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RESUMEN

Gracias a su capacidad alelopatica, la investigacion de aceites esenciales (AE) como alternativas sostenibles para el
control de malas hierbas ha despertado un considerable interés a lo largo de los tltimos afios. En este estudio, se ha
evaluado la capacidad fitotéxica del AE extraido de Carlina acaulis L. (Apiaceae) en la mala hierba Bidens pilosa L. Este
aceite, principalmente compuesto de 6xido de carlina (98%), ha exhibido notables efectos fitotoxicos en el metabolismo
de Bidens pilosa. Estos efectos incluyen necrosis en las hojas, reduccién en el contenido relativo de agua y area foliar
total, y un aumento en la relaciéon peso seco/peso fresco, indicando una posible alteracion en el estado hidrico de
la planta. El analisis del sistema fotosintético reveld una significativa disminucién en la eficiencia fotoquimica del
fotosistema II (@) y en la eficiencia cuantica maxima del fotosistema II (F,/F,) tras la aplicacion del AE. En contraste,
la energia disipada en forma de calor (®;,) aument6 significativamente. El dafio al fotosistema II coincidié con
una disminucién en las concentraciones de manganeso y calcio, sugiriendo una alteracién en el cluster Mn,Ca del
fotosistema II. El analisis metabolémico revelé acumulacién de isoleucina y valina, asociadas cominmente con estrés
osmotico, y una disminucién general en el contenido de azticares. Nuestros resultados indican que el AE de C. acaulis
es un producto natural prometedor con un fuerte potencial fitotdxico contra Bidens pilosa, y se sugiere la exploracién de
sus efectos en otras malas hierbas.
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ABSTRACT

Due to its allelopathic capability, the investigation of essential oils (EO) as sustainable alternatives for weed control
has gained considerable interest in the last years. In this study, we investigated the phytotoxic capacity of the essential
oil extracted from Carlina acaulis L. (Apiaceae) on the weed Bidens pilosa L. This essential oil, mainly composed of
carlina oxide (98%), has demonstrated remarkable phytotoxic effects on the metabolism of Bidens pilosa. These effects
include leaf necrosis, a reduction in relative water content and total leaf area, and an increase in the dry weight/
fresh weight ratio, indicating possible alteration in the plant’s water status. After EO short-exposition, analysis of the
photosynthetic system revealed a significant decrease in the photochemical efficiency of photosystem II (@) and the
maximum photochemical efficiency of photosystem II (F /F,). In contrast, the energy dissipated as heat (Q) increased
significantly. Damage to photosystem II was accompanied by a decrease in manganese and calcium concentrations,
suggesting an alteration in the Mn,Ca cluster of photosystem II. Metabolomics analysis revealed a general decrease in
sugar content and an accumulation of isoleucine and valine, commonly associated with osmotic stress situations. Our
results indicate that the EO of C. acaulis is a promising natural product with strong phytotoxic potential against Bidens
pilosa, and the exploration of its effects on other weeds is suggested.
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INTRODUCCION

En las Gltimas décadas, las malas hierbas han desa-
rrollado mecanismos de resistencia a los herbicidas
convencionales, hasta el punto que la incorporacion
de productos respetuosos con el medio ambiente,
como herbicidas naturales basados en metabolitos
especializados, se ha convertido en uno de los prin-
cipales intereses de los investigadores. Entre las
distintas clases de metabolitos especializados, los
poliacetilenos son compuestos alelopaticos que han
demostrado eficacia frente al crecimiento y germi-
nacion de distintas especies, como fue recientemen-
te relatado por Nishidono & Tanaka (2022). Muchos
poliacetilenos son compuestos volatiles, que pueden
encontrarse como constituyentes de los aceites esen-
ciales (AE) de las plantas. Por ejemplo, las raices de
Carlina acaulis L. (Asteraceae) contienen alrededor de
1% de AE, que esta practicamente constituido por el
oxido aromatico poliacetileno de carlina, alcanzando
90% o mas de la composicion total del AE, como fue
recientemente relatado por Pavela et al. (2021). Los
AE de plantas también son conocidos por ser pro-
metedores bioherbicidas debido a su capacidad para
inhibir la germinacion de semillas y el crecimiento
de plantulas, causando estrés oxidativo y alterando
la maquinaria fotosintética, tal y como ya ha sido
relatado por Verdeguer Sancho et al. (2020). De hecho,
muchos AE y extractos de diferentes especies vegeta-
les ya se han probado contra malezas problematicas
en todo el mundo, como Bidens pilosa L., con resul-
tados prometedores en cuanto al posible desarrollo
de nuevos herbicidas naturales (Pergo et al., 2008).
Bidens pilosa (Asteraceae) es una especie herbacea
considerada una maleza problematica en muchos
ecosistemas debido a su resistencia a herbicidas con-
vencionales, fuerte adaptabilidad y alta invasividad.
Dado el desconocimiento sobre la fitotoxicidad de es-
te producto natural, en este trabajo hemos evaluado
por primera vez la fitotoxicidad del AE de C. acaulis
en plantas adultas de B. pilosa. Ademas, se evaluaron
los efectos del AE en la maquinaria fotosintética y el
perfil ionémico y metabolémico.

