiciones de campo se utilizd un pulverizador de
espalda para herbicidas de 15 litros marca “Solo 325, con boquillas de abanico plano Teejet
8002vk a una presién de 3 bares. Las dos especies de malezas (chamico y ballica), se
establecieron en macetas de 1 L al aire libre, al igual que las almacigueras para la germinacion
de la especie cultivada (lechuga).

Metodologia

La realizacion del estudio se dividid en varias etapas. La primera consistié en la elaboracion
de los bioherbicidas a aplicar, comprendida desde la cosecha del material vegetal hasta la
mezcla del aceite obtenido con un emulgente. En una segunda etapa, se desarrollaron los
ensayos, por una parte, ensayos en laboratorio y por otra, ensayos en condiciones de campo,
para determinar tanto los efectos herbicidas de los aceites sobre las malezas como la
selectividad sobre lechuga.

Obtencidn de aceites esenciales y elaboracidn de los bioherbicidas

Para el proceso de extraccion, se siguio la metodologia descrita por Patifio et al. (2014). Se
utilizaron solo partes vegetativas aéreas frescas de las especies mencionadas, utilizandose
solo hojas para el caso de E. globulus, mientras que en R. officinalis hojas y tallos. Para cada
especie de planta aromatica, Rosmarinus officinalis y Eucalyptus globulus, se trabajo en
forma independiente.

Los compuestos organicos fueron extraidos mediante destilacion en el Laboratorio de
Manejo y Control de Malezas de la Facultad. Este proceso se llevo a cabo especificamente
por el método de destilacion por arrastre de vapor, el cual fue realizado en un extractor de
aceites esenciales de acero inoxidable, modelo “AE-100” con una capacidad de 100 litros, de
la marca “Agri aromas Molina”.

La destilacion por arrastre de vapor esta basada en que la mayor fraccion de las partes
aromaticas, que se encuentran en un material vegetal, pueden ser arrastradas por el vapor de
agua. Es una destilacion que mezcla dos liquidos inmiscibles. Consiste, en la vaporizacion
de cada uno de los componentes volatiles por efecto de una corriente directa de vapor de agua
a temperaturas inferiores a las de ebullicion. Los vapores fluyen hacia un condensador donde
se reduce la temperatura de esta mezcla, gracias a un flujo constante de agua fria, que actua
como refrigerante, hasta regresar a la fase liquida y decantar en un embudo de decantacion.

Para esta investigacion se utilizd un embudo de decantacion de 1 L, lo que permiti6 obtener
dos productos inmiscibles los cuales fueron: aceite esencial e hidrolato. El hidrolato es un
subproducto de la extraccion de aceites esenciales de plantas, el cual es una mezcla altamente
aromatica, compuesta por pequefias trazas de aceite que son solubles en agua (Lei et al.,
2016). Gracias a la diferencia de densidades entre el aceite y el hidrolato, donde el aceite
tiene una menor densidad, se genera una separacién de fases en la que el aceite se encuentra



en la parte superior en el embudo de decantacion, facilitando la obtencion de un aceite al
100% de concentracion (Gomez, 2010; Conde-Hernandez et al., 2017).

Para determinar el rendimiento del aceite esencial se utilizd la ecuacion indicada por Conde-
Hernandez et al., (2017):

) - ) Aceite esencial (mL)
Porcentaje de extraccion de aceite (%)= x100
Peso de la muestra (g)

Una vez obtenidos los dos aceites esenciales, ambos fueron enviados a un laboratorio
comercial para identificar el compuesto emulgente adecuado, procesar los aceites y obtener
los dos bioherbicidas formulados en una proporcion 5% v/v que fueron utilizados en los
ensayos en condiciones de laboratorio y campo. De esta forma, para cada aceite por separado,
se obtuvo un producto con capacidad de diluirse en agua lo que permitié su aplicacion en los
ensayos posteriores (“bioherbicida”).

Ensayos en laboratorio para determinar dosis a utilizar

Para cada especie de maleza (chamico y ballica) se colocaron 25 semillas, previamente
desinfectadas con “captan”, en forma equidistante en una placa de Petri de vidrio, sobre un
papel filtro circular N° 292 W#1. Se aplicaron 5 mL de las diferentes concentraciones de los
bioherbicidas sobre las placas con las semillas predispuestas, correspondientes a los seis
tratamientos, ademas de un testigo con agua, para cada uno de los ensayos consecutivos para
lograr desarrollar una curva de control pre emergente de malezas (apéndices | y Il). Estas
placas fueron dispuestas, en un disefio completamente al azar, dentro de una camara de
germinacion, a una temperatura de 24 + 2°C y con un fotoperiodo de 16:8 horas luz:oscuridad
(Alipour et al., 2019). Se establecieron cinco repeticiones para cada tratamiento donde la
unidad experimental fue una placa Petri con 25 semillas para cada una de las malezas y
bioherbicidas por separado.

