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sus resultados.
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Introduccion

l. 1. CONCEPTO DE PLANTA AROMATICA.

Los organismos vegetales producen una gran diversidad de
compuestos quimicos, de los que s6lo una parte se sintetiza en las rutas
del metabolismo primario, a partir del cual se originan los componentes
que intervienen en la fotosintesis o el metabolismo respiratorio. El resto,
que no son directamente esenciales para estos procesos, se forman

siguiendo las vias del metabolismo secundario.

La habilidad para sintetizar compuestos secundarios ha sido
seleccionada a través del curso de la evolucion en funcién de las
necesidades de cada planta: en la naturaleza, las plantas estan expuestas
a factores bioticos y abioticos con los cuales han co-evolucionado, y la
presion ejercida por estos a lo largo del proceso evolutivo determina el
desarrollo en los vegetales de rutas de biosintesis a través de las cuales
sintetizan y acumulan en sus érganos una gran variedad de metabolitos
secundarios. Muchos de ellos desempeinan una importante funcién en las
interacciones entre las plantas y el medio que las rodea. Por ejemplo, los
aromas florales y los pigmentos se emplean para atraer polinizadores,
principalmente insectos, que son capaces de distinguir entre mezclas
complejas de fragancias (Dudareva y Pichersky, 2000); la sintesis de
sustancias toxicas (fitoalexinas) protege a la planta que las produce frente
a patogenos y herbivoros (desde bacterias y hongos hasta insectos y
mamiferos), o impide el crecimiento de las plantas vecinas (Bennet y
Wallsgrove, 1994).

Los estudios acerca de la evolucién y la ecologia de los metabolitos
secundarios han estado estrechamente wunidos a causa del
reconocimiento de que muchos de estos compuestos desempenan
distintas funciones ecolodgicas, en tanto que también muestran afinidades

filogenéticas (Theis y Lerdau, 2003).
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Las plantas sujetas a estrés a menudo acumulan estos metabolitos
como respuesta a elicitores o sefiales moleculares originadas por la
accién de microorganismos patégenos o un ambiente desfavorable, que la
planta reconoce por medio de receptores presentes en la célula vegetal.

El reconocimiento de estos elicitores provoca una cascada de
reacciones cuyo fin es activar los mecanismos de defensa de la planta
(www.biojournal.net). Seria interesante conocer las vias metabdlicas que
permiten pasar de una sefal o elicitor a la produccion y acumulacion de
metabolitos secundarios por parte de la planta, considerando que tales
compuestos son fuente de productos farmacéuticos, aditivos alimentarios,

perfumes, y otros materiales para la industria (Zhao et al., 2005).

La manipulacion genética de las rutas que conducen a la sintesis
de estos productos naturales, con el fin de conseguir la mejora de la
calidad las plantas o su resistencia a diferentes tipos de estrés, ha estado
a menudo limitada por un escaso conocimiento acerca de su bioquimica,
y por la necesidad de coordinar la regulacion de multiples actividades

geénicas (Dixon, 2005).

Asi, aunque la mayoria de tales rutas aun no se conocen,
posiblemente existen cientos de miles de enzimas diferentes implicadas
en el metabolismo secundario de las plantas. En muchos casos, la
sintesis de multiples productos puede ser catalizada por una unica
enzima, bien a partir de diferentes sustratos o, mas raramente, a partir del
mismo sustrato. Sin embargo, en la mayoria de los casos que han sido
investigados, las enzimas del metabolismo secundario de las plantas son
especificas para un sustrato dado y generan un sélo producto (Pichersky
y Gang, 2000).

Se estima que el genoma vegetal contiene entre 20.000 y 60.000
genes, y quizas entre un 15y un 25% de esos genes estan implicados en
el metabolismo secundario. El genoma de una especie vegetal concreta

codifica unicamente una pequefa fraccién de todas las enzimas que

10
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serian requeridas para sintetizar el conjunto completo de metabolitos

secundarios encontrados en el Reino Vegetal.

Todo lo expuesto tiene relacién con la presente memoria en lo que
se refiere a la definicion de planta aromatica, medicinal y condimentaria,
ya que estas plantas se caracterizan por la produccién, a partir del
metabolismo secundario, de una serie de componentes denominados
principios activos, con aplicaciones en el campo de la medicina, industria
aromatica e industria alimentaria. Dichos componentes son la base para
el control de rendimiento y calidad de productos cultivados y el principal
criterio para su seleccién y mejora.

Se define como principio activo una sustancia contenida en un
farmaco o preparado (magistral), por la cual dicho farmaco adquiere su
propiedad medicinal.

En el caso de las plantas aromaticas, sus principios activos estan
constituidos, total o parcialmente, por aceites esenciales que confieren a
la planta, a su extracto, o a los productos con los que se mezcle, un
aroma agradable al olfato (Sotomayor, 1998).

Tradicionalmente se consideran principios activos tanto el aceite
esencial como el componente fundamental y caracteristico, en estado
puro, extraido de dicho aceite o sintetizado.

Un elevado numero de genes ampliamente distribuidos por el
genoma de la planta controla la composicion quimica de estos aceites

esenciales (Echeverrigaray et al., 2001).

Los olores florales, por otra parte, estan determinados por una
compleja mezcla de compuestos volatiles de bajo peso molecular, y la
habilidad para producir y emitir tales olores es un rasgo evolutivo que
algunas plantas pueden adquirir de forma relativamente sencilla, sin el
desarrollo de glandulas especializadas, simplemente mediante la
expresion, preferentemente en células epidérmicas, de determinadas
enzimas implicadas en la biosintesis de compuestos volatiles, lo que

conduce a la produccién de dichos compuestos sobre la superficie de

11
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determinados organos, facilitandose asi su emision a la atmodsfera
(Dudareva et al., 1996). Se ha encontrado una correlacion positiva entre
la cantidad de ARNm transcrito a partir de los genes que codifican para
estas enzimas, la cantidad de proteina y actividad enzimatica, y la emisidn
del componente volatil correspondiente, por lo que los niveles de actividad
de las proteinas que intervienen en la produccién de volatiles estarian
regulados principalmente por los niveles de ARNm de las células
presentes en el 6rgano que emite tales compuestos (Dudareva y
Pichersky, 2000).

El género Thymus, cuyo nombre proviene del verbo griego Thym
(perfumar), en alusién al intenso y agradable olor de la planta, se
caracteriza por su gran riqueza en aceite esencial, por lo que este género
se situa en el ambito de las plantas aromaticas. Ilgualmente, dicho aceite,
por la naturaleza de sus constituyentes quimicos, puede ejercer un efecto
beneficioso sobre la salud, lo cual nos permite también considerar a estas

plantas como medicinales.

Es importante senalar que el gran valor estratégico de las plantas
aromaticas, asi como de las medicinales y condimentarias, esta
determinado por su coédigo genético, el cual identifica una composicion
quimica concreta que representa un perfil farmacolégico u organoléptico
especifico (Bandoni, 1994). Si bien puede verse afectada por las
condiciones climaticas o edaficas, la composicién quimica de un aceite
esencial esta determinada genéticamente (Morales, 1986). Esta es una
importante razén para considerar primordial la proteccion de los recursos
genéticos de estas plantas, en peligro por la explotacién indiscriminada de

la flora silvestre.
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I. 2. TAXONOMIA DEL GENERO THYMUS.

En taxonomia, el género o el subgénero complejos pueden
dividirse en secciones. Por lo tanto, la seccion corresponde a una
jerarquia taxondmica situada entre género o subgénero y especie (Font
Quer, 1982), siendo grupos de especies que se establecen por la
presencia de ciertos caracteres comunes, no teniendo estos grupos la
suficiente entidad para ser considerados géneros.

El género Thymus se divide en siete Secciones, segun el siguiente

esquema (Morales, 1986):
I. Secciéon Mastichina (Miller) Bentham.
1. Th. mastichina (L.) L.
subsp. mastichina.
subsp. donyanae R. Morales.
2. Th. albicans Hoffmanns. & Link.
II. Seccion Micantes Velen.
3. Th. caespititius Brot.
lll. Seccién Piperella Willk.
4. Th. piperella L.
IV. Seccién Pseudothymbra Bentham.
a) Subsec. Pseudothymbra (Bentham) R. Morales.
5. Th. lotocephalus G. Lopez & R. Morales.

6. Th. villosus L.

subsp. villosus.

13
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subsp. lusitanicus (Boiss.) Coutinho.

7. Th. longiflorus Boiss.

8. Th. membranaceus Boiss.

9. Th. moroderi Pau ex Martinez.
10. Th. funkii Cosson.

b) Subsec. Anomali (Rouy) R. Morales.

11.

Th. antoninae Rouy & Coincy.

V. Seccién Thymus.

a) Subsec. Thymastra (Nyman ex Velen.) R. Morales.

12.
13.

Th. capitellatus Hoffmanns. & Link.

Th. camphoratus Hoffmanns. & Link.

b) Subsec. Thymus.

14.
15.

16.
17.
18.

19.
20.
21.

Th. carnosus Boiss.
Th. vulgaris L.
subsp. vulgaris.
subsp. aestivus (Willk.) O. Bolos & A. Bolos.
Th. orospedanus Huguet del Villar.
Th. hyemalis Lange.
Th. zygis Loefl. ex L.
subsp. zygis.

subsp. gracilis (Boiss.) R. Morales.

subsp. sylvestris (Hoffmanns. & Link) Brot.

Coutinho.
Th. baeticus Boiss. ex Lacaita.
Th. willdenowii Boiss.
Th. loscosii Willk.

14
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22.

Th. serpylloides Bory.
subsp. serpylloides.

subsp. gadorensis (Pau) Jalas.

VI. Seccion Hyphodromi (A. Kerner) Halacsy.

23.
24.
25.

26.

27.
28.

Th. mastigophorus Lacaita.
Th. lacaitae Pau.
Th. granatensis Boiss.
subsp. granatensis.
subsp. micranthus (Willk.) O. Bolés & Vigo.
Th. leptophyllus Lange.
subsp. leptophyllus.
subsp. paui R. Morales.
Th. bracteatus Lange ex Cutanda.

Th. fontqueri (Jalas) Molero & Rovira.

VIl. Seccién Serpyllum (Millar) Bentham.

a) Subsec. Insulares.

b) Subsec. Pseudopiperellae.

c) Subsec. Kotschyani.

d) Subsec. Isolepides.

e) Subsec. Alternantes.

29. Th. pulegioides L.

f) Subsec. Pseudomarginati.

15
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g) Subsec. Serpyllum.

En el presente trabajo se ensayan tres especies de la Subseccion

Thymus: Th. hyemalis, Th. zygis subsp. gracilis y Th. vulgaris.

|. 3. CARACTERIZACION BOTANICA DEL GENERO THYMUS.

Este género, perteneciente a la familia Labiatae o Lamiaceae,
comprende plantas tipicamente mediterraneas, adaptadas a periodos de
sequia y pluviosidad alternantes. En los periodos mas secos suelen

perder las hojas como mecanismo para protegerse de la pérdida de agua.

Son en su mayoria plantas helidfilas y pioneras, que colonizan
rapidamente los lugares abiertos y desprovistos de vegetacién, como
matorrales quemados, barbechos o cultivos abandonados, presentando
por ello un papel fundamental en las primeras fases de desarrollo de los
matorrales mediterraneos, llamados frecuentemente tomillares. Esta
capacidad de colonizacion se debe en parte al rapido crecimiento de
estas plantas, que en algunos casos pueden alcanzar casi el tamafio

adulto durante su primer afio de vida (Morales, 1986).

En cuanto a su morfologia, el género Thymus presenta un sistema
radicular con una raiz principal lefiosa con bastantes raices secundarias.
Las raices de estas plantas no suelen tener una gran extension, por lo
que arrancarlas del suelo no resulta especialmente complicado en la
mayor parte de los casos. Por ello, tradicionalmente, los tomillos silvestres
se recolectan de esta forma, con todos los inconvenientes ecoldgicos y

comerciales que acompanan a una practica de este tipo.
El tallo de estas plantas es mas o menos lefioso, variando desde

erecto hasta postrado y radicante. Posee numerosas ramas lefhosas,

erectas, compactas, parduscas o blanco aterciopeladas. Suelen ser
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arbustos de unos 30-40 cm, aunque en algunos casos pueden alcanzar lo
80 cm.

Las hojas son opuestas, simples, enteras, generalmente alargadas,
y varian en forma, tamano, pilosidad, presencia de cilios en su borde y
glandulas esenciales esferoidales en su superficie. Su tamafio oscila entre
4 y 10 mm de longitud. En la Peninsula Ibérica, los tomillos suelen
presentar las hojas con los bordes revueltos hacia el envés, resultando
hojas lineares si éstas eran estrechas (Figura 1-1). De esta forma, la
superficie expuesta a la pérdida de agua y a la gran insolacién,
condiciones caracteristicas del clima en el que viven estas plantas, es
menor. Las glandulas esenciales que aparecen sobre estas hojas, donde
se almacena el aceite, tienen un tamafo aproximado de 0,1-0,2 mm
(Morales, 1986).

Fig. I-1. Detalle de fragmento de tallo (a) y envés de hoja (b) de Th. vulgaris. En la hoja
se aprecian las glandulas productoras de aceite esencial.

Respecto a la distribucion de dichas glandulas, Letchamo vy
Gosselin (1996), trabajando con plantas de Th. vulgaris en Canada,
determinan que el numero de estas estructuras es mayor en el envés que

en haz de las hojas.

17



Introduccion

Al ser plantas que viven expuestas al sol, los tomillos tienen muy
frecuentemente todos sus dérganos cubiertos de pelos (Figura 1-2), a
veces blanquecinos, para evitar la transpiracion y reflejar la luz intensa
(Morales, 1989).

Fig. I-2. Detalle de glandulas esenciales y estructuras pilosas en Th. hyemalis.

La floracion de la mayoria de las especies de este género tiene
lugar en primavera, principalmente durante los meses de mayo y junio.

Las flores se suelen agrupar en inflorescencias globosas. Muestran
un caliz bilabiado, con cinco dientes. El labio superior consta
generalmente de tres dientes cortos, normalmente ciliados en sus bordes.
El diente central puede ser igual o de mayor tamafio que los laterales. El
labio inferior presenta dos dientes largos iguales. El tamano total del caliz
varia entre 3 y 8 mm aproximadamente, y es la estructura que mas
caracteriza al género Thymus (Figura [-3).

La corola esta formada por un tubo con dos labios en su extremo,
de entre 2 y 18 mm de longitud. El labio superior esta formado por dos
l6bulos poco diferenciados y en el labio inferior aparecen tres I6bulos
generalmente iguales. El color varia entre blanco, crema, rosa o purpura
(Morales, 1986).
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Fig. I-3. Detalle de inflorescencia (a) y flor (b) de Th. hyemalis.

Estas plantas presentan cuatro estambres que sobresalen de la
corola, y ovario supero tetralocular y tetraovulado. El fruto es un

tetraquenio de color marrén.

La mayor parte de las especies del género Thymus presentan
ginodioecia, modalidad de la poligamia en la que unos pies de planta
tienen flores hermafroditas mientras otros poseen flores femeninas.
Cuando en las flores hermafroditas los estambres y el pistilo no llegan a la
madurez al mismo tiempo, a este fendmeno se le conoce como
dicogamia. Asi pues, las flores son morfolégicamente hermafroditas, pero
funcionalmente unisexuales (Font Quer, 1982). La finalidad de la
dicogamia es evitar la autofecundacion. Se suele presentar en plantas de
polinizacién entomdfila, con escasa produccion de polen, como es el caso
de los tomillos, pero su eficacia es limitada si se prolonga la floracién. Por
ello en las poblaciones de estas plantas aparece un porcentaje variable
de individuos con flores femeninas, asegurando asi la fecundacion
cruzada (Morales, 1986).

La polinizacién, como se menciona anteriormente, es llevada a
cabo por insectos, principalmente abejas, por lo que los tomillos tienen
gran importancia como plantas meliferas. Hormigas, himendpteros,
dipteros (mosquitos) y acaros (aracnidos) también polinizan este género.

Es igualmente frecuente la presencia de coledpteros coccinélidos,
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especialmente Coccinella septempunctata, insectos que se alimentan
basicamente de pulgones, por lo que llevan a cabo una labor beneficiosa

para la planta.

Por ultimo, resulta interesante mencionar algunas plagas que
pueden afectar a estas plantas. En este sentido, la infeccidn mas comun
es la causada por afidos, parasitos que se pueden combatir con los
productos recomendados en lucha ecoldgica. Los afidos o pulgones
ocasionan a las plantas dafos directos e indirectos. Los primeros se
producen por tratarse de insectos chupadores, que se alimentan
principalmente sobre el floema. Las ninfas y los adultos extraen nutrientes
de la planta y alteran el balance de las hormonas del crecimiento, lo que
origina debilitamiento y detencién del desarrollo de los individuos
afectados. Si el ataque es muy severo, se puede llegar a secar la planta.
Los afidos también pueden causar dafios indirectos, al actuar como
vectores de virus fitopatégenos (Bellardi y Rubies-Autonell, 2001). Uno de
estos afidos es Aphis viburnii, que ataca principalmente a Thymus
vulgaris.

Sobre los tomillos es posible encontrar plantas herbaceas parasitas
del género Cuscuta, como C. epithymum, cuya presencia es relativamente
frecuente en la naturaleza. Estas plantas presentan tallos filiformes que se
fijan por medio de haustorios sobre los troncos de distintas fanerégamas,
penetrando en los tejidos de la planta hospedante. Es muy dificil
desinfectar un campo atacado por cuscuta, ya que estas plantas se deben
eliminar manualmente, por lo que cuando se detecta su presencia sobre
algun individuo en un cultivo, lo mas aconsejable es arrancar las plantas
afectadas para evitar que se propague la infeccion.

Igualmente, se han encontrado tomillos con malformaciones en el
tallo que originan un hacinamiento de las hojas, enfermedad producida
por el acaro Eriophites thomasi. Esto es frecuente en Thymus zygis, vy
parece que las plantas afectadas son aquellas que no contienen timol ni
carvacrol en su aceite esencial, sirviendo por lo tanto estos componentes

como proteccion frente a este tipo de infecciones (Morales, 1986).
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Este género es también sensible a enfermedades radiculares

causadas, por ejemplo, por nematodos fitéfagos.

I. 3. 1. Distribucién geogréfica.

Las regiones del oeste del Mediterraneo parecen ser el centro del
origen de este género, que alcanzé un gran éxito evolutivo debido al
predominio cada vez mayor de periodos de aridez, condiciones a las que
estas plantas estan bien adaptadas (Morales, 1986).

La desaparicion del bosque, consecuencia sobre todo de la accion
humana, ha influido en su gran extension actual. Las tierras que quedan
libres de vegetacion, como ocurre, por ejemplo, tras un incendio, son
colonizadas en etapas sucesivas por nuevas plantas, pudiendo llegar a
recuperarse el bosque si se dan las condiciones adecuadas. Esto explica
que los tomillos, que solian vivir en terrenos marginales, hayan podido
colonizar hoy grandes extensiones libres de otras plantas. Pero este
género no siempre aparece como una etapa de sustitucion de otro tipo de
vegetacion. En ciertos habitats, sobre todo en zonas aridas, estas plantas
parecen ser la vegetacion 6ptima en la actualidad, presentandose como

formaciones maduras.

En general, los tomillares cumplen una importante funcién como
asociaciones vegetales pioneras fijadoras del suelo, después de incendios
forestales o en margenes de carreteras u otras vias de comunicacion y en
terrenos removidos (Morales, 1989). El tomillo es, por lo tanto, de una

importancia trascendental para la recolonizacion de terrenos erosionados.

Centrandonos en su distribucion actual, el género Thymus esta
compuesto por alrededor de 150 especies que se extienden por Europa,
Asia, parte de Africa y Groenlandia (Figura |-4). Se ha diversificado
extraordinariamente en la Peninsula Ibérica, donde aparecen numerosas

especies endémicas.
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Fig. 1-4. Distribucion geografica del género Thymus (Morales, 1986).

La mayoria de estas plantas se circunscriben geograficamente a la
region mediterranea, pudiendo soportar etapas de sequia acusada
durante la época estival, asi como los inviernos frios propios de los climas
mediterraneos continentales.