MATERIALES Y METODOS

Ensayos de fitotoxicidad con el AE

Se seleccionaron plantas adultas de Bidens pilosa
previamente crecidas en macetas en condiciones de
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invernadero con un fotoperiodo de luz natural. Se se-
leccionaron aquellas que habian alcanzado cuatro
hojas verdaderas y se pulverizaron una sola vez con
10 mL de emulsion de AE a distintas concentracio-
nes: 4, 8,12 y 20 uL/mL. Tras 48 horas de tratamiento
con el AE, se cosech6 material vegetal para evaluar
los siguientes parametros: area foliar total, contenido
relativo de agua y peso seco/peso fresco.

Medidas de fluorescencia de la clorofila a

Se monitorizaron las variaciones en la maquina-
ria fotosintética de la planta tras 0, 6, 24 y 48 ho-
ras de exposicion con el AE utilizando el medidor
de fotosintesis portatil Photosynq MultispeQ v2.0.
En concreto, se midio la eficiencia fotoquimica del
fotosistema II (@), la disipacion de energia re-
gulada en forma de calor (@), la disipacion de
energia no regulada (¥) y la eficiencia cuantica
maxima del fotosistema II (F /F,).

Anadlisis del perfil ionémico

Ademas, se compard el perfil ionémico de plantas
no tratadas plantas tratadas con 4, 8, 12 y 20 uL/
mL del AE de C. acaulis tras 48 h de exposicion.
El analisis iondmico se llevé a cabo mediante Es-
pectrometria de Masas con Plasma de Acopla-
miento Inductivo (ICP-MS), obteniéndose informa-
cién de las concentraciones de Na, Mg, Al, K, Ca,
Cr, Mn, Fe, Zn, Se, Cd, y P.

Andlisis del perfil metabolémico

Por ultimo, se realizé un analisis metabolémico
no dirigido mediante Cromatografia de Gases aco-
plada a Espectrometria de Masas (GC/MS). Tras la
extraccion y derivatizacion de las muestras, utili-
zando el ribitol como estandar interno (0,2 mg/mL),
se inyectaron en un cromatografo de gases Agilent
(GC 7890 A) acoplado a un espectrometro de masas
de cuadrupolo tinico (MS 5975 C INERT XL MSD)
y un auto-muestreador CTC ANALYTICS PAL.
Para la cromatografia de la muestra se utilizé una
columna MEGA-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um
+10 m de precolumna) (MEGA s.r.l, Milan, Italia)
y como gas portador helio ultrapuro (6,0) con un
caudal de 1 mL/min.



Andlisis estadistico

Los datos de los experimentos fueron analizados
utilizando el test Kruskal-Wallis (p < 0.05). Por
otro lado, el andlisis de datos de metaboldémica se
realiz6 primeramente con el soffware MS-DIAL y
posteriormente en Metaboanalyst 6.0. Se realizo
un analisis de componentes principales (PCA) el
analisis ortogonal de minimos discriminantes par-
ciales (OPLS-DA). Se llevé a cabo un t-fest (p < 0,05)
para analizar las diferencias estadisticas entre los
metabolitos de las plantas control y las plantas tra-
tadas con AE.

RESULTADOS

Tras el tratamiento con la emulsion del AE, las plan-
tas de B. pilosa mostraron efectos tempranos como
necrosis en las hojas (u hojas completamente secas
en el caso de las concentraciones mas altas ensa-
yadas) (Figura 1), reduccion significativa del area
foliar total y reduccion del peso fresco y peso seco.

Ademas, las plantas de B. pilosa mostraron un au-

mento progresivo del ratio peso seco/peso seco a

0 pL/mL AE 12 pl/mL AE

Figura 1 - Efectos fenotipicos ocasionados por el AE de
C. acaulis en plantas adultas de B. pilosa tras 24
horas. De izquierda a derecha, tratamiento control
(O pL/mL), 12 uL/mLy 20 pL/mL.

medida que aumentaba concentracién de AE, uni-
do con la disminucién significativa del contenido
relativo en agua. Los resultados del analisis iono-
mico revelaron que el AE redujo significativamen-
te las concentraciones de Mn y Ca, entre otros. Sin
embargo, los niveles de K y P aumentaron signifi-
cativamente en comparacion con las plantas con-
trol (Tabla 1).