A los 7, 14 y 21 dias después de la aplicacion de los diferentes tratamientos, se evaluo el
porcentaje de germinacién, mediante el conteo de semillas de malezas germinadas. Todas las
semillas que mostraron la emergencia de la radicula de forma minima (> 1 mm) se registraron
como germinadas (Hazratia et al., 2017). Para ello, se adapt6 la siguiente formula indicada
por Hartman et al. (1990):

PCa(%)= (1 SG) % 100
gL/ ST

Donde PCg corresponde al porcentaje de control sobre la germinacion, SG a las semillas
germinadas y ST al total de semillas evaluadas.

Ademas, se realiz6 un conteo al dia 42 después de la aplicacion, para descartar un efecto de
retraso en la germinacién, en lugar de completa inhibicidn que pudieron haber generado estos
bioherbicidas sobre las semillas de Datura stramonium y Lolium multiflorum.



En un principio, se comenzé con la busqueda de una concentracidon que lograra inhibir la
germinacion de semillas de chamico y ballica en un 80%, con relacidn al testigo. La busqueda
se inicid con un ensayo de distintas dosis que partian desde una concentracion del
bioherbicida puro, las que fueron reduciéndose en 20%, hasta llegar al 0%. Debido a que no
se presentd germinacion en ninguno de los tratamientos, se procedio a realizar ensayos
reduciendo la dosis de acuerdo con los apéndices | y Il. Debido a que los resultados
preliminares para ambos bioherbicidas fueron similares en ambas especies de malezas, se
determing repetir el Ensayo 5 (E05) con las dosis presentes en el Cuadro 1. EI EO5 represent6
de mejor forma la curva de control para determinar la dosis que lograra disminuir la
germinacion en un 80%.

Cuadro 1. Tratamientos y dosis aplicadas en el ensayo en laboratorio de bioherbicidas de
romero y eucalipto.

. Dosis
Tratamientos mL hat
TO 0,00
T1 78,60
T2 117,89
T3 157,19
T4 196,49
T5 235,79
T6 275,08

Ensayos de eficacia herbicida en macetas

Se establecieron ensayos en macetas bajo condiciones de campo para evaluar la eficacia
herbicida, mediante el efecto fitotoxico de las dosis de ambos bioherbicidas, de forma
independiente, sobre las semillas de las malezas a estudiadas.

Para cada especie de maleza en estudio se sembraron las semillas en forma independiente en
macetas de 1 L, con una mezcla, en partes iguales, de turba, perlita y vermiculita. Se
dispusieron 50 semillas a una profundidad aproximada de 3 veces el tamafio de la semilla.
Las macetas fueron regadas mediante un sistema de riego por goteo del tipo estaca con un
caudal de 0,5 L h%, con un tiempo de riego de 5 minutos al dia. Los bioherbicidas se aplicaron
en preemergencia, una vez sembradas las malezas, utilizando como tratamientos la menor
dosis que otorgd un 80% de inhibicion de la germinacion, dosis amplificadas 1,5y 2 veces
la primera dosis (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Tratamientos y dosis utilizadas en el ensayo de eficacia en preemergencia de los
bioherbicida en macetas.

. Dosis
Tratamientos mL hat
TO 0,00

T1 157,19

T2 235,79

T3 314,38

Las macetas establecieron a inicios de primavera, se mantuvieron durante 42 dias al aire libre,
con una temperatura y horas luz determinados por el ambiente. A los 7, 14, 21 y 42 dias luego
de la aplicacion, se evalu6 el porcentaje de emergencia (PE), mediante el conteo de plantulas
de maleza emergidas respecto del total, con la siguiente formula:

PC (‘V)—(l SE) %100
Lo ST

Donde PCe corresponde al porcentaje control sobre la emergencia, SE a las plantulas
emergidas y ST a las semillas totales.