El punto mas occidental de la zona circummediterranea de
distribucion de este género se situa en las Islas Azores, y el limite oriental
seria el margen este del Mar Negro. Dentro de este area los nucleos mas
importantes son la Peninsula Ibérica y el noroeste de Africa en el
Mediterraneo occidental, y la Peninsula Balcanica y Turquia en el oriental
(Morales, 1986).

Ademas de las zonas colonizadas espontaneamente por este
género, se han introducido poblaciones, que ahora crecen en estado
silvestre, en Estados Unidos, Canada, Chile, Australia o Nueva Zelanda,

lo que amplia su area de distribucion.
Los tomillos son plantas que no toleran la excesiva humedad

ambiental ni edafica, por lo que estan adaptados perfectamente a las

condiciones semiaridas del Sudeste Ibérico (Sotomayor, 1998).
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|. 4. CARACTERISTICAS DEL ACEITE ESENCIAL.

Las plantas medicinales y aromaticas sintetizan y acumulan aceites
en estructuras glandulares que pueden estar distribuidas por toda la parte
aérea de la planta, aunque esta distribucion no es uniforme, ya que
generalmente se suelen encontrar en hojas y flores.

En algunos casos, por ejemplo, las flores pueden poseer un
numero mas elevado de estas células secretoras que el resto de la planta
(Miguel et al., 2005), por lo que el rendimiento del aceite esencial puede
variar si se obtiene destilando separadamente flores, tallos y hojas.

Ademas, la capacidad secretora de estas glandulas depende de la
etapa de desarrollo de las plantas, siendo por lo tanto el estado fenoldgico
un factor determinante en la produccion de estos aceites (Cabo et al.,
1987; Jordan et al., 2006), produccion que también puede verse afectada

por las condiciones ambientales.

En general, los aceites esenciales son productos formados por la
mezcla de numerosas sustancias, con una composicion quimica bastante
compleja, obtenidos a partir del metabolismo secundario de las plantas.
Son lipidos simples sin acidos grasos, y estan compuestos por sustancias
volatiles, a diferencia de los aceites fijos, que contienen acidos grasos
como componentes estructurales fundamentales, y no son volatiles
(Sotomayor, 1998).

El numero de compuestos volatiles diferentes que aparecen en las
plantas es muy elevado pero, sin embargo, estos constituyentes son
biosintetizados por un numero relativamente pequefo de rutas
metabdlicas, a menudo solapadas. En general, la mayor parte de estas
sustancias volatiles derivan de tres clases principales de compuestos:
terpenoides, fenilpropanoides/benzenoides, y derivados de acidos grasos
(Vainstein et al. 2001).

23



Introduccion

Estos aceites pueden actuar como agentes alelopaticos, al ser
liberados por la planta que los produce y actuar sobre las plantas vecinas
impidiendo su crecimiento.

En este sentido, Angelini et al. (2003), llevan a cabo un trabajo
sobre inhibicion de la germinacion de malas hierbas por medio de aceites
esenciales de distintas plantas, entre las que se encuentra Thymus
vulgaris. Como resaltan estos autores, el uso continuado de herbicidas
sintéticos puede amenazar la produccion agricola y causar problemas
ecologicos y medioambientales. La alelopatia ofrece una alternativa
bioldégica al tratamiento de las malas hierbas a través de la produccion y
liberacion de sustancias aleloquimicas por parte de las plantas. En este
trabajo se ensayan plantas de tomillo con un 44,1% de timol,
comprobandose que la actividad alelopatica del aceite esencial de tomillo
es elevada, aunque poco selectiva. Cuando se analiza la actividad de los
constituyentes de los aceites por separado, los investigadores constatan
que tanto el timol como su isébmero carvacrol ejercen también un efecto
inhibitorio sobre la germinacion de la mayor parte de las plantas tratadas

en este estudio, y muestran un comportamiento mas selectivo.

La presencia de aceites esenciales en estas plantas también se
puede explicar como método de defensa frente a la pérdida de agua,
teniendo en cuenta los ambientes calidos y secos en los que suelen vivir
los tomillos. A consecuencia de las altas temperaturas, las glandulas
esenciales se rompen y liberan los aceites de su interior, que se evaporan
y producen un ambiente alrededor de la planta con aire saturado por
estas sustancias, lo que impide que se produzca evapotranspiracion
(Morales, 1989).

El género Thymus presenta una gran riqueza en aceite esencial y
una alta variabilidad intraespecifica que afecta tanto al rendimiento en
aceite como a su composicidén quimica. Es interesante sefalar la facilidad
de hibridaciéon que tiene lugar entre distintas especies de tomillo cuando

existe proximidad geografica y sus periodos de floracion coinciden,
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incluso teniendo diferente numero de cromosomas, lo que prueba las
afinidades genéticas que existen entre estas plantas. La formacion de
hibridos incrementa la variabilidad que podemos encontrar en el aceite
esencial.

A pesar de ser sustancias con una composicidon quimica muy

heterogénea, los aceites esenciales presentan ciertas propiedades en

comun, entre las que se encuentran las que aparecen en la Tabla |1-1.

Tabla I-1. Propiedades del aceite esencial.

Aroma intenso

Generalmente liquidos a temperatura ambiente

Volatiles, a diferencia de los aceites fijos

Generalmente incoloros o con tonalidad amarillenta

Facilmente oxidables.

Su densidad relativa oscila entre 0,84 y 1,18, siendo la gran mayoria

de estas sustancias menos densas que el agua.

Tienen un indice de refraccion elevado y suelen presentar actividad

Optica.

Punto de ebullicion relativamente alto, situado entre 150 y 300 °C.

Insolubles en agua, y facilmente solubles en disolventes organicos

Fuente: Biblioteca digital de la Universidad de Chile (http:// www.uchile.cl)
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I. 4. 1. Definicién de calidad.

Se define calidad como “grado en el que un conjunto de
caracteristicas inherentes cumple con los requisitos” (UNE-EN ISO
9000:2000).

En el caso de los aceites esenciales, la calidad viene determinada
por su composicion quimica, ya que de ella dependen las propiedades
que se atribuyen a estas sustancias.

Los aceites mas demandados actualmente son aquellos que
presentan compuestos fendlicos como constituyentes mayoritarios, siendo
el timol y su isébmero carvacrol los componentes definitorios de calidad en
tomillo. La cantidad relativa de ambos compuestos, especialmente timol,
es la caracteristica que mas valoran los compradores, aunque dado el
efecto sinérgico que parece existir entre determinados constituyentes de
estos aceites (Ultee et al., 2000), una cantidad excesivamente alta de un

unico componente tampoco es deseable.

La normativa legal, a través de las normas ISO o UNE, establece
las especificaciones que debe reunir el perfil cromatografico del aceite
esencial de algunas especies del género Thymus, entre las que se
encuentra el tomillo rojo espafol o Th. zygis, tipo timol (UNE 84303.
Tabla [-2).

Para Th. vulgaris y Th. hyemalis, las otras dos especies objeto de
esta Tesis, no existen normas legales que regularicen la composicion
quimica de sus aceites. No obstante, en el caso de Th. vulgaris pueden
adoptarse criterios similares a los aplicados a Th. zygis; Th. hyemalis es
una especie con una gran diversidad de quimiotipos, siendo las plantas
ricas en timol las mas apreciadas, si bien el contenido fendlico que
presenta esta labiada no suele ser tan alto como el encontrado en las

otras dos especies.
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Tabla I-2. Normativa UNE 84303 para el aceite esencial de Th. zygis, tipo timol.

Componentes % Minimo % Maximo
a-Tujeno 0,2 1,5
a-Pineno 0,5 25
Mirceno 1 2,5
p-Cimeno 14 28
Limoneno 0,2 3,5
y-Yerpineno 4 11
Linalol 3 6,5
Terpinen-4-ol 0,1 2,5
Metilcarvacrol 0,1 1,5
B-Cariofileno 0,5 2
Timol 37 55
Carvacrol 0,5 5,5

I. 4. 2. Métodos de extraccion.

El aceite esencial que sintetizan las distintas especies aromaticas
puede ser obtenido por diferentes métodos, pudiendo verse afectados
tanto el rendimiento como la composicién de dicho aceite en funcién del
sistema de extraccién empleado (Scheffer, 1993; Sotomayor et al., 2001).
Los métodos mas usados con este fin son la hidrodestilacion, la
extraccion con disolvente y la destilacion-extraccion simultaneas, aunque
nuevos meétodos se han venido desarrollando para recuperar los
compuestos de interés, intentando no producir alteraciones de los mismos
ni introducir contaminantes o desarrollar artefactos que puedan interferir
en el posterior analisis, como es el caso de técnicas tales como la
extraccion con fluidos supercriticos y el uso de microondas.

Es considerando esta variedad de métodos y la diversidad de

resultados donde se debe encuadrar la aplicacion mas adecuada en cada
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caso para que resulte lo mas representativo de la composicidon en la

muestra en estudio (Jordan, 1999).

A) Destilacion.

Esta técnica, basada en la volatilidad de los aceites esenciales, es
la mas usada para la separacion de tales sustancias, tanto a nivel

industrial como de laboratorio.

Los avances en esta técnica de extraccion a lo largo del siglo XX
han permitido que actualmente los aceites esenciales sean considerados
como materias primas para la industria. Su mezcla de constituyentes
puede ser separada y los componentes individuales usados como
elementos esenciales para introducir un aroma particular a un producto
(New Zealand Institute for Crop and Food Research,

http://www.crop.cri.nz).

Se distingue:

A. 1) Destilacion con agua o hidrodestilacion. La planta esta
sumergida en agua dentro de un recipiente o destilador que se calienta

directamente hasta ebullicion. Este proceso puede durar algunas horas.

A. 2) Destilacion en corriente de vapor. El material vegetal se situa
en un destilador a través del cual se hace pasar vapor de agua generado
en otro recipiente, sin que exista contacto entre la planta y el agua
hirviendo. Masango (2005) disena una técnica que permite determinar el
minimo flujo de vapor requerido para una masa vegetal dada, de forma
que se necesita una menor cantidad de agua para la destilacion. Con esta
minima cantidad de vapor pasando a través del material vegetal, se

reduce la pérdida de compuestos polares solubles en agua.
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A. 3) Destilacion mixta. El vapor se produce en el mismo recipiente
en el que se encuentra la planta, sostenida sobre el nivel del agua por una

rejilla metalica.

En los tres casos, los productos volatiles son arrastrados por el
vapor de agua hacia un refrigerante donde ambos, aceite y vapor de
agua, se condensan. Estos aceites tienen una densidad menor a la del
agua, por lo que quedan depositados sobre ella, pudiendo ser separadas

ambas sustancias tras la destilacion.

B) Extraccién con disolvente (SE).

Procedimiento basado en el coeficiente de distribucion favorable
entre el disolvente y la muestra en estudio (Jordan, 1999).

El disolvente se selecciona en funcion de los componentes que
interesa extraer. En el caso del aceite esencial, se suelen emplear
solventes tales como éter etilico, éter de petréleo, hexano, benceno o

diclorometano. Estas sustancias deben ser eliminadas posteriormente.

C) Destilacion-Extraccién simultaneas (SDE).

Con el objeto de minimizar las alteraciones que puedan sufrir los
constituyentes del aceite debido al calor generado con la destilacion, se
han desarrollado técnicas como la SDE, que ha experimentado mejoras

dirigidas a reducir tales dafios térmicos.

En esta técnica, la muestra se sitia en agua dentro de un matraz
conectado a un sistema de refrigeracion. Frente a él, otro matraz
conteniendo el disolvente se conecta al mismo sistema. Los matraces se
calientan por separado y los vapores de agua y de disolvente condensan
juntos en la seccion central de refrigeracion. Como consecuencia, las
fases de agua y disolvente inmiscibles quedan separadas en la seccion

en forma de U, recirculando cada fase a su respectivo matraz (Likens y
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Nickerson, 1964). El resultado es una destilacion continua que solo
requiere un pequefo volumen de disolvente para la extraccion de

muestras incluso de cierto tamano.

Una modificacion de este sistema se debe a Maarse y Kepner
(1970), los cuales aplican una trampa de vacio para evitar la prematura
condensacion del vapor, y un condensador de hielo seco para evitar las
pérdidas del disolvente. En 1974, Romer y Renner aplican un generador
de vapor externo al equipo original.

Buttery et al. (1976) emplean este sistema trabajando presion
reducida, lo cual minimiza la degradacién y aparicion de componentes
extrafios que sufre el producto al someterlo a las elevadas temperaturas
que requiere la técnica cuando trabaja a presion atmosférica, tal como fue

disefada originalmente.

D) Extraccién con fluidos supercriticos (SFE).

Este es un caso particular de la técnica de extraccion con
disolvente mencionada anteriormente. En este caso, se emplea como
disolvente un fluido supercritico.

Fluido supercritico es aquel que se encuentra sometido a
condiciones por encima de su presion y temperatura criticas. En este
estado, el fluido tiene propiedades intermedias entre las de un liquido y un
gas. La cualidad mas caracteristica de los fluidos supercriticos es el
amplio rango de altas densidades que pueden adoptar dependiendo de
las condiciones de presion y/o temperatura, con lo que estos fluidos
presentan la capacidad de modular su poder solvatante, directamente

relacionado con su densidad, en funciéon de tales condiciones.

De esta forma, los fluidos supercriticos se convierten en
disolventes ideales, lo que les permite ser empleados, entre otras
aplicaciones, en la extraccion de productos naturales, ya que esta técnica

no deja residuos, se obtienen extractos de alta pureza y no requiere altas
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temperaturas, lo que es especialmente importante cuando se extraen

compuestos termolabiles.

El fluido mas utilizado en este método es el CO,, gas de baja

toxicidad, abundante y de coste reducido.

El proceso de extraccién seria el siguiente: en un reactor se
introduce el sustrato original y una cantidad de CO,. El sistema se
presuriza hasta alcanzar condiciones supercriticas, con lo que el CO;
disuelve los compuestos a extraer. A continuacion, se transfiere el fluido a
otro reactor donde se despresuriza la mezcla, provocando la liberacién del
soluto y la eliminacién del CO, como gas, con lo que no quedan residuos
en el extracto, el cual tendra una mayor pureza. La SFE presenta ademas
un mejor rendimiento que otros procedimientos de extraccion, ya que el
soluto, una vez extraido, se recupera totalmente al ser insoluble en el gas.
(Instituto de Ciencia de Materiales de Barcelona — CSIC: http://

www.icmab.es).

E) Microondas.

La extraccion del aceite esencial se realiza en un reactor de
microondas, de forma rapida, sin el empleo de agua ni disolventes. Se
trata de un proceso de destilacién acelerada, que al no emplear agua
evita las transformaciones que pueden sufrir los componentes de estos
aceites al estar en contacto prolongado con agua hirviendo.

Las microondas generadas provocan un calentamiento de las
moléculas de agua del interior del material vegetal, dilatando vy
provocando la rotura de las glandulas que contienen el aceite, liberandose
este. En el exterior del microondas se encuentra el refrigerante, donde se
condensan los productos destilados. Finalmente, se separa el aceite de la
fase acuosa por decantacion. La destilacion completa puede realizarse en
unos 30 min, consiguiéndose unos resultados en cuanto a rendimiento y

composicidon del aceite esencial similares a los obtenidos por
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hidrodestilacion (Fuente: DryDist. Labstation for Rapid Solvent Free

Microwave Extraction (SFME) of essential oils).

Numerosas publicaciones analizan los efectos de los diferentes
métodos de extraccion sobre el rendimiento y la composicion del aceite

esencial.

Hawthorne et al. (1993), comparando hidrodestilacién y extraccion
con fluidos supercriticos, comprueban que la velocidad de extraccién con
CO;, puro es relativamente lenta (recuperacion del 80% tras 90 min), pero
una extraccion estatica usando cloruro de metileno como modificador
durante 15 min, seguida de la extraccion dinamica con CO; durante otros
15 min, proporciona los mismos resultados conseguidos con 4 horas de
hidrodestilacion. La SFE también recupera algunos compuestos organicos

que no se extraen con hidrodestilacion.

Mold&o-Martins et al. (2002) determinan, en plantas de Th. zygis
subsp. sylvestris, una composicion cuantitativa diferente en funcion del
procedimiento empleado para la extraccion de los compuestos volatiles,
siendo los aceites esenciales obtenidos por hidrodestilacion mas ricos en
y-terpineno, geraniol y timol, en tanto que la SFE proporciona extractos

con mayor presencia de p-cimeno y -cariofileno.

Lemberkovics et al. (2003) contrastan la composicion de aceites
extraidos por destilacién con vapor con fracciones volatiles obtenidas con
SFE, observando que estas ultimas son mas ricas en ésteres y mas
pobres en alcoholes. Por otra parte, con SFE se alcanzan mayores

porcentajes de sesquiterpenos que en los aceites destilados.

Con extractos volatiles de Th. vulgaris obtenidos por destilacion-
extraccion simultanea y por extraccion supercritica, Diaz-Maroto et al.
(2005) observan que timol y p-cimeno, los compuestos mas abundantes

en tomillo, se obtienen generalmente en mayor cantidad con SDE.
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Por su parte, Lucchesi et al. (2004), comprueban con diferentes
plantas, entre las que se encuentra el tomillo, que el rendimiento en aceite
esencial extraido con el empleo de microondas (SFME) durante 30
minutos es similar al que se obtiene con hidrodestilacion en cuatro horas.
Ademas, con SFME, los aceites muestran cantidades mas elevadas de
compuestos oxigenados y concentraciones mas bajas de monoterpenos,

en comparacion con los resultados proporcionados por la hidrodestilacion.

. 5. COMPOSICION QUIMICA DEL ACEITE ESENCIAL EN EL
GENERO THYMUS.

En los ultimos afos, con el desarrollo de las técnicas de analisis
instrumental, se han realizado numerosos estudios acerca de la
composicién cualitativa y cuantitativa de los aceites esenciales de las
plantas aromaticas. Las plantas producen metabolitos secundarios
caracteristicos, y en los aceites encontramos estos productos en distintas
proporciones, siendo este hecho determinante para establecer sus
diversas aplicaciones. Los analisis cromatograficos practicados a dichos
aceites han permitido encontrar especies cuyos individuos son
morfolégicamente idénticos y que, sin embargo, presentan diferencias en
la composicion quimica de sus aceites esenciales, manteniéndose estas
diferencias en el tiempo y en diferentes condiciones ecolégico-climaticas.
La Cromatografia de Gases con columnas capilares es la técnica que se
emplea habitualmente para analizar tales sustancias, siendo necesario
completar estos estudios con analisis por Espectrometria de Masas, para
obtener una identificacién rigurosa de los componentes. En base a los
caracteres quimicos determinados en estos aceites se desarrolla una
clasificacion denominada quimiotaxonomia, y a los taxones quimicos o
variedades de plantas establecidos desde el punto de vista de la
composicién quimica de su aceite esencial, se les llama quimiotipos.

El aceite esencial de una planta contiene componentes que se

encuentran en concentraciones elevadas y otros que aparecen de forma
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minoritaria, siendo los componentes mayoritarios los que confieren el
quimiotipo. Cuando aparece un unico componente en cantidad
significativamente superior al resto, se habla de quimiotipo simple. Los
quimiotipos mixtos son aquellos que presentan concentraciones

importantes de mas de un constituyente (Sotomayor, 1998).

El género Thymus presenta un elevado polimorfismo quimico, con
componentes que varian de una especie a otra y también, como se ha
dicho, dentro de una misma especie. Este polimorfismo esta motivado por
factores genéticos y ambientales, siendo responsables los primeros de las
caracteristicas quimicas de estos aceites, determinando su quimiotipo, y
pudiendo influir los segundos, relativamente, en su composicion
cuantitativa.

Ademas de los factores ambientales, hay otros parametros
externos que pueden afectar al perfil volatil de un aceite esencial, tales
como época en la que se recolecta la planta, método de secado,
condiciones de almacenaje, procedimiento empleado para la extraccion
del aceite esencial, y caracteristicas del analisis cromatografico usado
para identificar los componentes de ese aceite (Scheffer, 1993; Miguel et
al., 2005; Jordan et al., 2006).

La influencia del habitat en la composicién cuantitativa de los
aceites esenciales queda de manifiesto en un trabajo realizado sobre
plantas de Th. hyemalis cultivadas en dos zonas con diferentes
condiciones edafoclimaticas (Martinez et al., 2005), en el que se aprecian
diferencias en los perfiles volatiles de tales aceites en funcién de la zona

en la que crecen las plantas.