Tras la monitorizacion de los parametros fotosinté-
ticos de la planta alas 0, 6, 24 y 48 horas, se observd
que la eficiencia del fotosistema II (O};) fue progre-
sivamente disminuyendo a medida que aumentaba
la concentracion de AE (Figura 2A). Simultanea-
mente, la eficiencia maxima del fotosistema II en
oscuridad (F,/F,) experimentd la misma tendencia
(Figura 2D). La emision de energia no regulada en
exceso en forma de fluorescencia (D) disminuyd
significativamente en comparacién con las plantas
control (Figura 2B), mientras que la energia disi-
pada en forma de calor (®y;,) aumento significati-
vamente tras la pulverizacion del AE de C. acaulis
(Figura 2C).

El perfil metaboléomico analizé un total de 444
metabolitos, de los cuales 97 fueron correctamen-
te identificados. El andlisis de componentes prin-
cipales construido sobre la primera y la segunda
componente, explico una varianza total del 83,1% y
reveld una clara separacion entre grupos de mues-
tras (Figura 3A). El t-test demostré que 62 metabo-
litos fueron alterados significativamente después
de la exposicion al AE. Los metabolitos alterados
fueron principalmente aminoacidos (alanina,
GABA, isoleucina), azticares (fructosa, glucosa y
manosa) y acidos organicos (acido citrico, acido
fumarico, acido glutérico), entre otros (Figura 3B).
En general, los aminoacidos incrementaron su con-
tenido tras el tratamiento con el AE de C. acaulis
mientras que los aztcares disminuyeron en com-
paracion con el tratamiento control. Por altimo, se

Tabla 1 - Contenido de iones de plantas adultas de B. pilosa tras 48 horas de exposicion al AE de C. acaulis. De izquierda a
derecha, tratamiento control (O pL/mL), 4, 8,y 20 pL/mL

Elemento Tratamiento (pug/mL)
(ng/ngbW) 0 4 8 12 20
K 28099.33 £+ 914.57 31842.43 + 325.78* 31532.62 + 743.03* 31709.27 + 437* 30647.31+1004.6*
P 7419.94 + 158.28 7881.90 £ 760.18 8551.05 + 577.72* 8176.64 £ 627.02 9592.04 + 423.05*
Ca 20698.96 £ 1270.13 20169 + 618.64 20029.34 + 818.87 18908.18 + 584.33 17098.22 + 395.33*
Mn 252.97 + 15.57 229.74 +5.27* 190.06 * 14.62* 198.99 + 8.61* 202.96 +5.73*
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Figura 2 - Valores medios de la eficiencia del fotosistema II (®,) (A), la energia no regulada en exceso en forma de fluorescen-
cia () (B), la energia disipada en forma de calor (®,p,) (), y la eficiencia maxima del fotosistema II en oscuridad
(F/F,) (D) de plantas de B. pilosa expuestas a distintas concentraciones de AE (0, 4, 8, 12, and 20 uL/mL) durante
0, 6,24y 48 h. Los valores medios estaban expresados en unidades arbitrarias (A.U.).
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Figura 3 - Representacion gréfica del analisis de componentes principales (PCA) (A) y el mapa térmico de los 62 metabolitos
alterados significativamente tras el t-test (B). La ‘C’ representa plantas controly la ‘T’ las plantas tratadas con el AE.
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evaluaron también las rutas metabdlicas afectadas,
obteniéndose un total de 41 rutas alteradas tras la
exposicion al AE. Entre ellas, las mds impactadas
fueron la ruta de la alanina, aspartato y glutamato,
la ruta metabolica de la glicina, serina y treonina y
la ruta metabdlica del almidon y la sacarosa.