Dado la nula respuesta como herbicida pre emergente, ya que se produjo una emergencia
normal de ambas especies, se establecio nuevamente el ensayo, para poder evaluar el efecto
herbicida en post emergencia. Para esto se sembraron las semillas en forma independiente en
macetas de 1 L, de igual forma como se establecio la evaluacion pre emergente. Se
dispusieron 50 semillas en cada maceta, para luego realizar un raleo de plantas hasta tener
30 plantas por maceta. Posteriormente se esperd a que cada una de las especies lograra crecer
y desarrollarse hasta el momento donde la aplicacion de un herbicida obtiene un mejor
resultado. El cual se determin6 cuando las plantas de ballica presentaron 2 a 3 hojas y las
plantas de chamico llegaron a un estado de 2 hojas verdaderas. En ese momento se aplicaron
los bioherbicidas, utilizando como tratamientos las mismas tres dosis utilizadas
anteriormente (Cuadro 2). Se utilizo la siguiente formula para evaluar las plantas afectadas:

PD
PCp(%)=5r X100

Donde PCp corresponde al porcentaje control post emergencia, PD a las plantas con dafio y
PT a las plantas totales previo a la aplicacion.

Para cada bioherbicida y maleza utilizada, se realizé un disefio experimental independiente,
que correspondi6 a bloques completos al azar de cuatro tratamientos con cuatro repeticiones
cada uno. Cada bloque se establecio respecto a cada hilera de riego de las macetas. Donde
cada repeticion fue una maceta de 1 L con 30 plantas de cada especie. En cuanto a la unidad
experimental esta correspondi6 a una maceta con 30 plantas.
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Ensayos de fitotoxicidad en cultivo

Este ensayo, se realizd en forma independiente para cada bioherbicida. Cada ensayo
contemplé tres tratamientos con cuatro repeticiones cada uno, estableciéndose bajo un disefio
completamente aleatorizado. La unidad experimental consistié en una hilera con 16 plantas
y la unidad muestral, fue de ocho plantas ubicadas al centro de la unidad bajo competencia
perfecta.

Bajo condiciones de campo, se establecieron plantulas de Lactuca sativa var. Journey en dos
hileras espaciadas a 70 cm entre ellas y a una distancia sobre hilera de 25 cm, regadas
mediante un sistema de riego por cintas.

Los almécigos fueron trasplantados el dia 4 de noviembre. Posterior a esto, se esperé una
semana para que las plantas se aclimataran post trasplante, tomando en consideracion que las
plantas presentaran hojas nuevas y sus hojas ya expandidas estuvieran turgentes.

Para cada bioherbicida se aplicaron dos dosis: 235,8 mL ha' y 314,4 mL ha de producto
mas un testigo sin aplicacion. Los tratamientos se aplicaron mediante una maquina de
aplicacion de espalda manual de 15 litros aplicando el producto en un volumen de 158,4 L
ha de mezcla, directamente sobre el follaje de las lechugas.

Al dia 50 se cosecharon las plantas de lechuga para evaluar el efecto fitotoxico mediante la
medicién de peso fresco sin raiz y el diametro ecuatorial, ademas de una evaluacién visual
del estado en que se encontraban una vez cosechadas (Oztekin y Tuzel, 2020).

Analisis estadistico

Para los primeros dos ensayos se analizaron los datos mediante un modelo lineal generalizado
de respuesta binomial y funcion de enlace Logit. En el caso del tercer ensayo se analizaron
los datos solo con modelos generalizados de respuesta binomial.

Para verificar si existian diferencias se utilizé la prueba de Wald. Al encontrar diferencias
significativas, las medias fueron separadas con la prueba de comparaciones maltiples de
Fisher, utilizando un nivel de significancia del 5%. El anlisis estadistico se realiz6 con el
software estadistico InfoStat, version estudiantil.
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RESULTADOS

Elaboracién de los bioherbicidas

La elaboracion de bioherbicidas de Rosmarinus officinalis (romero) y Eucalyptus globulus
(eucalipto) comenzo en septiembre de 2019 y finaliz6 en febrero de 2020. La cantidad de
material vegetal utilizado en el equipo de destilacion, para la obtencion de 1 litro de aceite
esencial y el porcentaje de extraccion de cada aceite esencial se encuentran en el Cuadro 3.

Cuadro 3. Cantidad de materia fresca y eficiencia del proceso de destilacion de romero y
eucalipto para la obtencién de 1 litro de aceite esencial.