Por otra parte, Saez (1995a; 1995b; 1999) encuentra una gran
complejidad en la composicion quimica del aceite esencial de algunas
especies del género Thymus localizadas en el SE Ibérico, consecuencia
segun este autor de la variabilidad ecolégica que se presenta en esta

zona, lo cual se refleja en esa gran variabilidad quimica.
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No obstante, como se indica anteriormente, dichas condiciones
ambientales soélo tienen un efecto parcial sobre los componentes que
definen el quimiotipo, que podrian aumentar o disminuir su concentraciéon
relativa, pero seguirian siendo mayoritarios, ya que el quimiotipo esta
establecido genéticamente. Esto se demuestra con el hecho de que
plantas con diferentes quimiotipos pueden crecer en el mismo habitat
(Salgueiro et al. 2000a), e igualmente, se pueden encontrar individuos con
el mismo quimiotipo en diferentes zonas bioclimaticas (Sotomayor, 1998).
Es decir, una planta concreta no varia su quimiotipo en funcion de los
factores externos, ya que tal caracteristica esta especificada en el mapa
genético de esa planta.

En este sentido, Loziené y Venskutonis (2005) realizan un
interesante trabajo en el que analizan la influencia de ambos factores,
genéticos y ambientales, en la composicion del aceite esencial de Thymus
pulegioides. Para ello recolectan individuos de diferentes quimiotipos
procedentes de distintos habitats naturales y los transfieren a una
plantacion experimental, donde crecen en condiciones ambientales
uniformes. Estas plantas son clonadas y replantadas anualmente, durante
5 anos, en el mismo entorno. Comparando el perfil quimico de los aceites
esenciales de las plantas clonadas con las recolectadas en estado
silvestre, estos autores comprueban que la composicion de los aceites a
lo largo de las clonaciones anuales permanece practicamente igual a la
encontrada en los habitats naturales, sin fluctuaciones resenables para la
gran mayoria de las plantas. Las cantidades de los componentes
principales de todos los quimiotipos permanecen bastante estables, a
pesar del marcado cambio en las condiciones del medio. Tan solo un
reducido numero de individuos se muestra sensible a los cambios de
habitat, pero cuando se clonan tales individuos durante unos pocos afnos
en el nuevo entorno recuperan una composicién similar a la de las plantas
originales, de lo que se deduce que una modificacién repentina de sus
condiciones de crecimiento causa una variacion en la biosintesis de
algunos componentes del aceite esencial en estas plantas, que necesitan

algunos afos para recuperar una composicion similar a la de sus
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parentales. Por lo tanto, los autores concluyen que, en general, la
composicidon cualitativa del aceite esencial de estas plantas es estable, y

esta predeterminada genéticamente.

Entre los diversos constituyentes que definen la composicion
quimica de los aceites esenciales destacan por su importancia los
compuestos terpénicos, que incluyen hidrocarburos terpénicos y sus
derivados oxigenados, tales como alcoholes, aldehidos, cetonas, ésteres,
éteres o peroxidos. Los compuestos oxigenados son altamente odoriferos
(Lucchesi et al., 2007), y son los principales responsables del olor de
estos aceites.

Los terpenos estan formados por la uniéon de varias moléculas del
hemiterpeno isopreno, con férmula general (CsHg),. Considerando que el
isopreno es su precursor bioldgico, los terpenos son a menudo llamados
isoprenoides, y se clasifican por el niumero de unidades de cinco carbonos
que contienen, denominandose monoterpenos (C1p), sesquiterpenos (Cs),
diterpenos (Cy,), triterpenos (Csp), tetraterpenos (Cso) y politerpenos
(>C45). Los compuestos terpénicos presentes en estos aceites son

principalmente mono y sesquiterpenos, y raramente diterpenos.

Mencion especial merecen los compuestos fendlicos, con
estructura aromatica, que comprenden un conjunto importante de
sustancias que se pueden encontrar en estos aceites. Los fenoles son
alcoholes que pueden producirse por la oxidacion parcial del benceno. El
timol y su isémero carvacrol son los fenoles que se hallan en mayor
proporcion en el aceite esencial de tomillo. Ambos derivan del

monoterpeno p-cimeno. Se trataria, por lo tanto, de alcoholes terpénicos.
Algunos ejemplos de los componentes quimicos mas habituales

encontrados en el aceite esencial de las distintas especies del género

Thymus se pueden ver en la Figura 1-5.
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Fig. I-5. Estructuras quimicas de algunos componentes identificados en los aceites
esenciales de tomillo.
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I. 5. 1. Antecedentes bibliogréficos.

Dada la complejidad y riqueza en especies del género Thymus, se
ha considerado interesante realizar una aproximacién a los resultados
obtenidos por diversos autores acerca de la composicién del aceite
esencial tanto de las tres especies objeto de esta Tesis, como de algunos
otros individuos de este género, con el fin de ofrecer una perspectiva de la

variabilidad quimica presente en estas plantas.

[.5. 1. 1. Thymus vulgaris L.

También conocido como tomillo comun, es una planta nativa de la
region Mediterranea (Espafa, ltalia, Francia, Grecia, etc.). En Espafna se
puede encontrar en la mitad Este de la peninsula, disminuyendo su

presencia hacia el Sur (Figura |-6).

Fig. I-6. Distribucién en la Peninsula Ibérica de Th. vulgaris (Fuente: Sotomayor, 1998).

Florece de marzo a julio, principalmente de abril a junio. Se
encuentra preferentemente en suelos ricos en bases, sobre todo calizas y

margas. Vive desde el nivel del mar hasta 2.000 m.s.n.m. (Morales, 1986).
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En la Figura 1-7 se pueden apreciar algunos aspectos morfolégicos
de esta especie. Las imagenes corresponden a plantas de Th. vulgaris
obtenidas de semillas disponibles comercialmente, procedentes de
Francia, ya que tales plantas han sido las empleadas para la realizacion
de esta Tesis. Este tomillo tiene un porte distinto al comun espafiol, con

hojas de mayor tamano, y presenta ademas un quimiotipo diferente.

Fig. I-7. Detalle de inflorescencia (a), flor (b), hoja (c) y glandulas oleiferas (d) de Th. vulgaris.

Se han realizado numerosos estudios acerca de la composicion

quimica del aceite esencial de esta especie.
Granger y Passet (1973), en su trabajo sobre tomillos espontaneos

en Francia, encuentran individuos que presentan un quimiotipo fendlico,

con timol y carvacrol como componentes mayoritarios, y plantas con
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quimiotipos no fendlicos, en los que los componentes mas representativos
son geraniol, linalol, a-terpineol y (E)-hidrato de sabineno/terpinen-4-ol.
Los autores observan que estos quimiotipos se distribuyen por areas
geograficas, ya que los tomillos fendlicos se suelen presentar en zonas
con suelo calcareo arido y clima calido y seco; las formas no fendlicas
aparecen en general en los lugares menos favorables para la especie,
como suelos acidos y mas humedos. La frecuencia de distribucion de los
quimiotipos en las poblaciones esta determinada por factores genéticos y

ecologicos.

Adzet et al. (1976a), detectan seis quimiotipos distintos estudiando
plantas de Th. vulgaris procedentes de Francia y Espaia: geraniol, linalol,
a-terpineol, timol, carvacrol y (E)-hidrato de sabineno/terpinen-4-ol. Estos
seis quimiotipos son comunes en ambos paises, en tanto que identifican
también el 1,8-cineol como componente mayoritario en plantas de Th.

vulgaris que se hallan sélo en Espania.

El quimiotipo 1,8-cineol es el caracteristico del tomillo comun que
crece en la Peninsula Ibérica (Jordan et al., 2006). Garcia Vallejo et al.
(1989) manifiestan que las Unicas variedades quimicas existentes en
Espafa para esta especie son, ademas de dicho quimiotipo, el mixto 1,8-
cineol/alcanfor encontrado por estos autores; y de los localizados en
Francia, unicamente los quimiotipos linalol, a-terpineol y (E)-hidrato de
sabineno/terpinen-4-ol estarian representados también en Espafia. Los
quimiotipos fendlicos descritos en nuestro pais se deberian a hibridos de

Th. vulgaris con Th. zygis.

El polimorfismo quimico que presenta esta especie ha sido
estudiado por Vernet y Gouyon (1979), los cuales determinan que la
naturaleza del aceite producido por estas plantas no se ve afectada
cualitativamente por las condiciones de desarrollo de las mismas, lo que
se evidencia realizando trasplantes y colocando las plantas en distintas

condiciones de crecimiento, sin que se vea afectada la composicion
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quimica de sus aceites. Teniendo en cuenta el origen genético de los
quimiotipos, estos autores concluyen que son cinco los genes que
participan en la determinacion de los seis quimiotipos mencionados
anteriormente encontrados en Francia, y, realizando trabajos de
hibridacion, establecen entre estos genes la siguiente relaciéon de

epistasia:

Geraniol > a-Terpineol > (E)-Hidrato de sabineno > Linalol > Carvacrol > Timol

Las formas dominantes serian, por lo tanto, las no fendlicas.

El que se presente un quimiotipo u otro estd condicionado por
mecanismos de regulacion genética, ya que, segun estos autores, el
quimiotipo base seria el timol, y la activacion de determinados genes
reguladores, cuyos productos inhiben la expresion de los genes
implicados en la sintesis de timol, promueve la generacion de los otros
quimiotipos.

La adaptacién genética, desde el punto de vista evolutivo, a
condiciones ecoldgicas precisas, es considerada por estos investigadores
la causa de la variacion en la composicion quimica del aceite esencial que
encontramos dentro de esta labiada. Dicha adaptacién confiere a los
individuos ventajas fisiolégicas, como resistencia a la sequia, defensa

contra depredadores, colonizacidén de otros habitats, etc.

Por otra parte, en un trabajo desarrollado por Amiot et al. (2005),
queda comprobada la desigual tolerancia al frio de los quimiotipos
fendlicos y no fendlicos de esta planta, mostrando los no fendlicos una
mayor supervivencia frente a las bajas temperaturas. De esta forma, la
resistencia al frio seria un factor importante en la distribuciéon de estas

labiadas.

La mayor parte de los trabajos llevados a cabo sobre esta especie

de tomillo se refieren al quimiotipo fendlico. Podemos citar en este sentido
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a Piccaglia y Marotti (1993), que realizan un estudio en el norte de lItalia
con objeto de valorar la adaptabilidad agronémica de distintas plantas a
un ambiente con situado a 630 m.s.n.m., para lo cual la composicion del
aceite esencial es un parametro importante a considerar. Por ello, estos
autores evaluan la influencia de diferentes condiciones climaticas y de
abonado en la composicion cualitativa y cuantitativa del aceite esencial de
estas plantas. En dicho estudio, en el caso de Th. vulgaris, se emplean
individuos de 3 6 4 anos recolectados en plena floracion, encontrandose,
tras el analisis cromatografico del aceite esencial, que los componentes
mayoritarios para esta planta son p-cimeno, y-terpineno y timol. Las
cantidades relativas encontradas para estos constituyentes, en
recolecciones realizadas en dos anos consecutivos, oscilan entre 18,60-
25,34% en el caso de p-cimeno, 12,06-12,27% para y-terpineno, y 16,55
-38,24% para timol. Otros componentes que se encuentran en una
concentracion relativamente alta son a-tujeno (0,87-2,10%), a-pineno
(0,49-1,34%), mirceno (1,40-2,14%), a-terpineno (1,67-2,34%), terpinen-
4-ol (0,98-1,10%) o linalol (2,42-2,82%). Las diferencias en las
concentraciones de los componentes en los dos afos considerados se
pueden atribuir al efecto de las condiciones ambientales, que tal como se
ha dicho antes, pueden influir en la composicidon cuantitativa del aceite,
dando lugar a un amplio rango de variacion en las cantidades de sus
constituyentes. Segun estos autores, y-terpineno es el componente
implicado en el proceso de aromatizacion que resulta en la formacién de
p-cimeno, precursor de timol y carvacrol. ElI quimiotipo se puede definir

por la secuencia:

y-terpineno — p-cimeno — timol

Igualmente, Bhaskara Reddy et al. (1998) analizan el aceite
esencial de dos lineas clonales diferentes de Th. vulgaris, identificando
como principales componentes carvacrol, p-cimeno, terpinen-4-ol y timol,
cuya suma corresponde aproximadamente al 50% del total de

componentes analizados en ambas lineas.
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Daferera et al. (2000) determinan la composicion del aceite
esencial de diversas plantas recolectadas en Grecia para evaluar la
actividad bioldgica sobre Penicillium digitatum de dicho aceite. Para Th.
vulgaris estos autores determinan que los componentes mayoritarios son
y-terpineno (4,30%), p-cimeno (23,50%), carvacrol (2,20%) y timol
(63,60%), lo que representa el 93,6% de la composicion total del aceite
esencial. Otros componentes resefiables son a-terpineno (1,00%), B-
cariofileno (1,30%) y borneol (1,40%). De los resultados de este ensayo
se desprende que, ademas de los compuestos fendlicos, hay otros
constituyentes que sumados a ellos contribuyen a la actividad antifungica

de un aceite esencial.

En otro estudio realizado en ltalia, Hudaib et al. (2002) analizan
plantas de Th. vulgaris de dos y cinco afios en diferentes momentos de su
ciclo vegetativo. Los datos correspondientes al aceite esencial extraido
muestran que el componente mayoritario es timol, con un porcentaje
mayor en plantas de cinco afios. Cuando las plantas se encuentran en
floracion, las cantidades relativas de los principales componentes
identificados en este estudio se repartirian como se aprecia en la Tabla
[-3.

Tabla 1-3. Composicion porcentual del aceite esencial de Th. vulgaris.

Cantidad (%)

Componentes Dos afios Cinco afios
a-Tujeno 1,28 0,15
Mirceno 1,14 0,15
a-Terpineno 3.1 0,58
p-Cimeno 21,57 12,88
1,8-Cineol 1,9 24
y-Terpineno 16,88 1,14
Linalol 1,57 2,19
Borneol 0,42 1,33
Terpinen-4-ol 0,65 1,41
Eter metilico de carvacrol 3,36 5,02

43



Introduccion

Tabla I-3 (continuacién)

Cantidad (%)

Componentes Dos afios Cinco afios
Timol 35,83 54,1
Carvacrol 2,62 3,55
B-Cariofileno 3,5 5,28

Otros autores han analizado en estudios mas recientes la
composiciéon quimica del aceite esencial de Th. vulgaris, encontrando
concentraciones de timol que alcanzan el 39,10% (Mirza y Baher, 2003) o
hasta el 60,15% (Asllani y Toska, 2003).

Por otra parte, Sotomayor (1998) lleva a cabo un estudio del
género Thymus con objeto de determinar las condiciones 6ptimas para su
establecimiento como cultivo, y en dicho estudio analiza el aceite esencial
del tomillo comun de origen espafiol, que presenta 1,8-cineol como
componente mayoritario. Las recolecciones de estas plantas de Th.
vulgaris, cultivadas en secano en dos localidades de Murcia (Moratalla y
Torre Pacheco), se realizan en el periodo 1991-1993, mostrandose en la
Tabla -4 la composicion quimica porcentual obtenida para los
componentes que se encuentran en mayor proporcion en dicho periodo,
para plantas que se encuentran en estado de floracion-fructificacion. La
tabla recoge las cantidades maxima y minima encontradas para cada

componente.

Tabla I-4. Composicién porcentual del aceite esencial de Th vulgaris (espafol).

Cantidad (%)

Componentes Moratalla Torre Pacheco
a-Pineno 4,40 - 5,50 5,50 - 6,50
Canfeno 7,00 - 7,80 7,60 - 9,20
B-Pineno 3,50 - 3,70 3,20 - 3,90
Sabineno 1,50 - 2,70 2,00 - 2,90
Mirceno 6,00 - 7,50 1,50 - 7,60
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Tabla I-4 (continuacion)

Cantidad (%)

Componentes Moratalla Torre Pacheco
Limoneno 1,40 - 2,30 1,60 - 1,90
1,8-Cineol 29,10 - 29,70 31,30 - 33,90
p-Cimeno 3,10 - 4,90 5,10 - 5,90
tfrans-Hidrato de sabineno 0,60 - 0,90 0,60 - 1,20
Alcanfor 7,40 - 9,10 7,20 - 9,70
Linalol 2,80 - 3,10 2,40 - 3,50
Terpinen-4-ol 0,30 -0,70 0,80 - 3,10
a-Terpineol 3,70 - 4,80 2,30 - 5,00
Borneol 2,00-4,40 1,90 - 3,70

Respecto al cultivo de esta labiada, se pueden encontrar parcelas
de tomillo comun en Provenza (Francia), donde se ha llevado a cabo una
seleccion con el fin de obtener plantas con buen rendimiento en biomasa,
de porte erecto y mejor estructura para la siega mecanica, de las que
existen semillas a nivel comercial. Este tomillo, que necesita mucha
humedad ambiental y edafica para su cultivo, se destina
fundamentalmente a la obtencion de hoja seca, ya que es pobre en aceite
esencial. En los ultimos afos, se han establecido cultivos experimentales
y comerciales en Aragon, Navarra, Catalufia y Baleares de procedencias

francesas de Th. vulgaris.

[. 5. 1. 2. Thymus zygis Loefl. ex L.

Esta planta, también conocida como tomillo rojo o salsero, florece
de mayo a julio y crece desde el nivel del mar hasta 2.000 m.s.n.m. Vive
sobre todo tipo de sustrato, desde arenas hasta calizas, con la condicion
de que estén bien drenados (Morales, 1989). Aparece ampliamente
distribuida en la Peninsula Ibérica, con tres subespecies diferentes: Th.

zygis subsp. gracilis (Boiss.) R. Morales, Th. zygis subsp. sylvestris
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(Hoffmanns & Link) Brot. Ex Coutinho, y Th. zygis subsp. zygis
(Hoffmanns & Link) Brot. Ex Coutinho. Las dos primeras se pueden
encontrar en el Sudeste de Espana.

La subespecie gracilis, unica de porte erecto, es la mas
comercializada en Espafia, destilandose para extraer su aceite esencial, y
explotandose asimismo como “hoja de tomillo” para herboristeria. Las

otras dos subespecies son de habito postrado.

Th. zygis subsp gracilis crece en el sur de Espafia y norte de Africa,
estando principalmente representado en Andalucia oriental, Albacete y
Murcia, tal como se aprecia en la Figura I-8, y es muy utilizado como
condimento y para adobo de aceitunas (Morales, 1989).

Blanco et al. (2007), detectan también poblaciones de esta
subespecie en el centro de Badajoz, sobre terrenos calcareos, siendo
estas poblaciones extremefas las mas occidentales y septentrionales que

Se conocen.

Fig. I-8. Distribucion en la Peninsula Ibérica de Th. zygis subsp. gracilis.
(Fuente: Sotomayor, 1998).

En cuanto a su morfologia, esta especie presenta hojas mas

estrechas y alargadas que las encontradas en Th. vulgaris (Figura 1-9).
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Fig. [-9. Detalle de hojas (a y b), y flores (c y d) de Th. zygis subsp. gracilis.

Estudios acerca de la composicién del aceite esencial de esta
subespecie han evidenciado la presencia mayoritaria del quimiotipo timol,
con la excepciéon del quimiotipo linalol (Sanchez Gémez et al., 1995),

encontrado en poblaciones de la Sierra de Filabres (Almeria).