DISCUSION

En este trabajo se ha evaluado el efecto fitotdxico
del AE de C. acaulis contra la mala hierba Bidens
pilosa. Como ya fue relatado por Benelli et al. (2022),
la actividad bioldgica del AE de C. acaulis esta prin-
cipalmente ligada a la presencia de 6xido de carli-
na como principal constituyente, que también fue
demostrado en este trabajo mediante una hidro-
destilacién del AE. Los ensayos demostraron que
el AE causo deshidratacidon de las hojas y necrosis
foliar, también confirmado por el aumento del ratio
peso seco/peso fresco. Resultados similares ya ha-
bian sido relatados por Diaz-Tielas et al. (2014) tras
el tratamiento con frans-chalcona, sugiriendo alte-
raciones en el estado hidrico de la planta. Las plan-
tas de B. pilosa experimentaron una disminucion
significativa de la eficiencia del fotosistema II (D))
y de la eficiencia maxima del fotosistema II en os-
curidad (F,/F,), sugiriendo un posible dafio fisico
en el complejo antena del fotosistema Il y causando
una disminucion de la eficiencia fotosintética, tal
y como ya habia sido relatado por Sanchez-Morei-
ras et al. (2020) y Alvarez-Rodriguez et al. (2023).
El posible dafio en el fotosistema II fue también de-
mostrado con el analisis ionémico. Las plantas de
B. pilosa experimentaron una reduccion significa-
tiva del contenido en Mn, considerado como un
componente principal del complejo evolutivo de
oxigeno del fotosistema II. El cluster Mn,Ca es el
encargado de proteger frente a situaciones de estrés
oxidativo y de impulsar la cadena de transporte de
electrones (Schmidt et al., 2016). Por lo tanto, una
disminucién en el contenido de Mn derivaria en
una reduccion del ntimero de electrones que atra-
viesan el fotosistema, induciendo una disminucién
de la eficiencia fotosintética. En consecuencia, la
deficiencia de Mn esta directamente correlaciona-
da con el parametro F,/F,, que se reduce debido al
estrés, como hemos observado en las plantas de
B. pilosa tras la exposicion al AE de C. acaulis. Como
ya fue relatado por Schmidt et al. (2016), las hojas de
Hordeum vulgare L. mostraron manchas marrones

necrdticas como consecuencia de la deficiencia de
Mn, sintoma también observado en las hojas de B.
pilosa tras el tratamiento con AE de C. acaulis. Ade-
mas, el analisis iondmico mostrd disminucion del
contenido de Ca, también parte del cluster Mn,Ca,
y cuyo déficit afecta negativamente a la eficiencia
fotosintética. El analisis metabolomico reveld que
el AE de C. acaulis aumento generalmente el conte-
nido de aminoacidos con capacidad osmoprotecto-
ra (GABA, isoleucina, valina). Resultados similares
fueron documentados por Lépez-Gonzdlez et al.
(2023) tras el tratamiento con citral y farnesene,
sugiriendo que las plantas se estaban defendien-
do del estrés con un incremento en la produccién
de estos aminoacidos con capacidad osmoprotec-
tora. La acumulaciéon de aminoacidos de cade-
na ramificada, como la isoleucina y la valina, ya
se ha relacionado con respuestas a situaciones de
estrés osmotico, principalmente debido a condi-
ciones de estrés por sequia, como ha sido relatado
por Huang and Jander (2017). Nuestros resultados
sugieren que la exposicidon al AE de C. acaulis pro-
voca una alteracion del estado hidrico de la planta,
induciendo alteraciones osmoticas y, como conse-
cuencia, la acumulacion de aminoacidos de cade-
na ramificada. Por ultimo, las plantas de B. pilosa
experimentaron una disminucion generalizada del
contenido de aztuicares. Como ha sido relatado por
Khan et al. (2020), frente a condiciones severas de
estrés, las plantas pueden experimentar una dis-
minucién del contenido de aztcares. De hecho, ha
sido relatado recientemente (Lopez-Gonzalez et al.
2023) que una reduccién en el contenido de saca-
rosa puede estar relacionado con una disminucion
de la eficiencia fotosintética, ya que es el producto
principal de la fotosintesis. Esta situacion estaria
en relacionada con nuestros resultados, ya que el
AE de C. acaulis alter6 varios parametros de fluo-
rescencia de clorofila a, sugiriendo dafos en la
maquinaria fotosintética de las plantas de B. pilosa,
reduciendo la eficiencia fotosintética.

CONCLUSIONES

El AE de C. acaulis, compuesto principalmente por
6xido de carlina, ha demostrado tener un fuerte
potencial fitotdxico contra plantas de Bidens pilosa.
Los efectos provocados por este AE sugieren una
posible alteracién en el estado hidrico de la plan-
ta y dano fisico en la maquinaria fotosintética.
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La reduccion de los niveles de aztuicares, Mn y  trabajo sugieren que el AE de C. acaulis podria con-
Ca confirmo atin mas esos dafios potenciales, sugi-  siderarse un producto fitotoxico prometedor para
riendo una alteracion en la correcta funcionalidad  la gestion de malas hierbas.

del cluster Mn,Ca del PSIL Los resultados de este
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