Especie Matéria fresca Eficiencia de extraccion
kg %
Romero (Rosmarinus officinalis) 2114 0,473
Eucalipto (Eucalyptus globulus) 1275 0,784

El porcentaje de extraccion de aceite de E. globulus fue 65,4% superior al de R. officinalis,
por lo cual el material fresco utilizado para la obtencion de 1 L de aceite esencial tuvo que
adecuarse, siendo el total de material fresco de R. officinalis un 55% superior que el de E.
globulus.

Ensayos en laboratorio

Se evaluo separadamente la capacidad de cada bioherbicida (romero y eucalipto), como
herbicida de preemergencia sobre semillas de Lolium multiflorum y Datura stramonium en
condiciones de laboratorio. Se contabilizé el porcentaje de germinacion de las semillas, luego
de 14 dias para L. multiflorum y 21 dias para D. stramonium, desde la aplicacion en placas
Petri, esto debido a que son los dias de conteo oficial dictados por la norma ISTA (2017). En
el caso del dia 42 no se presentaron diferencias con respecto de los dias de medicién previos.
Estas placas fueron aplicadas con los 7 tratamientos presentados en el Cuadro 1, para cada
bioherbicida. Se consideraron germinadas todas las semillas que mostraron emergencia de la
radicula > 1 mm. Con esto, se estimo6 el porcentaje de control o inhibicion de la germinacion
en forma independiente para cada bioherbicida, para cada dosis utilizada sobre cada especie
de maleza (Cuadro 4y 5).

Las aplicaciones de aceite tanto de R. officinalis como de E. globulus lograron un porcentaje
de control (inhibicién de germinacion de semillas) igual o superior a 80%, respecto al testigo,
en D. stramonium con dosis superiores a 157 mL ha™* (Cuadro 4).

En el caso de L. multiflorum, tanto para R. officinalis como para E. globulus a partir de los
tratamientos con una dosis de 118 mL ha! se presentaron porcentajes superiores o iguales al
80% de control respecto al testigo (Cuadro 5).
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Cuadro 4. Porcentaje de control o inhibicion de la germinacion de semillas de Datura
stramonium, para distintas dosis de bioherbicidas en base a aceite esencial de eucalipto
y romero, 21 dias después de la aplicacion.

Dosis Control Eucalyptus globulus Control Rosmarinus officinalis
mL ha* %
79 66,67 b 50,77 d

118 75,00 ab 70,77  cd

157 81,67 ab 83,08 abc

197 70,00 b 76,92 bc

236 90,00 a 90,77 a

275 86,67 ab 86,15 ab

Medias con letras diferentes en sentido vertical indican diferencias significativas (p<0,05; prueba de
comparaciones multiples de Fisher).

Cuadro 5. Porcentaje de control o inhibicion de la germinacion de semillas de Lolium
multiflorum, para distintas dosis de bioherbicidas en base a aceite esencial de eucalipto
y romero, 14 dias después de la aplicacion.

Dosis Control Eucalyptus globulus Control Rosmarinus officinalis
mL ha* %

79 50,96 d 69,61 c

118 80,77 c 81,37 b

157 83,65 c 87,25 b

197 91,35 bc 95,10 a

236 99,04 a 96,08 a

275 98,08 ab 98,04 a

Medias con letras diferentes en sentido vertical indican diferencias significativas (p<0,05; pruecba de
comparaciones multiples de Fisher).

A partir del analisis del efecto bioherbicida de romero y de eucalipto, en forma independiente,
se determind que existen diferencias significativas entre distintas dosis y sobre ambas
especies evaluadas (L. multiflorum y D. stramonium) (Cuadros 4 y 5) y que, para el caso de
ballica, a partir de las dosis de 236 mL ha’, el porcentaje de control, o inhibicion de la
germinacién, no cambia, en tanto que para chamico este efecto no se logra apreciar con
claridad.

En la Figura 1, se grafican los resultados de control pre emergente en laboratorio del dia 14
después de aplicacion para L. multiflorum (Figura 1a) y 21 dias después de aplicacion para
D. stramonium (Figura 1b). En esta se presenta el porcentaje de germinacién de cada especie
de maleza, aplicada con cada bioherbicida, con relacion al testigo y una linea roja horizontal
indicando el punto donde se inhibe en un 80% la germinacion, minimo esperado para ser
considerado herbicida. Como se puede apreciar, para L. multiflorum este porcentaje de
inhibicion se logra cercano a los 118 mL ha, en tanto para D. stramonium este punto se
logra cercano a una dosis de 157 mL ha.
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Figura 1. Porcentaje de germinacion de a) Lolium multiflorum y b) Datura stramonium,
respecto a la dosis, en mL ha, de cada bioherbicida aplicado, Rosmarinus officinalis

(Ro) y Eucalyptus globulus (Eg), evaluados los dias 14 y 21 después de siembra,
respectivamente, para cada especie de maleza.