Desde el punto de vista comercial, el componente con mayor
interés econdmico y que confiere calidad al aceite esencial de estas
plantas es el timol. Por ello, Th. zygis subsp. gracilis, con quimiotipo timol,
es el tomillo espafiol mas apreciado, ya que esta planta presenta una
elevada concentracion de este compuesto fendlico en su aceite esencial
(Norma UNE 84303), y es el equivalente espafol del Th. vulgaris de

origen francés.
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Saez (1995a) analiza las variaciones en la composicion del aceite
esencial de poblaciones silvestres de Th. zygis localizadas en el Sudeste
de Espanfa, para determinar si dicha composicion se ve afectada por las
condiciones ambientales. Este autor no encuentra correlacion alguna
entre los componentes del aceite esencial y variables del medio como
altitud, temperatura o pluviometria anual, a un nivel de confianza del 99%.
Fijando este porcentaje al 95%, si se aprecian correlaciones, en funcion
de las cuales se puede deducir que la produccion de compuestos
fendlicos se ve favorecida por la baja altitud, y los climas calidos y poco
lluviosos. Para Thymus zygis subsp. gracilis, con quimiotipo timol, los
datos obtenidos en este estudio muestran un contenido en dicho
componente que oscila entre 29,93 y 71,84% cuando las plantas se
recolectan en plena floracién. Las concentraciones relativas halladas para
otros componentes en estas plantas se situan entre 2,95-36,41% para el
precursor p-cimeno, 0,36-9,29% para y-terpineno, 2,48-7,89% para
linalol, 0,13-1,60% para terpinen-4-ol, 1,63-4,87% para borneol y 1,47-
3,34% en el caso de carvacrol. También se identifica un quimiotipo mixto
timol/carvacrol, con cantidades de 25,45 y 22,79% respectivamente para
ambos constituyentes. En cuanto a las plantas con quimiotipo linalol
analizadas por este autor, la concentracion de dicho compuesto se
encuentra entre 28,64 y 91,40%, siendo esta ultima cantidad la
correspondiente a un quimiotipo linalol puro. Otros constituyentes del
aceite esencial de estas plantas son mirceno (0,08-3,14%), limoneno
(0,04-3,40%), p-cimeno (0,32-13,44%), acetato de linalilo (0,68-1,63%),
terpinen-4-ol (0,22-17,02%) o borneol (0,75-2,38%).

Estos resultados corresponden a plantas silvestres, pero el ensayo
experimental de cultivo de tomillo en secano llevado a cabo por
Sotomayor (1998) en dos puntos distintos de la Region de Murcia
(Moratalla y Torre Pacheco), presenta para Th. zygis subsp. gracilis, unos
resultados para el periodo 1991-1993 que se resumen en la Tabla I-5, en
la que se muestran las cantidades maxima y minima encontradas para los

constituyentes mas representativos del quimiotipo timol de esta
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subespecie, tras al analisis cromatografico del aceite esencial. Los datos
se refieren a plantas obtenidas de simillas espontaneas procedentes de
Liétor (Albacete), recolectadas en floracidon-fructificacién, estado que,
como indica este autor, es el mas adecuado tanto para el rendimiento

como para la calidad del aceite esencial de estas labiadas.

Tabla 1-5. Composicion porcentual del aceite esencial de Th. zygis subsp gracilis
(quimiotipo timol)

Cantidad (%)

Componentes Moratalla Torre Pacheco
a-Pineno 1,10 - 3,50 0,20 - 3,10
Canfeno 0,40 - 1,50 0,10 - 1,80
Sabineno 0,10 - 0,20 0,60 - 2,50
Mirceno 1,10 - 2,90 0,20 - 0,70
a-Terpineno 0,50 -1,30 tr - 0,90
1,8-Cineol 1,70 - 3,10 0,40 - 4,40
y-Terpineno 2,90 -9,70 3,90 - 6,50
p-Cimeno 24,70 - 40,90 24,90 - 48,10
Linalol 3,50 - 4,20 3,60 - 5,40
Terpinen-4-ol 1,10 - 3,50 0,90 - 1,40
a-Terpineol 1,00 - 3,10 1,00 -1,50
Oxido de cariofileno 0,40 - 1,00 0,30 - 1,20
Timol 22,30 - 43,30 14,90 - 50,80
Carvacrol 1,50 - 2,70 1,20 - 3,50
tr = trazas

Por otra parte, en este mismo estudio se identifica un quimiotipo
mixto linalol/trans-hidrato de sabineno, en plantas procedentes de la
Sierra de Filabres (Almeria), alcanzandose en la parcela de Torre
Pacheco porcentajes de entre 35,70-38,90% y 16,90-22,70% para
ambos componentes, respectivamente. En Moratalla, la concentracion de
linalol se situa entre 36,00-47,20%, y el contenido en frans-hidrato de

sabineno oscila entre 4,70-9,30%.
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El cultivo de la subespecie gracilis se ha iniciado durante los
ultimos cuatro o cinco afos en el sureste de Espafia (Murcia),

obteniéndose plantas ricas en timol.

En la Peninsula Ibérica se dan también las condiciones adecuadas
para el desarrollo de Th. zygis subsp sylvestris. Esta planta presenta
igualmente diferentes quimiotipos, siendo los mas representativos
aquellos en los que aparecen como componentes mayoritarios timol, 1,8-

cineol y linalol (Saez, 1995a).

En el trabajo realizado en Portugal por Moldao-Martins et al. (1999)
acerca de la variacidon en la composicion del aceite esencial de la
subespecie sylvestris en diferentes fases del ciclo vegetativo, los
constituyentes que se presentan en niveles mas elevados son p-cimeno,
y-terpineno, timol, geraniol y acetato de geranilo, todos los cuales
muestran variaciones durante el ciclo de vida de la planta. Antes de entrar
en el periodo de floracién, la concentracion de timol comienza a aumentar
hasta alcanzar su nivel maximo coincidiendo con el inicio de dicho
periodo, en tanto que el contenido en p-cimeno experimenta una
evolucion inversa. Del mismo modo, el geraniol presenta un maximo en
época de floracibn y su valor minimo aparece durante la parada
vegetativa. Los resultados de este estudio aparecen resumidos en la
siguiente tabla, en la que se muestran las cantidades relativas que los
autores determinan para los componentes cuando el aceite esencial se

extrae por destilacion mediante un sistema Clevenger:

Tabla I-6. Composicion porcentual del aceite esencial de Th. zygis subsp sylvestris.

Cantidad (%)

Componentes Floracion Post-floracion
a-Tujeno 1,00 1,50
a-Pineno 1,00 1,70
Canfeno 1,40 2,80
Mirceno 1,40 1,70
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Tabla |-6 (continuacién)

Cantidad (%)

Componentes Floracién Post-floracion
Limoneno 1,60 1,70
p-Cimeno 13,60 13,60
1,8-Cineol 0,40 0,70
y-Terpineno 13,60 11,20
Terpinen-1-ol 0,70 0,70
Linalol 2,40 2,40
Borneol 210 2,10
Geraniol 18,20 21,90
Timol 23,80 21,00
Carvacrol 1,30 1,00
Acetato de geranilo 16,30 16,50
B-Cariofileno 3,60 3,50

Th. zygis subsp. zygis es un endemismo de la mitad norte

peninsular, encontrandose en regiones interiores de Lérida a Portugal. Su

aceite esencial muestra una abundante presencia de acetato de terpenilo

(Morales, 1986). El quimiotipo timol es también muy comun en esta

subespecie (Salgueiro et al., 1993).

I. 5. 1. 3. Thymus hyemalis Lange.

Arbusto endémico del Sudeste Ibérico, encontrandose en el sur de

Alicante, Murcia y Almeria (Figura 1-10), y al parecer se presentan formas

muy parecidas en el norte de Africa.

Se conoce como tomillo de invierno, ya que esta es su época de

floracion en estado silvestre.
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Fig. I-10. Distribucién en la Peninsula Ibérica de Th. hyemalis (Fuente: Sotomayor, 1998).

Planta termofila, perfectamente adaptada a las condiciones aridas
del SE Ibérico, cuya fenologia invernal no le permite instalarse en lugares
con inviernos muy frios. El hecho de que la estacion natural de floracion
de esta especie sea el invierno demuestra la amplia gama de
adaptaciones que presentan los tomillos, cuya finalidad es favorecer la
polinizacién al existir menor competencia, ya que el numero de especies

que florecen en esta época del afio es menor (Morales, 1989).

Th. hyemalis es una planta de tendencia basdfila que crece
principalmente sobre calizas, margas, suelos yesosos y rocas volcanicas.

Vive desde el nivel del mar hasta 400-700 m.s.n.m.

Una caracteristica morfolégica de esta especie son los cilios que

presenta en la base de las hojas (Figura [-11).

Diversos autores han estudiado la gran variabilidad que presenta la
composicion quimica del aceite esencial de esta planta (Adzet et al.,
1976b; Cabo et al., 1986; Saez, 1995b). Los quimiotipos mas comunes

son timol, carvacrol, linalol y borneol.
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Fig. 1-11. Detalle de inflorescencia (a), flores (b), y hojas ciliadas en su base (c y d) de Th.
hyemalis.

Sotomayor (1998) encuentra, en el ensayo realizado en Murcia,
plantas que presentan mayoritariamente quimiotipo timol, variando la
concentracion de este compuesto de 24,70 a 15,40% en el periodo
1991-1993.

Plantas con borneol como principal constituyente muestran una
cantidad relativa de hasta el 17,76% para este alcohol (Jiménez et al.,
1989). Estos mismos autores cuantifican para una de las poblaciones de
Th. hyemalis objeto de estudio un porcentaje de timol que alcanza el
52,33%, indicando que debe existir una ruta biosintética preferente, que
conduce a la formacién de fenoles, y una segunda ruta que culminaria

con la sintesis de borneol.
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Otros autores (Cabo et al., 1987), en plantas recolectadas en la
sierra de Alfacar en Granada, encuentran como componentes mas
importantes 1,8-cineol, mirceno y alcanfor, con concentraciones maximas
de 26,80%, 31,30% y 19,00% respectivamente.

Martinez et al. (2005) realizan un estudio para comprobar el efecto
de distintas condiciones edafoclimaticas sobre el rendimiento y la calidad
del aceite esencial de esta especie. Para ello se analizan plantas
cultivadas en dos puntos de la Region de Murcia: Torre Pacheco (finca
experimental Torreblanca), a 45 m.s.n.m., y La Paca (Lorca), a 690
m.s.n.m. Las plantas se recolectan en estado de floracidon-fructificacion,
no encontrando los autores diferencias significativas en cuanto al
rendimiento en aceite esencial obtenido en las dos localidades
estudiadas. Sin embargo, los analisis cromatograficos efectuados a
dichos aceites muestran perfiles volatiles distintos en funcion de la zona,
siendo los aceites de La Paca mas ricos en componentes alcohdlicos de
bajo peso molecular, asi como en compuestos fendlicos, si bien no se
aprecian diferencias significativas en cuanto al contenido en timol. No
obstante, los valores medios obtenidos en La Paca para este fenol
definitorio de calidad tienden a ser mayores que los obtenidos en
Torreblanca.

Los resultados que se exponen a continuacion representan la
media y la desviacién estandar relativa (RSD) encontradas para los

principales componentes identificados en ambas zonas de cultivo.

Tabla 1-7. Composicion porcentual del aceite esencial de Th. hyemalis en dos
localidades de Murcia.

La Paca Torreblanca
Componentes Media RSD Media RSD
a-Pineno 1,63 47 0,98 79
Mirceno 0,81 21 0,84 20
a-Terpineno 1,29 23 1,71 36
p-Cimeno 23,73 18 24,38 26
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Tabla |-7 (continuacién)

La Paca Torreblanca
Componentes Media RSD Media RSD
Limoneno 1,08 31 1,01 57
1,8-Cineol 1,28 152 1,35 149
y-Terpineno 11,10 38 14,11 30
Linalol 1,44 54 1,46 59
Alcanfor 0,742 45 0,35° 46
Borneol 2,152 81 0,25° 96
Verbenona 3,70 50 2,98 45
Eter metilico de timol 0,55° 85 0,08° 125
Eter metilico de carvacrol 0,11°2 100 0,03° 167
Timol 32,59 19 25,79 24
Carvacrol 1,69 27 1,39 29
B-Cariofileno 0,87 38 1,02 58

2 b valores con distinto superindice en la misma linea presentan diferencias

estadisticamente significativas (P < 0.05).

[.5. 1. 4. Thymus baeticus Boiss ex Lacaita.

Es un arbusto ampliamente distribuido en el sudeste de la
Peninsila Ibérica (Murcia, Almeria, Granada, Malaga, Cadiz y Jaén).
Florece desde finales de marzo hasta mediados de julio y se encuentra
desde el nivel del mar hasta 1.500 m.s.n.m. En esta planta se han
identificado varios quimiotipos en estudios realizados por diferentes

autores.

Elena-Roselld6 (1984) identifica mayoritariamente quimiotipos

mixtos en poblaciones de Granada y Almeria.
Cabo et al. (1989), estudiando la composicion del aceite esencial

de este tomillo mediante distintas técnicas, destacan la practica ausencia

de compuestos fendlicos con cualquiera de los métodos empleados.
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Por su parte, Castillo et al. (1991) llevan a cabo un estudio de esta
especie en Granada, encontrando plantas con quimiotipos geraniol,
terpinen-4-ol, borneol y ao-terpineol. También determinan una fuerte

presencia de 1,8-cineol en la mayoria de las muestras analizadas.

Saez Soto (1996) observa, en el sudeste peninsular, una tendencia
predominante a la formacién de terpinen-4-ol, aunque con frecuencia
encuentra plantas con otros constituyentes mayoritarios como fenoles,
borneol, linalol y otros compuestos. Esto ultimo puede deberse a
interacciones genéticas con otras especies que presentan habitualmente
estos quimiotipos, siendo especialmente importante la formacion de

hibridos con Thymus hyemalis.

En un estudio sobre Thymus x aradanus, Soriano et al. (1997)
determinan una composicién para Th. baeticus (uno de sus parentales) de
trans-hidrato de sabineno (18,20%), linalol (6,20%), terpinen-4-ol (6,50%),
borneol (13,70%) y verbenona (7,30%).

Sotomayor (1998) encuentra los quimiotipos trans-hidrato de
sabineno, linalol, a-terpineol y alcanfor, asi como algunos hibridos con

quimiotipo mixto.

Un trabajo sobre Th. baeticus recolectado en floracién en el
sudeste de Espana realizado por Saez (1999) muestra una gran
variabilidad entre las plantas analizadas, aunque se detecta un elevado
numero de individuos caracterizados por la presencia de terpinen-4-ol en
su aceite esencial. En una de las localidades estudiadas se encontraron
muestras con grandes cantidades relativas de 1,8-cineol, pero esto puede
ser consecuencia de la formacion de hibridos con Thymus mastichina,
planta que se distingue por la presencia de este componente en su aceite
esencial, y que crece en esa misma zona. Las muestras fueron tomadas

entre 1990-1993 en diferentes localizaciones, y las concentraciones
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relativas halladas para los constituyentes mas importantes fueron las

siguientes:

Tabla I1-8. Composicion porcentual del aceite esencial de Th. baeticus.

Componentes Cantidad (%)
a-Pineno 0,54 - 10,53
Canfeno 0,14 - 4,98
a-Terpineno 0,04 - 4,14
Limoneno 0,08 -4,83
1,8-Cineol 0,33 - 56,23
y-Terpineno 0,07 - 9,96
p-Cimeno 1,88 - 37,60
trans-Hidrato de sabineno 0,11 - 20,18
Alcanfor 0,07 -2,43
Linalol 0,61 - 24,58
Terpinen-4-ol 1,07 - 28,82
Neral 0,40 - 2,07
a-Terpineol 1,75 - 15,21
Borneol 1,17 — 53,62
Geranial 0,18 - 14,95
Acetato de geranilo 0,20 - 14,08

I. 5. 1. 5. Thymus camphoratus Hoffmanns. & Link.

Planta que suele vivir sobre terrenos arenosos en dunas
estabilizadas, arenas asentadas sobre calizas o calizas arenosas. Se
encuentra cerca del mar, y puede formar grandes tomillares. Florece de
finales de marzo a junio, sobre todo en abril y mayo (Morales, 1986). Esta

especie es un endemismo de Portugal.

Salgueiro et al. (1997d) realizan un estudio acerca de la
composicion y variabilidad del aceite esencial de esta planta, recolectando
muestras en siete poblaciones de las regiones del Algarve y Bajo Alentejo

cuando las plantas se encuentran en floracion. Los resultados obtenidos
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por estos investigadores, detallados en la Tabla 1-9, muestran
importantes diferencias en los principales constituyentes encontrados,
como borneol, 1,8-cineol, linalol, trans-hidrato de sabineno y terpinen-4-ol,

los cuales oscilan en un amplio rango.

Tabla 1-9. Composicion porcentual del aceite esencial de Th. camphoratus.

Componentes Cantidad (%)
a-Pineno 7,00 - 11,00
Canfeno 0,50 - 10,30
Sabineno 0,90 - 5,30
Limoneno 1,00 - 2,00
y-Terpineno 0,20 - 3,90
trans-Ocimeno 0,20 - 3,00
1,8-Cineol 3,90 - 20,00
trans-Hidrato de sabineno 0,10 - 10,80
Alcanfor 0,20 - 6,80
Linalol 3,00 - 21,00
Acetato de linalilo 0,10 - 8,00
Acetato de bornilo 0,10 - 3,80
Terpinen-4-ol 1,40 - 10,20
trans-Verbenol 1,10 - 2,90
a-Terpineol 1,00 - 5,50
Borneol 0,60 - 24,00
Acetato de geranilo tr- 6,70
cis-a-Bisaboleno tr — 4,50
B-Oxido de Cariofileno 0,40 - 3,50
T-Cadinol tr - 8,30
Intermedeol tr - 6,50
tr = trazas

I. 5. 1. 6. Thymus mastichina (L.) L.
Se trata de una planta endémica de la Peninsula Ibérica, con

excepcion de Cataluia y Levante. Florece de mayo a junio, y vive desde

el nivel del mar hasta 1.800 m.s.n.m. La Seccion Mastichina incluye tres
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taxones: Th. mastichina (L.) L. subsp. mastichina, Th. mastichina (L.) L.

subsp donyanae R. Morales y Th. albicans Hoffmanns y Link.

Garcia Vallejo et al. (1984), y Velasco Negueruela y Pérez Alonso
(1986) identifican tres quimiotipos en la Peninsula Ibérica para la
subespecie mastichina: 1,8-cineol, linalol y el mixto linalol/1,8-cineol. En
cuanto a los estudios realizados en el Sudeste Ibérico, Sdnchez-Gomez et
al. (1991) encuentran los quimiotipos 1,8-cineol y el hibrido 1,8-
cineol/alcanfor, mientras Soriano et al. (1997), determinan la presencia en
la Regién de Murcia del quimiotipo mixto 1,8-cineol (42,60%)/linalol
(32,80%).

Sotomayor (1998) encuentra este mismo quimiotipo en un ensayo
realizado igualmente en Murcia, siendo los porcentajes determinados para
los constituyentes principales identificados en este estudio, cuando las
plantas se encuentran en estado de floracion-fructificacion, los siguientes:
a-pineno (1,70-3,60%), B-pineno (2,60-4,70%), sabineno (1,70-3,20%),
mirceno (0,80-1,30%), limoneno (2,30-2,90%), 1,8-cineol (46,10-
52,20%), p-cimeno (0,70-1,90%), linalol (20,10-29,00%), y a-terpineol
(1,90-4,70%).

Salgueiro et al. (1997a) analizan la composicion y variabilidad de
los aceites esenciales de los tres taxones de la Seccion Mastichina en
Portugal, identificando y cuantificando como componentes mayoritarios

los reflejados en la Tabla 1-10.

Tabla 1-10. Composicién porcentual del aceite esencial de Th. mastichina.

Cantidad (% valores medios)

Componentes A B C

a-Pineno 3,60 4,00 4,30
Canfeno 1,60 5,20 2,60
B-Pineno 4,00 3,80 5,00
Sabineno 2,80 2,20 3,00
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Tabla [-10 (continuacién)

Cantidad (% valores medios)

Componentes A B C

Mirceno 1,60 1,20 1,70
Limoneno 1,50 1,10 0,40
1,8-Cineol 53,30 38,40 34,90
trans-3-Ocimeno 1,10 0,10 0,60
y-Terpineno 0,50 1,00 0,70
Alcanfor 1,40 1,20 1,20
Linalol 5,50 2,60 14,20
Terpinen-4-ol 1,40 1,40 1,80
B-Cariofileno 1,30 1,00 0,90
O-Terpineol 2,00 1,70 2,40
a-Terpineol 4,40 4,80 8,50
Borneol 2,60 15,30 4,60
Viridiflorol 0,20 1,30 1,00

A = Th. mastichina ssp mastichina
B = Th. mastichina ssp donyanae
C = Th. albicans

El elevado contenido en 1,8-cineol es una caracteristica comun a

los tres taxones de la Seccidén Mastichina.

I.5. 1. 7. Thymus piperella L.

Se trata de un planta endémica de la provincia de Valencia, norte
de Alicante, este de Albacete y norte de Murcia, que florece de junio a
octubre, especialmente en septiembre y octubre. Vive generalmente sobre
suelos pedregosos, en conglomerados, calizas o margas, desde una

altitud proxima al nivel del mar hasta 1.100 m.s.n.m. (Morales, 1986).
Los trabajos realizados sobre la composicion del aceite esencial de

esta especie han permitido establecer la existencia de tres quimiotipos: p-

cimeno/carvacrol/y-terpineno, p-cimeno/timol y p-cimeno/carvacrol.
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Sotomayor (1998), en un cultivo realizado en Murcia, identifica
como componentes mayoritarios p-cimeno (34,30-48,40%), y-terpineno
(11,90-23,40%) vy carvacrol (13,80-14,50%). Otros componentes
encontrados por este autor son a-pineno (2,10-3,30%), canfeno (0,50-
1,20%), a-terpineno (1,70-1,90%), limoneno (0,80-1,60%), 1,8-cineol
(1,50-2,00%), linalol (2,50-3,50%), terpinen-4-ol (1,50-3,80%) y o-
terpineol (1,10-1,60%).

En un ensayo desarrollado para determinar la variabilidad en la
composicién quimica del aceite esencial de esta especie, Blanquer et al.
(1998) reconocen los tres quimiotipos mencionados anteriormente en
muestras tomadas en Albacete, Alicante y Valencia. Los componentes
mayoritarios de los aceites esenciales analizados por estos autores son p-
cimeno, carvacrol, y-terpineno y timol. Estos compuestos estan
relacionados biosintéticamente. Los valores de media y desviacion
estandar (SD) obtenidos para estos y otros constituyentes del aceite

esencial de Th. piperella, son:

Tabla 1-11. Composicién porcentual del aceite esencial de Th. piperella.

Quimiotipo A Quimiotipo B Quimiotipo C
Componentes Media (%) S. D. Media (%) S. D. Media (%) S. D.
a-Pineno 2,64 1,15 2,10 0,80 1,78 1,20
Mirceno 1,33 0,45 1,36 0,57 0,79 0,45
p-Cimeno 43,27 9,14 44,82 10,64 52,10 16,22
Limoneno 3,15 1,74 1,66 0,87 1,86 1,14
1,8-Cineol 1,25 0,99 0,60 0,52 1,37 1,40
y-Terpineno 13,98 4,41 4,34 3,99 4,29 3,62
Linalol 2,88 2,04 1,40 1,50 2,40 1,24
Borneol 1,84 0,67 2,54 0,87 2,80 1,65
Timol 1,51 2,75 22,96 8,98 1,28 1,22
Carvacrol 15,76 5,48 1,70 0,91 18,10 7,62
B-Cariofileno 3,10 0,98 2,22 0,72 1,54 0,89

A = p-cimeno/carvacrol/y-terpineno
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Tabla [-11 (continuacién)

B = p-cimeno/timol

C = p-cimeno/carvacrol

Igualmente, Boira y Blanquer (1998) estudian la relacién entre las
condiciones ambientales y la variabilidad en la composicion quimica del
aceite esencial de Th. piperella en las mismas localizaciones,
determinando que los principales componentes fendlicos de dicho aceite

esencial estan relacionados con el indice de aridez y otras variables.

I. 5. 1. 8. Thymus caespititius Brot.

Es esta una especie endémica del noroeste de la Peninsula Ibérica
y de los archipiélagos de Azores y Madeira, aunque Blanco et al. (2007)
localizan poblaciones de este tomillo al norte de la provincia de Céaceres,
en las estribaciones de la Sierra de Gata. Su periodo de floracién abarca
desde finales de mayo hasta comienzos de agosto. Para desarrollase
necesita cierta humedad ambiental y no tolera bien las heladas. Crece

desde el nivel del mar hasta 1.200 m.s.n.m. (Morales, 1986).

En muestras recolectadas en el NO de Portugal, Salgueiro et al.
(1997c) encuentran como caracteristico de esta zona un quimiotipo a-
terpineol, mientras timol y carvacrol son los constituyentes mayoritarios en
plantas recolectadas en Azores. Estas diferencias estarian relacionadas
con las distintas condiciones climaticas y de suelo que caracterizan
ambas zonas. La Tabla 1-12 especifica la concentracion relativa hallada
por estos autores para los componentes que se encuentran en mayor

proporcion.
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Cantidad (%)

Tabla 1-12. Composicion porcentual del aceite esencial de Th. caespititius.

Componentes NO Portugal Azores
a-Tujeno 0,30-1,10 2,60
a-Pineno 0,30 -1,20 1,90
Mirceno 1,00 - 2,50 0,00
p-Cimeno 6,00 - 9,10 6,80
Limoneno 1,10 - 2,00 0,40
y-Terpineno 3,70 - 6,90 1,70
Borneol 1,00 - 2,50 0,10
Terpinen-4-ol 0,90 - 2,00 0,90
a-Terpineol 30,60 - 40,50 5,10
Timol tr - 0,20 16,10
Carvacrol tr-0,10 36,30
B-Cariofileno 0,80 - 3,60 0,00
y-Cadineno 2,00 - 3,70 0,50
trans-Dihidroagarofurano 1,00 - 3,00 1,70
B-Elemol 0,60 - 2,00 0,40
Epimero de guaiol 1,40 - 2,50 2,40
T-Cadinol 6,20 - 8,70 1,30
tr = trazas

Pereira et al. (2000), restringiéndose a la isla de San Jorge
(Azores), analizan plantas recolectadas en diferentes localizaciones
durante la época de floracién. Th. caespititius es el unico representante
del género Thymus en el archipiélago de Azores, siendo ademas una de
las pocas plantas de este archipiélago que puede crecer en un amplio
rango de altitudes. Estos autores observan un gran polimorfismo quimico
en el aceite esencial de estas plantas, que parece ser debido a la
variabilidad genética o a la influencia de factores edaficos. Entre los
componentes identificados en este estudio destacan sabineno (0,10-
40,90%), a-terpineol (trazas—68,30%), timol (1,40-57,90%) y carvacrol
(0,50-52,30%).
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[.5.1.9. Thymus pulegioides L.

Planta que vive en habitats con gran cantidad de agua, lugares de
escorrentia o bordes de arroyos (Morales, 1986). En la Peninsula Ibérica
s6lo se encuentra en la mitad septentrional.

Presenta una gran variabilidad en la composicion quimica de su
aceite esencial, como se desprende del trabajo realizado por LoZiené et
al. (2003), los cuales, en un estudio desarrollado en Lituania, describen

cinco quimiotipos para esta especie:

1) linalol

2) geranial/geraniol/neral

3) timol

4) carvacrol/y-terpineno/p-cimeno

5) timol/carvacrol/p-cimeno/ y-terpineno

Mockute y Bernotiene (1999) analizan el aceite esencial de estas
plantas que crecen en estado silvestre en Lituania, encontrando en la
mayor parte de las localidades investigadas los quimiotipos citral/geraniol
y carvacrol. Los componentes mas importantes identificados en el
quimiotipo citral/geraniol son: geraniol (14,90-30,80%), geranial (frans-
citral, 9,70-19,70%), B-cariofileno (6,00-11,40%), nerol (4,10-11,80%) y
neral (cis-citral, 0,10-9,50%). Los aceites esenciales que presentan
quimiotipo carvacrol contienen mayoritariamente este fenol (16,00-
22,20%), ademas de B-bisaboleno (11,10-20,20%), B-cariofileno (11,10-
19,10%), y-terpineno (5,80-16,20%), p-cimeno (5,50-0,40%), timol (3,30
-9,80%) y éter metilico de carvacrol (5,60-8,60%).

Estos mismos autores llevan a cabo un estudio de los dos
quimiotipos de Thymus pulegioides anteriores y un tercer quimiotipo,
acetato de a-terpenilo, durante 1996-1997 (Mockute y Bernotiene, 2001),

obteniendo los siguientes resultados:
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Tabla I-13. Composicion porcentual del aceite esencial de Th. pulegioides.

Cantidad (%)

Componentes acetato de a-terpenilo citral/geraniol carvacrol
p-Cimeno 0,10 - 2,60 0,10 - 1,80 5,50 - 10,10
y-Terpineno 0,20 - 1,50 0,10 - 1,60 5,90 - 14,50
Linalol tr- 0,10 0,40 - 13,70 0,40 - 0,60
Nerol tr 4,20 -5,70 tr

Neral (cis-citral) tr-0,10 1,10 - 9,50 tr

Eter metilico de carvacrol tr— 2,50 tr-—1,10 5,90 - 8,90
Geraniol 0,10 - 4,90 16,30 — 29,20 1,30 -5,70
Geranial (trans-citral) tr—0,10 9,70 - 16,10 1,10 - 3,10
Timol 0,10 - 0,50 0,30 -1,10 4,30 - 8,30
Carvacrol 0,20 - 5,60 1,90 - 5,60 16,00 — 25,50
Acetato de a-terpenilo 49,50 - 70,40 tr 0,10 - 1,20
B-Cariofileno 6,20 - 11,50 7,40 - 9,60 11,40 - 15,80
B-Bisaboleno 2,80 -5,10 3,40 - 6,90 11,10 - 12,20
Oxido de cariofileno 0,90 - 2,30 2,40 - 8,10 2,60 -5,40

tr = trazas

[. 5. 1. 10. Thymus villosus L.

Esta especie florece de mayo a agosto y se encuentra distribuida
en la mitad sur de Portugal, Caceres, Ciudad Real y Toledo. Es una
planta esporadica que no forma grandes tomillares (Morales, 1986), para
la que se han descrito dos subespecies: Th. villosus subsp. villosus 'y Th.
villosus subsp. lusitanicus (Boiss.) Coutinho. Ambas subespecies pueden

ser facilmente diferenciadas por la composicion de sus aceites esenciales.

Respecto a Th. villosus subsp. villosus, Salgueiro et al. (1997b)
identifican varios quimiotipos en su aceite esencial, siendo p-cimeno un
constituyente importante (10,90-28,00%) para casi todas las muestras
analizadas. Asi, los quimiotipos identificados para esta planta son: p-
cimeno/alcanfor/linalol, p-cimeno/borneol, linalol/geraniol/acetato de

geranilo y a-terpineol/alcanfor/mirceno.
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Este mismo equipo de investigacion realiza un estudio
quimiotaxondmico de Th. villosus subsp. lusitanicus (Salgueiro et al.,
2000b), determinando los siguientes quimiotipos: linalol, linalol/terpinen-4-
ol/trans-hidrato de sabineno, linalol/1,8-cineol, acetato de geranilo/geraniol
y acetato de geranilo/geraniol/1,8-cineol. Los principales componentes
hallados en el aceite esencial de esta subespecie presentan importantes
diferencias, oscilando su cantidad relativa en un rango bastante amplio.

La Tabla I-14 resume los resultados de este trabajo.

Tabla 1-14. Composicion porcentual del aceite esencial de Th. villosus.

Componentes Cantidad (%)
a-Pineno 0,60-1,10
Mirceno 0,80 -4,20
Limoneno 1,10 - 2,00
1,8-Cineol 1,00 - 5,00
y-Terpineno 1,00 - 5,50
p-Cimeno 1,60 - 5,00
trans-Hidrato de sabineno 1,60 - 3,80
Alcanfor 0,10 - 2,00
Linalol 9,00 - 24,50
cis-Hidrato de sabineno 0,50 - 2,00
Terpinen-4-ol 5,00 - 15,20
Neral 0,20 - 1,80
a-Terpineol 0,80 - 2,60
Geranial 0,30 - 2,00
Acetato de geranilo 11,50 - 23,90
Geraniol 7,20 - 18,00
B-Elemol 0,40 - 2,00

Estos autores comentan que el polimorfismo quimico que aprecian
en sus resultados también se presenta en plantas recolectadas en
Espanfa, distinguiéndose las plantas portuguesas de las espainolas porque

éstas poseen mayor cantidad de alcanfor, borneol y 1,8-cineol que las
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portuguesas, y sin embargo no tienen acetato de geranilo ni geraniol, que

estan presentes en elevadas concentraciones en las plantas lusas.

[.5. 1. 11. Thymus lotocephalus G. L6pez & R. Morales.

Planta endémica del Algarve portugués. Vive preferentemente
sobre suelos acidos, pero también sobre arcillas y calizas
descarbonatadas, desde 50 hasta 450 m.s.n.m. Florece de abril a junio
(Morales, 1986).

En un estudio publicado por Salgueiro et al. (2000a) se evidencian
importantes diferencias entre los componentes mayoritarios de esta
planta, especialmente linalol y acetato de geranilo, incluso cuando las
muestras se toman en localizaciones relativamente proximas. Cinco
quimiotipos han sido determinados por estos autores en plantas
recolectadas en el mismo estado de desarrollo: linalol, 1,8-cineol,
linalol/1,8-cineol, acetato de linalilo/linalol y acetato de geranilo,
demostrando asi la elevada variabilidad intraespecifica que presenta el
aceite esencial de esta planta, que se considera una especie poco comun.
Los analisis cromatograficos que llevan a cabo proporcionan los

siguientes resultados:

Tabla I1-15. Composicion porcentual del aceite esencial de Th. lotocephalus.

Componentes Cantidad (%)
a-Pineno 5,00 - 9,00
Limoneno 1,20 - 2,00
1,8-Cineol 6,90 - 12,70
p-Cimeno 0,50 - 1,30
tfrans-Hidrato de sabineno 0,50 - 3,00
Alcanfor 1,60 - 6,50
Linalol 3,70 - 16,50
Acetato de linalilo 0,170 - 3,00
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Tabla 1-15 (continuacion)

Componentes Cantidad (%)
Acetato de bornilo 0,50 - 2,30
Terpinen-4-ol 0,90 - 3,90
B-Cariofileno 0,90 - 2,00
trans-Verbenol 1,90 - 3,30
Borneol 2,10 - 3,80
Acetato de geranilo 0,20 - 15,00
B-Oxido de Cariofileno 3,50 - 5,90
Ledol 1,40 - 3,40
Viridiflorol 2,20 - 7,00
Intermedeol 0,20 - 9,50

En este mismo trabajo, estos investigadores se refieren también a
Thymus x mourae, un hibrido natural entre Th. lotocephalus y Th.
mastichina subsp. donyanae, cuyos principales constituyentes son 1,8-
cineol (23,50%) y borneol (14,70%).

I.5. 1. 12. Thymus serpylloides Bory subsp. gadorensis (Pau) Jalas.

En un trabajo realizado por Saez (2001) sobre plantas silvestres
recolectadas en el Sudeste de Espana, muchos de los individuos
analizados muestran un quimiotipo fendlico, en tanto que otro importante
grupo de plantas presentan linalol como principal constituyente. También
son identificados otros componentes como geraniol, mirceno, oxido de
cariofileno, terpinen-4-ol y 1,8-cineol. Las concentraciones relativas
detectadas para estos componentes oscilan en funcion de las localidades

en las que se recolectan las plantas, tal como se muestra en la Tabla 1-6.
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Tabla I-16. Composicion porcentual del aceite esencial de Th. serpylloides.

Componentes Cantidad (%)
Mirceno 0,13 - 39,39
1,8-Cineol 0,12 -10,52
y-Terpineno 0,31 -11,70
p-Cimeno 1,08 - 30,85
Linalol 0,06 - 29,38
Terpinen-4-ol 0,13 -11,71

Geraniol 0,26 - 79,99
Oxido de cariofileno 0,31-6,28

Timol 0,90 - 18,50
Carvacrol 0,13 - 20,13

I. 6. INTERES ECONOMICO DEL GENERO THYMUS.

I. 6. 1. Materia prima para la industria.

En los ultimos afios han aumentado las exigencias por parte de la
industria con respecto a los parametros de calidad de los distintos
productos empleados como materias primas, lo que afecta directamente a
las plantas de interés comercial, entre las que se incluyen las distintas
especies medicinales y aromaticas. Por otro lado, la explotacion de la
vegetacion silvestre, fuente tradicional de este tipo de plantas, puede dar
lugar a fraudes, heterogeneidad en el contenido de principio activo segun
el grado de desarrollo de los individuos, diferentes ecotipos, etc. (Pascual,
2000). Algunas especies estan ademas en peligro de extincion en el
medio natural, lo que ha llevado a las distintas Comunidades Autbnomas
a establecer normas para asegurar la conservacion de las poblaciones
vegetales, como ha ocurrido en la Region de Murcia con la creacion del
Catalogo Regional de Flora Silvestre Protegida (Conserjeria de

Agricultura, Agua y Medio Ambiente, 2003).
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Los parametros de calidad abarcan cada dia mas campos, tales
como el uso de semillas determinadas, abonos y plaguicidas, asi como
especificaciones de cosecha y de secado. Cada vez mas, las empresas y
en especial la industria farmacéutica, estan implantando sistemas de
aseguramiento de la calidad como los de la serie ISO 9000, lo que implica
que necesitan documentar el origen de sus materias primas (Pascual,
2000).

Todo esto propicia la necesidad de fomentar el cultivo de las
plantas de utilidad industrial, mediante sistemas de produccion integrada,
con el fin de conseguir productos de calidad, de forma rentable y
respetando el medio ambiente. Sdélo a partir de cultivos controlados se
pueden garantizar las materias primas libres de contaminantes que exigen

las diferentes industrias.

Los aceites esenciales obtenidos de las plantas aromaticas se
encuentran entre estas materias primas. Son productos comercialmente
importantes debido a sus diversas aplicaciones, cuya demanda va en
aumento frente a las sustancias obtenidas por sintesis quimica, dada la
tendencia cada vez mas marcada hacia los productos naturales que se
aprecia entre los consumidores. La estandarizacion del sector de estos
aceites ha ayudado a determinar cuales son los usados preferentemente
por la industria, y fijar algunos niveles de calidad para ellos, como se
desprende del trabajo del comité técnico ISO para aceites esenciales
(ISO/TC 54), en el cual se establecen meétodos de analisis y
especificaciones de calidad para estos productos, determinandose las
caracteristicas fisico-quimicas y organolépticas, asi como el perfil
cromatografico de los diferentes aceites esenciales.

Dado que la calidad y el precio de algunos aceites se basan a
menudo en la cantidad relativa de un determinado componente, la
separacion y cuantificacion de los constituyentes individuales es muy
importante, por lo que las técnicas empleadas para el analisis de estas

sustancias han evolucionado y mejorado paralelamente a los
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requerimientos de calidad exigidos para estos y otros productos. Con ello
se obtienen mejores resultados, pudiéndose identificar compuestos que
se encuentran a muy baja concentracion al desarrollarse instrumentos con
limites de deteccion mas bajos. La aplicacion de estos métodos analiticos
permite caracterizar y autentificar los diferentes aceites, asi como detectar

adulteraciones.

El incremento en la demanda de aceites, paralelo al incremento de
proveedores, origina el desarrollo de métodos rapidos de control de
calidad, pudiéndose emplear técnicas como la Espectroscopia Raman,
que permite medidas directas sobre secciones de la planta para analizar
el aceite esencial sin necesidad de extraerlo. Se trata de una técnica
rapida y no destructiva, que proporciona una caracterizacion aproximada
de los aceites, siendo necesarias la Cromatografia de Gases vy
Espectrometria de Masas para conseguir una caracterizaciéon detallada
(Strehle et al., 2006).

La normalizacion de este sector adquiere gran importancia ya que
permite facilitar el comercio a nivel mundial. En este sentido, con datos
obtenidos en 1994, la produccion global estimada para estas sustancias
se situa por encima de las 42.000 toneladas (t), con un volumen de
comercio que supera los 600 millones de dodlares. En la Figura 1-12 se
detalla cédmo se distribuye, por paises, esta produccion (ISO/TC 54,
2004).

Estados Unidos produce casi un 24% del aceite esencial que se
comercializa en todo el mundo, seguido de China, que aporta un 18% a
este mercado. La produccion de aceite esencial en Espafia se situa en el

1,6% del total, lo que se traduce en unos 10 millones de ddlares.
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Fig. 1-12. Produccion mundial estimada de aceites esenciales (%).

Con datos mas recientes, extraidos de las Estadisticas de
Comercio Exterior, ESTACOM, del Instituto Espanol de Comercio Exterior
(ICEX), y concernientes a las exportaciones espafiolas de aceites
esenciales, encontramos un volumen de comercio que se acerca a los 40

millones de euros en 2006 (Tabla I1-17):

Tabla I-17. Comercio exterior de aceites esenciales.

2003 2004 2005 2006
Toneladas 2936 @ 2.803 | 2.960 | 3.048
Millones de euros 29,98 | 32,10 39,43 39,76
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1. 6. 2. Importancia del tomillo en la economia espafiola.