Ensayos de eficacia herbicida en maceta

Se establecieron ensayos en maceta, bajo condiciones de campo, para determinar la eficacia
herbicida en preemergencia, donde se evalu6 el porcentaje de emergencia de ambas especies
malezas estudiadas aplicadas con las distintas dosis del bioherbicida, de forma independiente,

Los ensayos se realizaron utilizando como dosis inicial 157 mL ha® ¥ debido a las
adversidades que se pudiesen presentar en las macetas, a diferencia de las condiciones de
laboratorio, se considero utilizar ademas dos dosis superiores las cuales corresponden a 1,5
y 2 veces la dosis inicial (Cuadro 2).
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Los resultados mostraron que el ensayo pre emergente presentd una germinacion igual entre
tratamientos y el testigo. Por este motivo se realiz un ensayo post emergente en el cual se
efectuaron aplicaciones sobre 15 y 30 plantas por maceta para D. stramonium y L.
multiflorum, respectivamente. Los resultados de este ensayo post emergente se presentan en
los Cuadros 6 y 7, tanto para D. stramonium como para L. multiflorum, respectivamente.

Cuadro 6. Porcentaje de control post emergencia temprana de Datura stramonium, para
bioherbicidas en base a aceite esencial de eucalipto y romero.

Dosis Eucalyptus globulusN® Rosmarinus officinalisN®
mL ha* % %
157 0,85+ 0,05 0,88 + 0,04
236 0,88 + 0,04 0,85+ 0,05
314 0,85+ 0,05 0,88 + 0,04

NS/No se presentan diferencias significativas entre las dosis para cada especie (p<0,05; prueba de comparaciones
multiples de Fisher).

Cuadro 7. Porcentaje de control post emergencia temprana de Lolium multiflorum, para
productos en base a aceite esencial de eucalipto y romero.

Dosis Eucalyptus globulusN® Rosmarinus officinalis NS
mL ha* % %
157 1,00+£0,01 0,99+0,01
236 0,98 £ 0,01 0,99+0,01
314 0,99+ 0,01 1,00 £0,01

NS/No se presentan diferencias significativas entre las dosis para cada especie (p<0,05; prueba de comparaciones
mdaltiples de Fisher).

Pese a la decision de evaluar estos bioherbicidas de forma post emergente temprana, no
existieron diferencias significativas entre los tratamientos en base a aceites esenciales sobre
ambas especies de malezas, aplicadas tanto en pre como en post emergencia lo cual concluye
una nula actividad fitotdxica de ambos bioherbicidas en las tres dosis aplicadas.

Ensayos de fitotoxicidad en cultivo

Se establecieron plantas de Lactuca sativa variedad Journey en campo, para evaluar el efecto
de las dos dosis més altas del ensayo de campo y determinar con ellas la fitotoxicidad de
ambos bioherbicidas de forma independiente. Se midiod el diametro ecuatorial y el peso fresco
de ocho lechugas centrales de cada repeticion (Cuadros 8 'y 9).

En el caso de ambos bioherbicidas, de R. officinalis y de E. globulus, no se presentaron
diferencias significativas de las medias entre los tratamientos, para ninguna de las dos
variables medidas, diametro ecuatorial y peso fresco limpio de lechugas (Cuadros 8 y 9).
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Cuadro 8. Efecto del bioherbicida de Rosmarinus officinalis sobre el diametro y el peso fresco
de lechugas variedad Journey.

Dosis Diametro ecuatorial™® Peso fresco®
mL ha? cm g

0 14,26 + 2,73 162,39 + 63,08

236 12,91 +£1,80 132,18 +£ 39,24

314 14,55 + 2,32 134,14 + 53,02

NS/No se presentan diferencias significativas entre las dosis para cada especie (p<0,05; prueba de comparaciones
mdaltiples de Fisher).

Cuadro 9. Efecto del bioherbicida de Eucalyptus globulus sobre el didmetro y el peso fresco
de lechugas variedad Journey.