Espafa es un pais con una amplia variedad de condiciones
edafoclimaticas, y ello conduce a una gran biodiversidad. Esto convierte a
este pais en uno de los de mayor riqueza floristica de Europa, con una
abundante flora aromatico-medicinal espontanea, formada por mas de un
millar de especies, con numerosos endemismos (Mufioz, 1987). Muchos
autores de tratados botanicos ponen de manifiesto esta alta especificidad
de nuestra flora, donde las especies se desdoblan a su vez en numerosas
subespecies como adaptacion a los distintos habitats que ofrece el

territorio espanol.

Esa misma diversidad, que botanicamente es muy deseable, juega
en contra de la homogeneidad necesaria para la explotacion comercial de
las plantas aromaticas y medicinales, que deberian conseguir, al igual que
el resto de productos agroalimentarios, un estandar de produccion,
reproducible en el tiempo en cuanto a cantidad y calidad. Transformar esa
biodiversidad en una produccion agricola racionalizada permitiria a la
produccion aromatico-medicinal espafola tener un alto grado de

competitividad (Gomez Orea et al., 1999).

El cultivo de plantas aromaticas puede resultar especialmente
interesante para la economia murciana. El microclima de esta region,
caracterizado por un clima calido en las comarcas cercanas a la costa, la
mediana altitud y el clima continental del interior, y las sierras que limitan
la region, ofrece diferentes y variadas condiciones ambientales, climaticas
y ecoldgicas que son especialmente favorables para el establecimiento de
cultivos. El clima y el suelo de esta zona proporcionan una flora aromatica
silvestre muy diversificada y de imagen apreciada en el mercado
internacional, entre la que destacan tomillo, mejorana, romero, salvia
espanola, hinojo y otras especies que suministran materia prima para los
envasadores de infusiones y para las industrias de destilacion (Gémez
Orea et al., 1999).
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Emplear esta riqueza en plantas oficinales para establecer
explotaciones agricolas también puede repercutir positivamente en el
desarrollo industrial de esta region, considerando que las primeras
empresas del sector quimico y farmacéutico en la Regiéon de Murcia
surgieron a partir de la extraccion de compuestos procedentes de
materias vegetales, como aceites esenciales.

El establecimiento de este tipo de cultivos constituye, por lo tanto,
un recurso de desarrollo mas en las areas donde se ubican (Morales,
2002).

El género Thymus, cuyo creciente interés se pone de manifiesto
con los numerosos estudios sobre sus constituyentes quimicos, mejora
genética y ampliacion de sus areas de aplicacion, tiene uno de los
condicionantes mas importantes para su desarrollo comercial en la gran
variabilidad intraespecifica que encontramos en estas plantas, lo que,
como se ha comentado en la justificacion de esta memoria, origina un
inconveniente afnadido al dafio ecoldgico causado por la recoleccidon
tradicional de la flora silvestre, ya que la heterogeneidad de los productos
obtenidos de esta forma repercute en la comercializacion del material
recolectado. Por lo tanto, es un hecho que el aprovechamiento industrial
de estas plantas debe basarse en el cultivo de especies y ecotipos
seleccionados, tanto por el rendimiento y calidad de sus aceites
esenciales y produccion de material seco, como por su adaptacién a las
condiciones climaticas o resistencia a plagas. Igualmente, seria necesario
introducir especies seleccionadas de interés industrial que no existan

espontaneas y cultivarlas en zonas de ecologia adecuada (Munoz, 1987).

Con todo ello se consigue la estandarizacion de la produccion, lo
que permite presentar productos homogéneos y asegurar una calidad
controlada y adecuada a las expectativas del cada vez mas exigente

mercado actual.
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Es de resaltar, como se indica anteriormente, que la importancia
econdmica del género Thymus radica tanto en su aceite esencial como en

la produccién de hoja seca.

Las sustancias de procedencia natural han experimentado un auge
importante en los ultimos afos, imponiéndose cada vez mas entre los
consumidores frente a los productos sintéticos. El aceite esencial que
contienen las distintas especies de tomillo es por ello un producto con
grandes perspectivas para las industrias farmacéutica, cosmética y
alimentaria, ya que su composicidon quimica le confiere propiedades
beneficiosas que responden a esta creciente demanda de productos
naturales por parte de la sociedad. Todo ello explica el incremento en el
uso de estos aceites en los ultimos afos, siendo Espafa el productor del
90% del aceite esencial de tomillo que se comercializa en todo el mundo
(McGimpsey, 1993). Thymus zygis es la especie mas utilizada en Espafia
por su alto contenido fendlico. No obstante, durante los ultimos afos se
esta comercializando en gran cantidad Th. hyemalis, dado que su
temprana floracién (durante la época invernal) le permite ser el primero en
estar a disposicion del mercado de plantas aromaticas.

A nivel mundial, la produccion de aceite esencial de tomillo (Th.
zygis y Th. vulgaris) representa una cantidad de 29 t, con un valor de 1,5
millones de ddélares (Gomez Orea et al., 1999), siendo la industria

alimentaria la principal receptora de estos productos (ISO/TC 54, 2004).

Igualmente, es importante sefalar el desarrollo creciente del
comercio de material seco, especialmente hoja, destinado a la obtencion
de aditivos naturales para la industria alimentaria. Las plantas con usos
culinarios, como el tomillo, pueden contener altas concentraciones de
antioxidantes, por lo que su inclusion en la dieta contribuye a aumentar la

ingesta diaria de estas sustancias (Dragland et al., 2003).

Espafia es uno de los principales productores de hoja seca de

tomillo, observandose en la década de los 90 un incremento en la
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exportacion de este producto, pasando de 855 t en 1992 a 1.600 en 1995,
como consecuencia del aumento en la demanda de esta planta. La
Region de Murcia exportd mas de 1.500 t de hoja de tomillo en 1995, lo
que supone el 93% del total nacional. EI comercio exterior de este
producto en el periodo 1990-2000 presenta el balance que se muestra en
la Figura 1-13, realizada segun datos de las Estadisticas de Comercio
Exterior, ESTACOM (ICEX), en la que se puede apreciar que en el afo
2000 las cantidades se situan alrededor de las 1.500 t de hoja, lo que da

idea de la gran trascendencia que tiene el comercio de esta planta.

2000 O Importaciones

B Exportaciones

1500

1000+

500+

1990 1991 1992 1993 1994 1995 1996 1997 1998 1999 2000

Fig. 1-13. Balance del comercio exterior de tomillo sin triturar (toneladas de hoja).

Estados Unidos y Europa, especialmente Francia, Alemania y
Reino Unido, son los principales consumidores de tomillo a nivel mundial
(Sotomayor, 1998). Es destacable el comercio con el primero, por ser un
pais con una exigente legislacion en materia agroalimentaria. Estados
Unidos importa alrededor de 1.000 t de planta seca anualmente, con

1.333 t en el afno 2000. Espana es el proveedor lider de tomillo para este
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pais y continia aumentando su cuota de mercado, con un 59% en el afio
2000, como queda de manifiesto en la Tabla 1-18 (Gil Garcia, 2001).

Tabla 1-18. Procedencia y valor de las importaciones de tomillo en EEUU.

Millones de dolares % Cuota
Pais 1998 1999 2000 1998 1999 2000
Espafa 2,120 | 3,130 3,049 50,65 | 58,90 59,20
Turquia 1,262 | 1,260 1,362 30,16 = 23,71 26,46
Marruecos 0,222 | 0,326 0,394 5,32 6,15 7,65
Israel 0,027 | 0,247 0,122 0,66 4,66 2,38
Francia 0,317 | 0,158 0,100 7,58 2,98 1,95

Jamaica 0,139 ' 0,099 0,043 3,34 1,86 0,85

China 0,000 & 0,000 0,028 0,00 0,00 0,56
Polonia 0,000 | 0,000 0,025 0,00 0,00 0,50
Peru 0,009 = 0,004 0,008 0,24 0,08 0,17
Méjico 0,000 | 0,002 0,007 0,00 0,05 0,15
Resto 0,800 | 0,090 0,010 2,05 1,61 0,13
Total 4,185 | 5,313 5,151 100 100 100

Fuente: World Trade Atlas

Actualmente, el tomillo continia siendo una mercancia de gran
valor comercial y la demanda de material seco procedente de esta planta
sigue creciendo. Las exportaciones espafolas se han mantenido en los
ultimos afos cerca de las 1.500 t anuales de hoja, y Murcia ha exportado
entre 1.200 y 1.400 t, es decir, alrededor del 95% del total de la
produccion nacional.

Las importaciones, tanto nacionales como regionales, muestran
unos valores mucho mas bajos. Tales importaciones encuentran su

explicacion en la posible insuficiencia del producto nacional para
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satisfacer la demanda comercial externa, por lo que serian un medio para

complementar los requerimientos del mercado.

La Figura 1-14, realizada a partir de la informacion obtenida de la
base de datos de ESTACOM, del ICEX, refleja estas cantidades.
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Fig. I-14. Balance del comercio exterior de tomillo sin triturar (toneladas de hoja).

Ademas, se evidencia cada vez mas que los compradores se

interesan por especies concretas, con unas caracteristicas especificas, lo

que esta obligando a las empresas exportadoras a promover el cultivo de

tomillos.
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I. 6. 3. Aplicaciones. Propiedades del tomillo.

La importancia de este género es conocida desde la antigiedad,
siendo el tomillo una planta comunmente utilizada en medicina popular.

Sus propiedades, que determinan las posibles aplicaciones de este
género, se deben mayoritariamente a su aceite esencial. El género
Thymus se caracteriza, como se ha visto en apartados anteriores, por el
alto contenido en compuestos fendlicos del aceite esencial de muchas
especies, componentes aromaticamente activos, y con propiedades
terapéuticas.

Considerando que la composicion quimica de los aceites
esenciales es determinante para su actividad bioldgica, realizar analisis
por cromatografia de gases y espectrometria de masas de estos aceites
es indispensable para la evaluacion de dicha actividad (Daferera et al.,
2000).

Entre sus muchos usos, los tomillos se emplean para tratar la
dispepsia y otros problemas gastrointestinales (WHO, 1999), ya que
tienen propiedades  eupépticas, coleréticas, carminativas y

antihelminticas.

Tradicionalmente es una planta muy empleada en las afecciones
del aparato respiratorio (tos, bronquitis, laringitis) gracias a su capacidad
para actuar como espasmolitico y antitusivo (WHO, 1999), caracteristicas
que se suelen atribuir a los compuestos timol y carvacrol, fenoles simples
que se encuentran en el aceite esencial de muchas de estas plantas
(Reiter y Brandt, 1985). Pero, si bien estos componentes presentan
actividad antiespasmaodica, parece que esta propiedad del tomillo se debe
a la presencia de flavonas polimetoxiladas en este género (Van den
Broucke y Lemli, 1983).

Tanto el aceite esencial de tomillo como su constituyente timol se

emplean como antisépticos. Este aceite presenta, ademas, accidn
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tonificante y estimulante del sistema inmunoldgico, del apetito y de la
memoria, y favorece la circulacion sanguinea.

El timol tiene también actividad antiinflamatoria, ya que disminuye
la liberacion de metabolitos como prostaglandinas, interleuquinas y
leucotrienos (Skold ef al., 1998; Yucel-Lindberg et al., 1999).

Un trabajo relativamente reciente (Priestley et al., 2003) sugiere
que este compuesto fendlico potencia los receptores del acido gamma-
aminobutirico (GABA), y se ha comprobado igualmente que puede actuar

como inhibidor de la agregacion plaquetaria (Okazaki et al., 2002).

Algunos agentes terapéuticos, como el anestésico volatil halotano,
incluyen timol en su composicion como estabilizante, para prevenir su

descomposicion espontanea.

Aydin et al. (2005), llevan a cabo un estudio sobre el efecto de los
principales componentes volatiles del aceite esencial de tomillo,
incluyendo timol, carvacrol y y-terpineno, sobre el ADN. Estos autores
aplican agentes inductores de alteraciones en el material genético a
linfocitos humanos, y comprueban que timol y y-terpineno a bajas
concentraciones reducen significativamente los dafios causados en el
ADN por estas sustancias, pero elevando la concentracion de ambos
constituyentes hasta 0,2 mM se observa un incremento en estas
alteraciones. El carvacrol, isémero del timol, protege a los linfocitos de la
accion de los agentes genotoxicos a concentraciones por debajo de 0,05
mM, pero con una concentracion de 0,1 mM este componente causa por

si mismo dafos en el genoma.

Una importante aplicacion de estas plantas es su utilizacidn como
suplemento en alimentacion animal. En este sentido, actualmente se esta
desarrollando en el IMIDA un Proyecto de Investigaciéon basado en el
empleo de material destilado procedente de distintas plantas aromaticas,

entre las que se encuentra el tomillo, como fuente natural de antioxidantes
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endogenos. Se pretende sustituir en parte la alimentaciéon de cabras y
ovejas con dicho material, con el fin de comprobar la transferencia a la

carne y la leche de las sustancias antioxidantes presentes en el mismo.

Asimismo, la sustitucion de los antibiéticos usados normalmente en
la alimentacién de animales de granja por plantas con capacidad
antimicrobiana, es otra interesante aportacion a las utilidades de estas
plantas. Urbanczyk et al. (2002) analizan el efecto de una mezcla de
dichas plantas, entre las que se encuentra Thymus vulgaris, como
suplemento alimentario. Los resultados muestran que los animales a los
que se suministra esta mezcla presentan el mejor promedio de ganancia
de peso corporal, sin que se vea afectada la calidad de la carne, lo que
confirma la posibilidad de usar estas plantas como una alternativa a los
antibiéticos como promotores del crecimiento en alimentacién animal.

El timol, componente mayoritario del aceite esencial de Th. vulgaris,
se absorbe rapidamente en el tracto gastrointestinal cuando es ingerido,
siendo una pequefia cantidad oxidada a timohidroquinona. Alrededor del
50% de la sustancia absorbida se excreta por el rindn, tanto en forma
conjugada como no conjugada, en 24 horas. La timohidroquinona también
se excreta via renal. Por lo tanto, el timol es pronto metabolizado y
eliminado tras su ingestion, por lo que los posibles residuos que pudieran
quedar en animales tratados con esta sustancia no se consideran toxicos

para los seres humanos (EMEA, 1996).

Es importante destacar que el timol, asi como el aceite esencial y la
hoja seca de tomillo, estan catalogados por la FDA (Food and Drug
Administration, EEUU) como alimentos aptos para el consumo humano, y
también como aditivos alimentarios. Asimismo, el timol fue evaluado por
el Comité de Expertos en Sustancias Aromatizantes del Consejo de
Europa en 1992, y se encuentra entre las sustancias cuyo uso como
condimento esta permitido. La cantidad maxima de timol que se puede
incluir en los alimentos como agente aromatizante esta establecida en 50

mg/kg, y en bebidas en 10 mg/kg.
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Otra de las aplicaciones que merece ser resaltada es el cultivo de
plantas clonadas de tomillo y romero para la descontaminacién, por
métodos bioldgicos, de suelos, aguas residuales o lodazales
contaminados con colorantes portadores de grupos azo, compuestos
carcinogénicos generados como residuos por industrias textiles,
farmacéuticas, imprentas, y otras explotaciones que suelen emplear tintes
y colorantes en sus procedimientos de fabricacion. La capacidad de estas
plantas de actuar como descontaminantes ha sido estudiada por Zheng y
Shetty (2000) con excelentes resultados, observandose que estos
colorantes estimulan la respuesta defensiva de los clones a través del
incremento de la actividad peroxidasa, lo cual facilita la conversion de los
compuestos fendlicos presentes en estas plantas en ligninas. El proceso
de lignificacion ayuda a polimerizar los colorantes sobre la pared celular,

con lo que se eliminan del medio.

A pesar de sus propiedades, es igualmente importante tener en
cuenta la potencial toxicidad del aceite esencial de estas plantas. Por ello,
cuando se emplea este producto con fines terapéuticos, se debe aplicar a
las dosis adecuadas. Por ejemplo, la LDsy oral en ratas para el aceite
esencial de Th. wvulgaris, con una cantidad relativa de timol de 30-50%,
es de 2,8 a 4,7 gr/lKg de peso corporal. Para el timol puro, la LDsg es de
980 mg/Kg de peso corporal (EMEA, 1998).

Por otra parte, un estudio realizado sobre personas que trabajan
habitualmente en la manipulacién de material vegetal sugiere que el polvo
procedente de las plantas, especialmente tomillo, puede ocasionar
obstruccion aguda de las vias respiratorias, lo que indica la necesidad de
tomar las medidas profilacticas adecuadas cuando se realiza este trabajo
(Golec et al., 2005).

Un uso racional de estos recursos es imprescindible para conseguir
el efecto positivo que los productos naturales pueden ofrecer. Las
propiedades beneficiosas de las plantas aromaticas quedan patentes en

los numerosos trabajos publicados al respecto, en los que se comprueba
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la capacidad del aceite esencial obtenido de las diversas especies del
género Thymus para actuar como bactericida y antioxidante, e igualmente
como antifungico, antiparasitario y plaguicida. Todo esto resulta
particularmente importante en un momento en el que la sociedad
demanda, principalmente en lo referente a la industria alimentaria,
productos seguros ante los problemas que una manipulacion o

conservacion inadecuadas pueden ocasionar.

A continuacion se expone un breve repaso de algunas de estas
publicaciones, que sumadas a las ya mencionadas, ponen de manifiesto

el interés que despiertan estas plantas en la comunidad cientifica.

I. 6. 3. 1. Actividad antibacteriana.

En la actualidad, existe un notable interés por el uso de
compuestos antimicrobianos derivados de plantas como conservantes
naturales de los alimentos, coincidiendo con los interrogantes acerca de la
salubridad de los compuestos sintéticos usados con este fin. El
Diccionario de la Real Academia Espanola define como “natural” aquello
“perteneciente o relativo a la naturaleza”. Si bien esta definicion engloba
sustancias de distinta procedencia, es en el Reino Vegetal donde
encontramos la mayor variedad de productos potencialmente Utiles,
aplicables especialmente a afecciones causadas por microorganismos
(Domingo y Lopez-Brea, 2003).

Entre estos productos se encuentran los aceites esenciales, cuyo
posible uso por parte de la industria alimentaria justifica los diversos
estudios llevados a cabo para determinar las propiedades antimicrobianas
de estas sustancias. En este sentido, el aceite esencial de tomillo se
encuentra entre aquellos que presentan los mejores resultados (Kalemba
y Kunicka, 2003; Singh et al., 2003), siendo especialmente efectivos los
compuestos fendlicos presentes en muchos de estos aceites (Rasooli y

Mirmostafa, 2003; Rasooli, 2005). Se ha comprobado ademas que existe
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un efecto sinérgico entre distintos componentes del aceite esencial, como
ocurre, por ejemplo, entre el carvacrol y su precursor p-cimeno (Ultee et
al., 2000). Por ello es importante mencionar que, si bien la efectividad
frente a bacterias de los aceite esenciales que contienen compuestos
fendlicos, especialmente timol y carvacrol, se suele atribuir a la presencia
de dichos compuestos, también es necesario tener en cuenta otros
constituyentes de estos aceites por sus posibles efectos sinérgicos o

antagonicos (Vardar-Unli et al., 2003).

Las condiciones fisicas que mejoran la actuacion de estos aceites
son pH bajo, baja temperatura y bajos niveles de oxigeno (Burt, 2004).
Los ambientes anaerobios favorecen la accion tanto del aceite esencial de
tomillo como del timol frente a microorganismos como Salmonella

typhimurium o Staphylococcus aureus (Juven et al., 1994).

Por otra parte, las bacterias Gram-positivas parecen ser
ligeramente mas sensibles a la accion de los aceites esenciales que las
Gram-negativas. (Burt, 2004).

Debido a la interaccion entre los componentes del aceite esencial y
los constituyentes de los alimentos, la eficacia antimicrobiana de estas
sustancias se reduce cuando se emplean sobre productos alimenticios,
por lo es necesaria una mayor concentracion de aceite para alcanzar

resultados similares a los obtenidos “in vitro” (Singh et al., 2003).

En un estudio realizado por Shapiro y Guggenheim (1995) sobre
bacterias que afectan a la cavidad bucal, se observa que la perforaciéon de
la membrana plasmatica de la célula bacteriana, que provoca una rapida
salida de los de los constituyentes intracelulares, parece ser el principal
mecanismo de accion del timol, fenol de importancia contrastada en
muchos aceites. Este compuesto induce un descenso en el ATP
intracelular como consecuencia directa de la infiltracién, y ademas, en

algunas bacterias también inhibe las rutas de sintesis de esta
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biomolécula. Los efectos del timol sobre el potencial de membrana son
probablemente resultado de la infiltracion de sustancias que provoca este
compuesto.

Evans y Martin (2000) comprueban igualmente la efectividad del
timol como inhibidor del crecimiento de microorganismos ruminales, como

Streptococcus bovis 0 Selenomonas ruminantium.

Por su parte, el carvacrol, compuesto fendlico isémero del timol,
puede actuar contra el patégeno Bacillus cereus (Ultee et al., 2002). Este
componente muestra un marcado caracter hidrofébico, por lo que se
acumula en la membrana plasmatica de la célula bacteriana, lo que, al
igual que ocurre con el timol, afecta a su integridad y origina una
disminucién del potencial de membrana. De este trabajo se desprende
que el carvacrol actua como intercambiador de protones, con lo que
reduce el gradiente de pH a través de la membrana plasmatica. Este
compuesto, que presenta un radical hidroxilo en posicién orto (Figura
-15), difunde a través de dicha membrana hacia el citoplasma de la
célula, donde libera su proton. Posteriormente, vuelve al exterior celular
transportando un ién potasio (u otro cation) desde el citoplasma. El cation
es liberado y el carvacrol capta un nuevo protén, repitiendo el ciclo. El
resultado es el agotamiento de los depdsitos de ATP de la célula, lo que
conduce a un deterioro de los procesos vitales y finalmente a la muerte de

la bacteria.

Timol Carvacrol p-Cimeno

Fig. 1-15. Estructura quimica de timol, carvacrol y p-cimeno.
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De esta forma, timol (con el radical hidroxilo localizado en posicion
meta) y carvacrol presentan una fuerte accion antibacteriana. Sin
embargo, p-cimeno, precursor biolégico de estos dos constituyentes del
aceite esencial de tomillo, carece de grupo hidroxilo y muestra una menor
actividad, lo que sugiere que este radical esta relacionado con la toxicidad
frente a microorganismos.

En este trabajo se observa también un efecto sinérgico entre
carvacrol y p-cimeno, que puede ser debido a que este precursor
contribuye a la desestabilizacion de la membrana plasmatica de la
bacteria, con lo que se favorece la entrada de carvacrol en la célula.

Para estos autores, la posicién que ocupa el grupo hidroxilo no

parece afectar a la actividad antimicrobiana.

Timol y carvacrol se muestran también activos frente a bacterias
como Pseudomonas aeruginosa o Staphylococcus aureus (Lambert et al.,
2001). Dichos componentes muestran un efecto aditivo que provoca la
inhibicion del crecimiento de estos microorganismos, al dafiar la integridad
de la membrana plasmatica, afectando al pH y al equilibrio de iones

inorganicos.

Una reciente publicacion remarca el caracter lipofilico de timol y
carvacrol, asi como de otros constituyentes que se pueden encontrar en
el aceite de tomillo, como limoneno o eugenol, cualidad que permite a
estas moléculas interaccionar con las membranas bacterianas, alterando
su estructura y haciéndolas mas permeables (Di Pasqua et al., 20006).
Estos autores han analizado las variaciones que se producen en la
composiciéon de los acidos grasos de dichas membranas como un
mecanismo de estrés adaptativo de las bacterias inducido por
concentraciones subletales de estos compuestos activos. Las células
responden a estos agentes incrementando la concentracion de acidos

grasos insaturados, lo que favorece la fluidez de la membrana bacteriana.
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En un trabajo publicado en 2005, Di Pasqua et al. comprueban la
actividad bactericida y bacteriostatica de aceites esenciales obtenidos de
diversas plantas sobre bacterias como Escherichia coli, Salmonella
typhimurium, Listeria monocytogenes y bacterias del acido lactico, siendo
el aceite de tomillo uno de los que actua con mayor efectividad y frente al

mayor numero de microorganismos testados.

Escherichia coli es una bacteria sobre la que se han realizado
diversos ensayos, ya que se trata de un patdogeno que se puede encontrar
en una amplia variedad de alimentos, ocasionando enfermedades que
afectan a humanos y animales (Buchanan y Doyle, 1997). Tanto el aceite
esencial obtenido de Thymus vulgaris como el procedente de Origanum
vulgare (orégano) ejercen una fuerte accion sobre este microorganismo,
que se observa en un amplio rango de temperaturas (Burt y Reinders,
2003). Un estudio mas reciente (Burt et al., 2005) analiza el efecto de los
aceites esenciales de tomillo y orégano y sus cuatro componentes
mayoritarios (timol, carvacrol, p-cimeno y y-terpineno) sobre esta bacteria,
comprobando que timol y carvacrol presentan una clara accion
bactericida, siendo su efectividad frente a E. coli muy similar. La actividad
antimicrobiana del aceite esencial depende de estos dos componentes,
que tienen un efecto aditivo, y no se ven influenciados en este caso por
los otros constituyentes mayoritarios de dicho aceite, los precursores p-
cimeno y y-terpineno, que aparentemente no actuan contra esta bacteria.
La ausencia de sinergismo entre carvacrol y p-cimeno contrasta con lo
expuesto por otros autores (Ultee et al., 2000; Ultee et al., 2002). Esto
podria deberse a las diferencias fisioldgicas existentes entre las bacterias
empleadas en cada uno de los estudios, ya que la estructura de la pared
celular de E. coli y otras bacterias Gram-negativas puede inhibir la accion

del p-cimeno.
Al igual que en trabajos anteriores, se ha demostrado también

sobre E. coli que el timol destruye la integridad y afecta al potencial

eléctrico de la membrana plasmatica de la célula bacteriana, lo que
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finalmente conduce a la lisis celular (Vasala et al., 1999). La ruptura

ocurre en los cinco minutos siguientes a la adicion de timol.

Investigando la actividad de diversos agentes antimicrobianos
obtenidos de plantas, Dorman y Deans (2000) determinan que el aceite
esencial de tomillo es el que presenta un mayor espectro de actuacion, vy,
al estudiar los componentes por separado, estos autores confirman la
mayor efectividad de los compuestos fendlicos presentes en estos
aceites, especialmente timol y carvacrol, siendo p-cimeno el constituyente
menos activo. En este ensayo queda también patente la importancia del
grupo hidroxilo en la estructura fendlica, ya que se puede apreciar una
gran diferencia entre la actividad antibacteriana del carvacrol y la de su
metil éter, que es un componente relativamente poco efectivo, siendo
también importante para los autores la posicidon que ocupa dicho grupo en
el anillo bencénico, contrariamente a lo reflejado con anterioridad en este
apartado. Coinciden, sin embargo, con lo expuesto por Domingo y Lépez-
Brea (2003), que afirman que la presencia de grupos hidroxilo en los
compuestos fendlicos esta relacionada con la toxicidad de dichos
compuestos, ademas de plantear que la posicidon de estos radicales

influye en la efectividad de los fenoles para actuar contra bacterias.

El género Shigella incluye bacterias responsables de patologias
intestinales serias (disenteria bacilar). Bagamboula et al. (2004) estudian
la actividad del aceite esencial de tomillo y sus constituyentes fendlicos
timol y carvacrol sobre S. sonneiy S. flexneri, constatando su efectividad

en la inhibicion del crecimiento de estas bacterias.

Se puede afirmar que el timol previene la putrefaccion y la detiene
cuando ha comenzado. En este sentido se ha ensayado con éxito la
accion de timol y carvacrol contra microorganismos del género Erwinia
(Horvath et al, 2002), capaces de degradar fermentativamente
polisacaridos complejos como la pectina, pudiendo de esta forma causar

enfermedades en plantas. Especies de este género de importancia en
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patologia vegetal frente a las que actuan estos fenoles son E. carotovora,
bacteria del suelo que infecta cultivos de zanahoria y otros vegetales
como patatas, cebollas, tomate, lechuga, etc, tanto en el campo como en
el almacén, y que produce enzimas que destruyen el material cementante
(de unidén) entre las células, dando lugar a una enfermedad llamada
podredumbre blanda, y E. amylovora, causante del llamado fuego

bacteriano, enfermedad que afecta a frutales de pepita.

Los aceites esenciales ricos en compuestos fendlicos parecen ser
los mas efectivos ante las infecciones causadas por microorganismos,
pero hay estudios que demuestran que aceites con otros componentes
mayoritarios, como los de Thymus albicans o Th. mastichina, con 1,8-
cineol como principal constituyente, presentan también resultados
positivos frente a bacterias como Salmonella sp., Staphylococcus aureus
o Listeria monocytogenes (Faleiro et al., 1999). Igualmente, el alcohol
terpénico linalol es activo frente a bacterias del género Leishmania (Rosa
et al, 2003), y otros microorganismos como Citrobacter freundii,
Clostridium sporogenes o Lactobacillus plantarum (Dorman y Deans,
2000). Los alcoholes poseen mas actividad bactericida que
bacteriostatica, desnaturalizando las proteinas de los microorganismos

frente a los que actuan.

En conclusién, los aceites esenciales son efectivos contra un
amplio rango de microorganismos, pudiendo actuar como agentes
terapéuticos para el tratamiento de infecciones microbianas en humanos y
animales, sustituyendo a los antibidticos usados tradicionalmente;
también se pueden emplear como desinfectantes, siendo especialmente
utiles en casos de aire contaminado o superficies de dificil acceso, dado
su caracter volatil. Pero el uso como conservantes de alimentos es el mas
importante de estos productos, ya que afiadidos en pequefas cantidades,
pueden retrasar la contaminaciéon microbiolégica y el deterioro de los
mismos, sin que se afecten sus propiedades organolépticas (Dorman y
Deans, 2000).
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l. 6. 3. 2. Actividad antioxidante.

La oxidacién es un proceso natural tanto en sistemas biolégicos
como en productos alimentarios.

Se define como antioxidante cualquier sustancia capaz de retrasar
o inhibir la oxidacién de un sustrato por un radical libre. El antioxidante
puede actuar a baja concentracién, y ejerce su acciéon a través de su
propia oxidacion, ya que su estructura quimica le permite reaccionar
facilmente con los radicales libres, protegiendo de esta forma a los
sustratos potencialmente oxidables de la accidn de tales agentes. Dichos
sustratos pueden ser los lipidos presentes en las membranas celulares,
cuya oxidacion tiene lugar como consecuencia de la formacion de
radicales libres en células y tejidos. Este proceso conduce a un descenso
de la fluidez de dichas membranas, afectando a su estructura y funcién
(Slater et al., 1987).

Dado que el uso de antioxidantes sintéticos se ve restringido por
los problemas de toxicidad que pueden presentar (Lindenschmidt el al.,
1986; Grillo y Dulout, 1997), tanto la medicina como la industria
alimentaria muestran un considerable interés por el desarrollo de
antioxidantes naturales de origen vegetal, especialmente los procedentes
de plantas comestibles, (Haraguchi et al., 1996).

Las plantas medicinales y aromaticas son una fuente potencial de
sustancias antioxidantes (Aeschbach et al., 1994; Grassmann et al., 2002;
Lee et al., 2005). Tales productos naturales tienen capacidad para captar
los radicales libres y proteger células y organismos de dafios producidos
por estrés oxidativo, considerado causa de envejecimiento, enfermedades
degenerativas y cancer (Cozzi et al., 1997), por lo que el empleo de estas
plantas puede ser de gran importancia en la salud humana y animal.

En lo que se refiere a la industria alimentaria, la autooxidacion de
los lipidos es un fendbmeno que provoca un descenso en la calidad de los
alimentos, afectando a su color, aroma, valor nutritivo y funcionalidad, y

por ello, retrasar este proceso es un objetivo importante para este sector.
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La importancia de los fendmenos oxidativos explica los numerosos
trabajos realizados con el objeto de comprobar el efecto protector de

diferentes géneros y especies vegetales frente a estos procesos.

En este sentido, Lee y Shibamoto (2002) realizan un estudio de la
actividad antioxidante de los componentes volatiles de varias plantas,
siendo el tomillo aquella con la que se consiguen los mejores resultados,
con un efecto inhibitorio similar al de a-tocoferol o BHT

(butilhidroxitolueno).

Schwarz y Ernst (1996) publican un interesante trabajo en el que
se analizan los compuestos antioxidantes presentes en diferentes
especies de tomillo, entre las que se encuentra Thymus vulgaris. Estos
autores identifican un nuevo componente, p-cimen-2,3-diol, aislado por
primera vez de hojas de tomillo, y que parece tener mayor poder
antioxidante que timol y carvacrol, mejorando también la actividad de a-

tocoferol y BHA (butilhidroxianisol).

Youdim et al. (2002) llevan a cabo un estudio de las propiedades
antioxidantes del aceite esencial de Th. zygis y sus componentes
mayoritarios, constatando una efectividad para estas sustancias que

sequiria el siguiente orden:

Aceite esencial > Timol > Carvacrol > y-Terpineno > Mirceno > Linalol >
p-Cimeno > Limoneno > 1,8-Cineol > a-Pineno

Todas las sustancias ensayadas presentan actividad antioxidante,
aunque, como se desprende del trabajo de estos autores, ningun
componente en solitario es mas efectivo que el aceite esencial en
conjunto.

Asimismo, ninguno de los constituyentes testados muestra una

actividad prooxidante importante, lo que sugiere que el aceite de esta
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especie de tomillo puede ser un producto interesante para ser utilizado en

la industria alimentaria y como suplemento dietético.

Se ha comprobado, por ejemplo, que suplementar la alimentacion
en ratas con aceite esencial de tomillo (Th. vulgaris) contribuye a que
estos animales conserven una capacidad antioxidante favorable durante
toda su vida (Youdim y Deans, 1999a). En otro trabajo, estos mismos
autores observan que la ingestion diaria de este aceite (42,5 mg/Kg de
peso/dia) mantiene elevados niveles de acidos grasos poliinsaturados en
tejidos de rata (Youdim y Deans, 1999b). El timol es el principal
constituyente del aceite esencial empleado en este ensayo, con una
concentracion relativa del 49%. Pero este compuesto fendlico
administrado en solitario no tiene un efecto significativamente superior, lo
que parece indicar que existen otros componentes en el aceite esencial
que también contribuyen a su actividad antioxidante, hecho que se
confirma en trabajos posteriores, como el mencionado anteriormente
realizado por Youdim et al. (2002), y otros estudios efectuados sobre
especies distintas de tomillo, también con timol como componente

mayoritario (Vardar-Unlu et al., 2003).

El resultado positivo de incorporar aceites esenciales a la dieta ya
se habia constatado con anterioridad (Deans et al., 1993), consiguiéndose
un incremento en el contenido de acidos grasos poliinsaturados y de
enzimas claves en el metabolismo lipidico en los animales tratados. Dado
que durante el proceso de envejecimiento del animal se produce un
descenso en las cantidades de estos componentes, los aceites
procedentes de plantas como el tomillo, capaces de invertir esta

tendencia, podrian ser de gran interés en medicina.

En la familia Labiatae, el timol aparece siempre acompafnado de su
isbmero carvacrol, y ambos son los constituyentes del aceite esencial de
tomillo mas estudiados en cuanto a su actividad antioxidante. Yanishlieva

et al. (1999) comparan la efectividad de ambos componentes,
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concluyendo que durante la oxidacion de los lipidos a temperatura
ambiente, el timol es mejor antioxidante que el carvacrol, lo que puede ser
debido a la diferente posicién del grupo fendlico en el timol respecto al

carvacrol.

Como se ha expuesto con anterioridad, la composicion quimica de
los aceites esenciales es determinante en su actividad. Tepe et al. (2005)
analizan el comportamiento antioxidante de dos variedades de Thymus
sipyleus que presentan diferencias en cuanto a los constituyentes de su
aceite esencial, ya que en una de ellas se identifican mayoritariamente
alcoholes como borneol (11,2%), en tanto que la otra variedad se
caracteriza por la presencia de los fenoles carvacrol (58,1%) y timol
(20,5%). Los autores concluyen que los aceites fendlicos se muestran

mas efectivos en todas las pruebas realizadas.

I. 6. 3. 3. Actividad Antifangica.

La aplicacion de sustancias quimicas para tratar las infecciones por
hongos puede provocar el desarrollo de resistencia al producto aplicado.

Si se emplean altas concentraciones de estas sustancias para
combatir los organismos resistentes, se aumenta el riesgo de que
aparezcan altos niveles de residuos téxicos en los productos tratados.
Cuando estos productos son frutas almacenadas, el problema puede ser
importante porque a menudo esas frutas se consumen en un corto

espacio de tiempo tras la cosecha.

Penicillium digitatum es un moho patégeno que afecta comunmente
a citricos tras la recoleccién, causando el llamado moho verde de los
citricos, que origina una depreciacion del producto y que en muchos
casos no se pueda comercializar.

Daferera et al. (2000) estudian el efecto de diferentes aceites

esenciales y sus constituyentes mayoritarios sobre este hongo,
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consiguiendo una inhibicibn de su crecimiento con concentraciones
relativamente bajas de estos aceites. Entre las plantas empleadas se
encuentra Thymus vulgaris, con una cantidad relativa de timol del 63,6%,
y un 2,2% de carvacrol. Comprobando la efectividad de los dos
constituyentes por separado, estos autores observan que, si bien ambos
presentan actividad antifungica, se requiere una menor concentracion de
carvacrol para conseguir una inhibicién del crecimiento de Penicillium
digitatum, por lo que este compuesto seria mas efectivo que el timol en el
tratamiento de dicho hongo.

Una conclusion interesante de este estudio es el efecto sinérgico
que parecen tener ambos componentes. Asi, a la misma concentracion, el
aceite esencial obtenido de Th. vulgaris (63,6% de timol + 2,2% de
carvacrol = 65,8%) resulta mas toxico para Penicillium digitatum que el
extraido de otra de las plantas empleadas en este ensayo, Origanum

dictamus, con un 78% de timol.

En un trabajo posterior, Daferera et al. (2003), evidencian que
aceites esenciales ricos en timol y carvacrol inhiben también el
crecimiento de otros hongos, como Bofrytis cinerea o Fusarium solani, en
tanto que aceites con otros constituyentes mayoritarios, como linalol o

eucaliptol, presentan una menor actividad inhibitoria.

Botrytis cinerea y Rhizopus stolonifer son los causantes de la
podredumbre post-cosecha que provoca considerables pérdidas durante
el almacenamiento y comercializacion de las fresas. Bhaskara Reddy et
al. (1998) analizan las posibilidades del empleo del aceite esencial de Th.
vulgaris para combatir esta infeccion, concluyendo que dicho aceite, con
una concentracién de timol que oscila entre 9,5-18,1%, y una cantidad
relativa de carvacrol de 2,7-8,9%, muestra un importante potencial
antimicotico. Las plantas empleadas en este ensayo presentan un
contenido en linalol de 3,2-3,3%, que podria actuar sinérgicamente con
timol y carvacrol, aunque este componente en solitario sea menos activo

que los dos compuestos fendlicos.
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Entre distintas plantas, el aceite obtenido de Th. vulgaris resulta ser
el mejor fungicida frente a Rhizoctonia solani, Pythium ultimun, Fusarium
solani y Colletotrichum lindemuthianum (Zambonelli et al., 1996),
propiedad que estos autores atribuyen a su contenido en timol, que
alcanza el 50,06%. Aceites con concentraciones elevadas de carvacrol,
como el de Th. revolutus, en el que se puede medir hasta un 43,1% de
este fenol, presentan también propiedades antifungicas (Karaman et al.,
2001). Igualmente se ha demostrado la efectividad del aceite esencial de
tomillo contra especies de hongos pertenecientes a los géneros Eurotium,

Aspergillus y Penicilium (Guynot et al., 2003).