Dosis Diametro ecuatorial™® Peso fresco®
mL ha? cm g

0 14,26 + 2,73 162,39 + 63,08

236 13,43 +1,73 121,48 + 30,60

314 14,43 + 2,46 132,29 + 46,95

NS/No se presentan diferencias significativas entre las dosis para cada especie (p<0,05; prueba de comparaciones
multiples de Fisher).

A pesar de no existir diferencias estadisticas en los parametros evaluados, se identificé una
clara tendencia al desarrollo de deformidad en las cabezas de las lechugas de los tratamientos
aplicados con ambos productos con respecto al testigo (Figura 2). Esto determind que la
cosecha de las lechugas fuera realizada al dia 50 ya que frente a la deformidad presente era
inviable seguir adelante con el cultivo.

Figura 2. Seleccién de lechugas variedad Journey representativas de la deformidad presentada en
comparacion con el testigo. a) Aplicacion de 236 mL ha™ de E. globulus. b) Aplicacion de 236
mL ha® de R. officinalis. c). Aplicacion de 314 mL ha™ de E. globulus. d). Aplicacion de 314
mL ha™ de R. officinalis. e). Testigo sin aplicacion de productos en base a aceites esenciales.
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DISCUSION

Obtencion de aceites esenciales para la elaboracion de los bioherbicidas

La obtencion de aceites de E. globulus y R officinalis se realizd utilizando el método de
destilacién por arrastre de vapor manipulando exclusivamente materia fresca sin procesar y
un equipo industrial. EIl porcentaje de extraccion de los aceites esenciales puede variar segun,
especie/cultivar (Giuffré y Nobile, 2020), 6rgano utilizado, contenido de humedad, tamafio
de la muestra y procesado, método de extraccion (Chatterjee et al., 2015), equipo de
destilacién. Por lo tanto, existen diferencias en cuanto a porcentaje de extraccion entre
diferentes autores.

En el caso de R officinalis, Taquire (2022), trabajoé con hojas frescas con un porcentaje de
humedad de 38,5%, en un equipo industrial de destilacion y obtuvo un porcentaje de
extraccion de 0,57%. Sin embargo, Boutekedjiret et al. (2003) quienes también utilizaron
hojas frescas, muestran resultados de 1,2%, pero, a diferencia del caso anterior, utilizaron un
equipo de destilacion de laboratorio. Asimismo, Conde-Hernandez et al. (2017) utilizando
un destilador de laboratorio y muestras de 50 g de hojas secas, lograron porcentajes de
extraccion de 2,35%, lo cual es significativamente mayor que los otros estudios,
principalmente debido a que al utilizar un equipo de destilacion de laboratorio y muestras
secas se maximiza el porcentaje de extraccion de aceites. Vasquez et al. (2001) confirman
que, mediante un secado en cobertizo sin superar los 40°C, para disminuir la pérdida de
compuestos volatiles, se puede obtener mejores rendimientos de aceite en el proceso de
extraccion. Las condiciones presentes en esta investigacion se asemejan mas a lo realizado
por Taquire (2022), y se puede concluir que el resultado obtenido es similar tanto para la
metodologia como para los materiales utilizados.

En tanto en el caso de E. globulus, Ramirez y Pillaca (2014) obtuvieron un porcentaje de
extraccion de aceite de 0,73% utilizando el método de destilacion por arrastre de vapor con
hojas frescas, lo cual concuerda con lo obtenido en esta investigacion. Por otra parte, Pérez
y Castafio (2018), utilizando un destilador de laboratorio y trozando finamente el material
vegetal consiguieron una extraccion del 1,21%. Debido a que en esta investigacion no se
fraccion0 el material vegetal se obtuvieron resultados similares a Ramirez y Pillaca (2014).
Segun Vasquez et al. (2001), para aumentar la eficiencia de extraccidn de aceites esenciales,
es recomendable aumentar la superficie de contacto del material vegetal para extraer mayor
cantidad de compuestos volatiles. Acciones que pueden ser consideradas a la hora de realizar
un ensayo de caracteristicas similares para facilitar la obtencion de volumenes de aceite para
su posterior aplicacion, reduciendo el tiempo del ensayo.

Ademaés, es importante considerar el costo asociado a la obtencidn de estos aceites ya que,
por ejemplo, en el caso de romero, se requirido mayor cantidad de materia prima para alcanzar
un volumen deseado, lo que se traduce en mayores costos de produccion para este
bioherbicida ligado principalmente a su eficiencia de extraccion (Lipa, 2014; Price y Price
2012).
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Ensayos en laboratorio, macetas y de fitotoxicidad

Se realizaron ensayos secuenciales con dosis decrecientes de los dos bioherbicidas en
condiciones de laboratorio, de modo de encontrar la posible dosis de utilizacién comercial,
que cumpliera con el requisito de controlar el 80% de las malezas en estudio (apéndices | y

).

A partir del hallazgo de la dosis (275 mL ha't), se realizaron los ensayos correspondientes,
de inhibicion de germinacion de semillas en condiciones de laboratorio, como posible
herbicida suelo-activo y como herbicida post emergente. Para cumplir lo anterior, se
aplicaron cada uno de los bioherbicidas (E. globulus y R. officinalis) de forma independiente
en condiciones de laboratorio sobre semillas de malezas, en campo sobre plantas de malezas
de 2 a 3 hojas y finalmente sobre lechugas variedad Journey, en estado de 5 a 7 hojas, para
evaluar la posible fitotoxicidad.

En condiciones de laboratorio estos lograron inhibir la germinacion de ambas especies de
malezas (D. stramonium y L. multiflorum) hasta el punto de control del 80% desde una dosis
minima de 157 mL ha', sin embargo, en condiciones de campo al asperjarlo como herbicida
de preemergencia, no logré un control satisfactorio, por lo cual se evalud, su posible efecto
post emergente, no detectdndose control de las malezas, lo cual podria deberse
principalmente a la volatilidad de los productos en base a aceites esenciales. Al respecto,
Gupta et al. (2023) mencionan que dentro de los principales desafios de la utilizacion de
aceites esenciales para formular nuevos productos bioherbicidas se encuentra la alta
volatilidad y por ende una clara disparidad en la eficacia en condiciones de laboratorio y de
campo.

Atak et al. (2016), en su investigacion, emplearon dosis de 3 a 25 L ha™ de aceite esencial de
romero, en condiciones de laboratorio, logrando el control total de una especie de Brassica a
partir de la dosis méas baja. Sin embargo, al aplicarlo sobre Avena sterilis, una especie de
monocotiledonea, el control fue mas desafiante, lo que sugiere la necesidad de dosis alin méas
altas. Estas dosis son 100 veces superiores a las utilizadas en el presente estudio, que
oscilaron entre 79 mL ha! y 275 mL ha®. Por otro lado, Singh et al. (2005) utilizaron
bioherbicidas en base a eucalipto, tanto en laboratorio como en maceta, indicando que, en
condiciones de laboratorio, las dosis variaron de 1 a 39 mL ha, siendo inferiores a las
empleadas en este estudio, logrando inhibir en un 60% la germinacion de Parthenium
hysterophorus, una maleza dicotiledonea de la familia Asteraceae, a partir de una dosis de
16 mL ha e inhibiendo de forma absoluta la germinacion con una dosis de 39 mL ha. Sin
embargo, en condiciones de campo, durante la post emergencia de Parthenium
hysterophorus, utilizaron dosis entre 393 mL ha* y 786 mL ha, logrando una mortalidad de
plantas del 80% y aproximadamente 100% con dosis de 590 mL ha'! y 786 mL ha®,
respectivamente. En contraste, con dosis de 393 mL ha solo consiguieron controlar un 30%.
Esta diferencia en las dosis entre ambas investigaciones puede contribuir a explicar la falta
de fitotoxicidad sobre las especies de este estudio (L. multiflorum y D. stramonium), ya que
las dosis utilizadas en maceta, fluctuaron entre 157 mL ha* y 314 mL hal, fueron la mitad
que las empleadas por los autores mencionados.
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Con relacidn a la fitotoxicidad sobre plantas de lechuga, se pudo determinar que no existieron
diferencias estadisticas significativas, que den cuenta del efecto de las dosis sobre el
rendimiento, sin embargo, es posible apreciar un efecto claro de deformacion de las plantas,
producto de la aplicacion de ambos bioherbicidas, en sus respectivas dosis (Figura 2). A pesar
de que no se presentaron diferencias estadisticamente significativas, se evidencié una
tendencia hacia la reduccién del peso fresco, para ambos bioherbicidas, con disminuciones
del 25,19% y 18,53% para las dosis de bioherbicida de E. globulus de 236 mL ha'y 314 mL
hal, respectivamente. Asimismo, para el bioherbicida de R. officinalis registrando
reducciones del 18,6% y 17,39% para las mismas dosis. Estos hallazgos sugieren un efecto
fitotoxico de ambos bioherbicidas en base de aceites esenciales, siendo mayor el efecto
cuando se utilizo el bioherbicida de E. globulus.

Si bien seria recomendable para nuevos ensayos aumentar la dosis de bioherbicidas para el
control de estas especies de maleza, en condiciones de campo, ain quedan dudas respecto al
posible efecto fitotoxico de ambos bioherbicidas en las dosis aplicadas en este ensayo sobre
Lactuca sativa, por lo cual se recomienda evaluar el efecto fitotoxico sobre otros cultivos.
Ya que segun Herrera-Murillo y Picado-Arroyo (2023), la selectividad puede verse afectada
por las diferencias estructurales, anatomicas y fisioldgicas de las plantas, por lo cual se
sugiere evaluar la selectividad de estos bioherbicidas en cultivos diferentes a lechuga.
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CONCLUSIONES

Los bioherbicidas provenientes de Rosmarinus officinalis y Eucalyptus globulus, son capaces
de inhibir la germinacion de semillas de Datura stramonium y Lolium multiflorum en
condiciones de laboratorio con dosis de 157 mL ha™.

Los bioherbicidas en base a aceites esenciales de Rosmarinus officinalis y Eucalyptus
globulus, en las condiciones utilizadas en este estudio, no controlan malezas como Datura
stramonium y Lolium multiflorum.

Bioherbicidas de Rosmarinus officinalis y Eucalyptus globulus aplicados posterior al
trasplante generan fitotoxicidad sobre el crecimiento y desarrollo de Lactuca sativa variedad
Journey, cosechadas 50 dias después de trasplante.
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APENDICES
Apéndice . Listado de ensayos de germinacion realizados en laboratorio, dentro de los cuales

se especifica los tratamientos utilizados en cada uno. En cada ensayo se realiz6 ademas
un tratamiento control, independiente para cada uno.

Ensayo Tratamientos®
EO01 lal5
EO2 6al9
EO3 9al 15
E04 13 al 15
E05 16 al 21
E06 18y 21
EO7 21 al 23

1/ Ver Apéndice 11

Apéndice Il. Listado de tratamientos realizados en los ensayos de germinacion en laboratorio.
Se especifica para cada tratamiento la dosis y la concentracion expresada en porcentaje
de bioherbicida respecto a la dilucién resultante.

Germ. R.officinalis Germ. E.globulus
Tratamiento  Concentracién Dosis Datura Lolium Datura Lolium
stramonium  multiflorum  stramonium  multiflorum
% mL ha %
TO1 100,00000  7.859.503,4 0,0 0,0 0,0 0,0
T02 80,00000 6.287.602,7 0,0 0,0 0,0 0,0
TO3 60,00000 4.715.702,0 0,0 0,0 0,0 0,0
T04 40,00000 3.143.801,4 0,0 0,0 0,0 0,0
TO5 20,00000 1.571.900,7 0,0 0,0 0,0 0,0
TO6 15,00000 1.178.925,5 0,0 0,0 0,0 0,0
TO7 10,00000 785.950,3 0,0 0,0 0,0 0,0
TO8 5,00000 392.975,2 0,0 0,0 0,0 0,0
T09 1,00000 78.595,0 0,0 0,0 0,0 0,0
T10 0,80000 62.876,0 0,0 0,0 0,0 0,0
T11 0,50000 39.297,5 0,0 0,0 0,0 0,0
T12 0,30000 23.578,5 0,0 0,0 0,0 0,0
T13 0,10000 7.859,5 0,0 0,0 0,0 0,0
T14 0,01000 786,0 0,0 0,0 0,0 0,0
T15 0,00500 393,0 3,3 2,4 3,6 0,0
T16 0,00350 275,1 13,9 2,0 13,3 1,9
T17 0,00300 235,8 9,2 3,9 10,0 1,0
T18 0,00250 196,5 23,1 49 30,0 8,7
T19 0,00200 157,2 16,9 12,8 18,3 16,4
T20 0,00150 117,9 29,2 18,6 25,0 19,2
T21 0,00100 78,6 49,2 30,4 33,3 49,0
T22 0,00050 39,3 68,0 36,8 66,0 52,4
T23 0,00025 19,7 70,0 58,6 75,0 58,6

T00 0,00000 0,0 100,0 100,0 100,0 100,0
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