Por otra parte, las infecciones causadas por hongos de importancia
clinica para los humanos, como los géneros Candida, Cryptococcus o
Histoplasma, ademas de los ya mencionados Aspergillus, Rhizopus o
Fusarium, han mostrado un incremento importante en los ultimos afios, lo
que unido a la resistencia que han empezado a mostrar estos organismos
frente a los agentes empleados como antimicoticos, han llevado a la
busqueda de terapias alternativas basadas en productos naturales, con
mayor espectro de acciéon y menores efectos adversos, considerando que
la naturaleza proporciona una gran variedad de moléculas bioactivas que
podrian ser utilizadas como base para la creacibn de nuevos
medicamentos (Mesa et al., 2004). En este sentido, los aceites esenciales
obtenidos de Th. vulgaris o Th. zygis, ricos en timol, muestran actividad
frente a hongos patégenos como Cryptococcus neoformans, y especies
de Saprolegnia y Zygorhynchus (WHO, 1999). Igualmente, Th.
pulegioides, especie capaz de sintetizar altos contenidos de timol y
carvacrol, actua frente a Candida, Aspergillus y hongos dermatofitos
(Pinto et al., 2006). La actividad del aceite esencial de esta planta se basa
principalmente en la reduccién del contenido en ergosterol de la
membrana citoplasmatica de las células fungicas, lo que afecta a su

fluidez e integridad.
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I. 6. 3. 4. Actividad Antiparasitaria 'y Plaguicida.

El timol es un ingrediente activo en plaguicidas registrado por la
EPA (United States Environmental Protection Agency) para ser usado
como repelente para bacterias y hongos patdgenos que infectan animales
domésticos, o como desinfectante médico. También se emplea para
combatir plagas causadas por ratas, pdjaros, etc.; e igualmente actua
frente a algunos virus, incluyendo el VIH-I (EPA-738-F-93-010, septiembre
1993).

Esta sustancia se considera constituyente de una mezcla de
compuestos organicos que pueden ser rapidamente degradados en el
medio ambiente hasta compuestos elementales por procesos bioldgicos,
fisicos y/o quimicos normales, que suelen existir en las zonas donde se
aplica. Como plaguicida, el timol actua frente a procesos infecciosos que
afectan a animales, de manera que su presencia no resulta téxica para los
animales tratados pero si para los microorganismos que provocan la
infeccidn. Si se emplea de la forma adecuada, el timol no debe provocar
efectos adversos sobre los seres humanos ni el medio ambiente. Se sabe
que este componente produce irritacion cuando es inhalado, o tiene
contacto con la piel o los ojos. Segun la EPA, la toxicidad causada por el
timol es de Categoria Ill (la Categoria | sefiala el grado mas agudo de

toxicidad, y la Categoria IV el mas bajo).

El tratamiento con timol es un método muy eficaz para combatir la
varroasis de las abejas, causada por el acaro Varroa jacobsoni. Este
parasito afecta a estos insectos en todos los estadios de su desarrollo, lo
que requiere tratamientos sistematicos que se deben realizar anualmente.
El timol es un compuesto volatil y, por lo tanto, parte del producto se
pierde por evaporacion. Esto se debe tener en cuenta a la hora de
aplicarlo, ya que se ha comprobado que existe una relacion directa entre
la cantidad de timol evaporada y la eficacia acaricida del tratamiento

(Higes y Llorente, 1996). Para que esta sustancia cumpla su funcion debe
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entrar en contacto con las abejas y mantener una concentracion lo mas
homogénea posible dentro de la colmena (Carmona et al., 2002). Es
interesante destacar que el timol no resulta especialmente téxico para las
abejas a las dosis apropiadas, y presenta un bajo poder residual en la
miel. Tratar las colmenas con este compuesto no altera la condicion de

miel ecoldgica.

Se ha estudiado el empleo del aceite esencial de Thymus vulgaris
como repelente de mosquitos, comprobandose la efectividad de sus
constituyentes timol, p-cimeno, linalol, carvacrol y a-terpineno, siendo los

dos ultimos especialmente activos (Park et al., 2005).

l. 6. 3. 5. Extractos.

Por otra parte, al hablar de las propiedades terapéuticas de estas
plantas se debe considerar que, ademas de aceites esenciales, los
tomillos poseen componentes quimicos no volatiles que presentan
cualidades igualmente interesantes. Estos compuestos se extraen bien
directamente de la planta o bien a partir de material vegetal destilado con
anterioridad, utilizando disolventes apropiados y concentrando

posteriormente la solucion obtenida.

El extracto de estas plantas es rico en compuestos polifendlicos,
los cuales han demostrado tener actividad antivirica y antimutagénica
(Ikken et al., 1999). En este sentido se ha comprobado que la luteolina,
una flavona constituyente del extracto de Thymus vulgaris, suprime la
accion mutagénica del carcinégeno Trp-P-2, que se forma durante los
procedimientos de coccion de los alimentos (Samejima et al., 1995). Las
propiedades anticancerigenas de los polifenoles se ponen igualmente de
manifiesto en otros trabajos, como los realizados por Carrol et al. (1999) o
Kawaii et al. (1999).
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En cuanto a la actividad antibacteriana, la baicaleina, otra flavona
identificada en el extracto de Th. wvulgaris, potencia el efecto
antimicrobiano de la tetraciclina frente a Staphylococcus aureus (Fujita et
al., 2005). Otros trabajos estudian el potencial antibacteriano de distintos
extractos vegetales (tomillo, hinojo, salvia, té y menta), determinando que
el de tomillo es el mas efectivo contra bacterias patdbgenas comunes y
bacterias del acido lactico, por lo que estos concentrados se consideran
alimentos naturales o aditivos alimentarios que pueden ejercer un efecto
beneficioso sobre el aparato digestivo de humanos y animales (Sagdic et
al., 2005).

El extracto acuoso obtenido a partir de Th. vulgaris se muestra
como uno de los mas eficaces frente a bacterias como Helicobacter pylori
(Tabak et al., 1996). También se ha ensayado con éxito la capacidad para
actuar contra diferentes microorganismos de los extractos de otras
especies de tomillo, como Th. serpyllum (Alzoreky y Nakahara, 2003), o
Th. spathulifolius (Sokmen et al., 2004). En este ultimo articulo, los
autores comparan el efecto del aceite esencial de la planta, con timol
(36,5%) y carvacrol (29,8%) como constituyentes mayoritarios, con el
extracto metandlico obtenido de la misma. El resultado muestra la fuerte
actividad antimicrobiana del aceite esencial, tanto frente a bacterias como
frente a la mayoria de las especies de hongos testadas por estos autores,
en tanto que el extracto actua de forma moderada frente a bacterias y no
es efectivo frente a hongos. En el mismo trabajo se evalua la capacidad

antioxidante de las dos sustancias, con resultados positivos para ambas.

El efecto antioxidante del extracto de tomillo es analizado en otros
trabajos, como el realizado por Haraguchi et al. (1996), que comprueban
las propiedades del extracto de Th. vulgaris como protector de la
oxidacion de los lipidos presentes en las membranas bioldgicas,
identificando en dicho extracto componentes con un importante poder

antioxidante. A partir del concentrado de esta planta se han aislado
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flavonoides que muestran una actividad comparable a la del BHT, el a-

tocoferol o el acido L-ascérbico (Miura et al., 2002).

En un estudio realizado por Venskutonis et al. (2005) se demuestra
que el extracto de tomillo es un inhibidor efectivo de xantina oxidasa,
enzima del grupo de las oxido reductasas que produce radicales libres de

oxigeno.

Los constituyentes fendlicos parecen ser los principales
responsables de las propiedades antioxidantes de estas sustancias
(Dorman et al., 2003), aunque estos autores no aprecian una completa
relacion entre la efectividad como antioxidante de un extracto y el
contenido total de compuestos fendlicos que presenta. Sin embargo,
Soares et al. (1997), evaluando la efectividad como antioxidantes de
concentrados obtenidos a partir de Thymus zygis, determinan que existe
una aparente relacién entre el potencial antioxidante del extracto de esta

planta y los fenoles totales que contiene.

|. 7. ADAPTACION AL CULTIVO.

El aprovechamiento de la flora aromatica y medicinal espafiola se
ha basado tradicionalmente en el trabajo de los recolectores locales,
conocedores por lo general de las poblaciones mas abundantes. Con ello
se ha conseguido una produccion con una alta calidad en cuanto al
contenido en principios activos, pero una escasa presentacion y
manipulacion, por lo que nuestra aportacion a este tipo de mercado
siempre ha sido proporcionar productos en bruto, con muy poca
elaboracién y de escaso valor afiadido.

La creacion de cultivos de plantas oficinales aseguraria la
obtenciéon de productos con las suficientes garantias de disponibilidad y
calidad que requiere el competitivo comercio actual. Sin embargo,

el desarrollo de empresas productoras de este tipo de plantas se enfrenta
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actualmente a una serie de inconvenientes, entre los que destacan, como

citan Gomez Orea et al. (1999), los siguientes:

1. Ausencia o déficit grave de material vegetal de multiplicacién
al no existir ningun centro, oficial o privado, que suministre
semillas o plantas con los requisitos que hoy dia exigen la
produccion y el mercado.

2. Desinformacion y falta de conocimientos técnicos en los
agricultores, que en bastantes ocasiones no abordan estas
producciones por ausencia de asesoramiento.

3. Atonia general en las pequefas empresas que se dedican a
la distribucién comercial, incluida la exportacién, y no se

arriesgan a promover cultivos y plantaciones.

Resultaria interesante fomentar la investigacién que conduce a la
seleccion y mejora genética de las plantas aromaticas y medicinales, para
obtener nuevas variedades de cultivo, mas productivas y con elevado
rendimiento en principios activos de calidad contrastada.

Tiene gran importancia por ello la generacién de plantaciones
experimentales antes de establecer cultivos a escala comercial, a partir de
las cuales se pueden determinar las condiciones mas adecuadas para
obtener el maximo rendimiento de tales cultivos, dado que se deben
considerar distintos parametros que afectan a la produccion de estas
plantas, tales como la constitucion genética de cada especie, la ecologia
de la zona de cultivo, la meteorologia, o la época y el método de
recoleccion (Mufioz, 1987). Ademas, estos ensayos se pueden convertir
en una fuente de material vegetal selecto, lo que aportaria una solucion al
problema de carencia de dicho material para su propagacion. Es
primordial sefalar que, sin una seleccidn previa de individuos, poner en
cultivo las especies aromaticas y medicinales espontaneas origina
cosechas muy heterogéneas, de composiciéon quimica muy variable y, por
lo tanto, de menor calidad e interés comercial, ya que los productos que

se obtienen de estos cultivos deben cumplir determinadas
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especificaciones en funcién del mercado al que se destinen. Realizar
analisis quimicos de los aceites y extractos obtenidos de estas plantas,
asi como valorar su produccion de biomasa, es la forma de asegurar que

tales especificaciones se cumplen.

Por otra parte, el desarrollo de una agricultura basada en el cultivo
de este tipo de plantas requeriria, como paso previo, la seleccion de
aquellos géneros y especies que resulten mas interesantes para ese fin,
en base a criterios tales como la presencia en la flora espafiola de dichas
especies, dada la necesidad de contar con una fuente de material vegetal
a partir del cual elaborar unos planes de posible cultivo, o la perspectiva
de mercado potencial para estas plantas.

El tomillo es una de las plantas que se adapta a ambos criterios,
considerando que el material desecado procedente de esta labiada es
uno de los principales productos de exportacion en este campo,
representando el 23% de la cantidad total exportada, segun datos

recogidos por Gomez Orea et al. (1999), pertenecientes a 1996.

Trabajos previos acerca de esta labiada permiten establecer los
requisitos necesarios para optimizar la produccion obtenida a partir de

cultivos de tomillo.

A) Condiciones.

En primer lugar se debe distinguir entre explotaciones de secano y
de regadio, extendiéndose estas ultimas en superficies mas reducidas
que requieren un aporte hidrico para incrementar su rentabilidad. Cuando
las plantas aromaticas se cultivan en secano, con el fin de rentabilizar al
maximo las opciones que el medio ofrece, los cultivos se deben ubicar en
zonas favorables para el desarrollo de la planta que se desea cultivar.

Este tipo de cultivos predominan en los pisos meso vy
supramediterraneo, en ombroclimas secos y en menor medida en los

subhumedos. El tomillo es una planta que puede vivir desde 0 hasta 2.000
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m.s.n.m. En la Comunidad Valenciana, por ejemplo, se pueden encontrar
plantaciones particulares, en las que se cultiva Thymus vulgaris, situadas
a altitudes que oscilan entre 240-840 m.s.n.m., con una temperatura
media anual de 13-16°C, y una precipitacion minima anual situada entre
480-637 mm (Morales, 2002).

En los cultivos de regadio, la planta recibe el aporte hidrico,
ademas de nutricional, adecuado a sus necesidades, lo que permite
establecer estas explotaciones también en zonas menos favorables para

el crecimiento espontaneo de tales plantas.

Respecto a la forma de propagacion, el tomillo se puede multiplicar
por semillas o vegetativamente, por divisién de pies o esquejes (Muinoz,
1987). Se debe considerar que, a la hora de implantar un cultivo, la
seleccion, tanto de semillas como de plantas madre de calidad, es mas

importante que el medio ecoldgico en el que se establezca dicho cultivo.

Realizar una siembra de semillas en vivero es el método mas
rapido y econdmico, pero dada la gran variabilidad intraespecifica que
presentan estas plantas, se puede obtener una poblacion de individuos
muy diferentes. Para asegurar la homogeneidad en la produccion, es
necesario elegir y separar previamente las semillas mas adecuadas. No
obstante, las plantas que nazcan de esas semillas deben ser controladas,
ya que se pueden producir hibridaciones o mutaciones que originen
semillas portadoras de factores genéticos poco deseables, ausentes en la
planta de procedencia.

La divisién de pies proporciona un numero restringido de plantas,
entre 20-30 por cada pie madre dividido.

En la multiplicacion por esquejes, en las especies en que es
posible, de cada pie se pueden obtener algunos centenares de
estaquillas. El esquejado se realiza cuando el tomillo se encuentra en
periodo de actividad vegetativa. El porcentaje de enraizamiento es del
85%, reduciéndose al 30-40% cuando el proceso se realiza en durante la

parada vegetativa de la planta (Mufoz, 1987). Con este tipo de
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multiplicacion se consigue obtener una descendencia uniforme, un
conjunto de individuos clonados a partir de una unica planta, los cuales
mantienen las caracteristicas de la planta original. La seleccion previa de
las plantas madre en funcién de distintos parametros (tales como
resistencia, produccion de biomasa y cantidad y calidad del aceite
esencial) aseguran la obtencion de un cultivo competitivo desde el punto
de vista comercial, dada la presencia en el mercado de plantas de
distintas procedencias, como las recolectadas en Marruecos o paises del
Este de Europa, que suponen una fuerte competencia en este sector.

Un trabajo realizado por Lopez Miralles (2003), sobre el
estaquillado en tres especies de tomillo (Thymus hyemalis, Th. vulgaris y
Th. zygis), determina que Th. hyemalis es la especie que mejor se adapta
a la propagacion por esquejes de las tres ensayadas, consiguiendo los
resultados mas satisfactorios en cuanto a porcentaje de enraizamiento,
longitud y peso de raices. No obstante, dicho porcentaje de enraizamiento
no alcanza el 40%. En este estudio se evidencia también que Th. zygis es
mas facil de propagar a partir de brotes apicales, ya que el éxito
conseguido con esta técnica es significativamente superior al obtenido
con tallos lefiosos.

Otra alternativa para la propagacién vegetativa de estas plantas
puede ser la multiplicacion in vitro o micropropagacion, siempre que se
disponga de material selecto. Los medios de crecimiento empleados en
las técnicas de cultivo in vitro deben proporcionar los niveles optimos de
carbohidratos, vitaminas, aminoacidos, nutrientes minerales y reguladores
de crecimiento, siendo necesario controlar ademas los factores
ambientales. Con todo ello se consiguen altos porcentajes de
regeneracion y se facilita un tipo de propagacion comercialmente viable,
que contribuya a satisfacer los requerimientos de la industria respecto a
los principios activos obtenidos de estas plantas (Rout et al., 2000).
Investigadores como Mendes y Romano (1999) emplean con éxito esta

técnica para obtener clones de Thymus mastichina.
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El marco de plantacién es también un factor importante en estos
cultivos, que repercute en su rentabilidad. Para el tomillo cultivado en
regadio, se propone una distancia entre filas de entre 60 y 80 cm, y una
separacion entre plantas de 25 a 30 cm. La densidad de plantacion seria
de 40.000-50.000 plantas/ha (Muifoz, 1987). El marco de plantacién para
el cultivo en secano puede ser de 1,0 m x 0,4 m, lo que supone una
densidad de 25.000 plantas/ha. Estos marcos se adoptan considerando el
desarrollo maximo estimado para cada planta, dejando una distancia
entre calles que permita mecanizar las labores de cultivo para la

eliminacién de malas hierbas (Sotomayor, 1998).

La época mas apropiada para realizar estas plantaciones son los
meses de invierno cuando se trata de zonas altas, principalmente finales

de febrero-principios de marzo, y durante el otofio en zonas costeras.

Cuando las plantas alcanzan un desarrollo adecuado, se procede a
su recoleccion, que en el caso de tomillos cultivados se realiza mediante
siega. Por el contrario, los tomillos silvestres que se recogen del monte se
suelen arrancar, practica que termina por agotar su presencia si se
practica de forma abusiva. Ademas, las plantas en muchos casos no se
recolectan en el momento mas oportuno debido a la fuerte competencia
que se establece entre los recolectores habituales (Sotomayor et al.,
2001).

Tanto el rendimiento como la composicion del aceite esencial de
estas plantas se ven afectados por el estado fenolégico en el que se
encuentran cuando se recolectan (McGimpsey et al., 1994; Jordan et al.,
2006). La etapa de desarrollo mas conveniente para efectuar la
recoleccion de estas labiadas varia en funcion de la especie y el tipo de
aprovechamiento, ya que los tomillos se pueden destinar a la obtencion
de hoja seca o aceite esencial.

De los datos obtenidos por Sotomayor (1998), se desprende que el
momento Optimo para la siega suele alcanzarse cuando las plantas se

encuentran en floracién-fructificacion, siendo este es el estado fenoldgico
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mas adecuado para la produccion de aceite esencial en este género, en
funcién de rendimiento y calidad. Esta época varia también con la
climatologia y la altitud. Por ejemplo, centrandonos en las tres especies
objeto de esta Tesis, Thymus hyemalis, que en estado silvestre crece en
el piso Termomediterraneo de la Region de Murcia, admite llevar su
cultivo hasta el Mesomediterraneo calido, y su recoleccidon en zonas de
interior se puede realizar en marzo o llegar incluso a abril; Th. vulgaris,
que podria cultivarse practicamente en toda la region, permite usualmente
su recoleccion entre mayo y junio si se situa en terrenos elevados; por su
parte, Th. zygis, con una amplia zona de distribucién y de potencial cultivo
en nuestra region, retrasaria su cosecha hasta julio en zonas altas. Pero
si los cultivos se desarrollan en terrenos proximos a la costa, Th. hyemalis
se recolecta hacia el final del invierno, en febrero o marzo, seguido de Th.
vulgaris, habitualmente en mayo y, por ultimo, Th. zygis en junio. En estas
zonas, por lo general, las cosechas se adelantan, pudiendo variar las

fechas entre algunos dias y un mes.

B) Producciones.

Los rendimientos obtenidos a partir de estas plantas, tanto en lo
referente a la produccion de hoja seca como a los litros de aceite

esencial, varian en funcién de las condiciones de cultivo.

Sotomayor (1998) lleva a cabo un estudio de cultivo del género
Thymus en dos parcelas de secano situadas en zonas bioclimaticas
distintas de la Region de Murcia, una de ellas en Moratalla, en el interior
de la region, y otra préxima a la costa, en el término municipal de Torre
Pacheco, y obtiene resultados que apuntan a una mayor produccion de
hoja seca en las zonas montafiosas del interior, en tanto que la sintesis
de aceite esencial parece verse favorecida por los climas mas templados
y la escasez de agua. Si consideramos los litros de aceite esencial por
hectarea, los datos muestran, en general, una produccién superior en la

comarca de interior, debido a que también se obtiene una mayor cantidad
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de material vegetal en esta zona. En este trabajo, la plantacion se realiza
a raiz desnuda, lo que origina un bajo porcentaje de enraizamiento que
afecta especialmente a Thymus hyemalis, que en la parcela cercana al
litoral presenta un elevado numero de marras. Por ello, en este ensayo no
se recogen datos de produccion para esta planta en dicha parcela. En la
Tabla 1-19 se muestra un ejemplo de los resultados obtenidos por este
autor durante tres afos de cultivo, empleando el marco de plantacion
indicado anteriormente para cultivos de secano, con una densidad de
25.000 plantas/ha.

Tabla I-19. Rendimientos medios obtenidos en hoja seca y aceite esencial para distintas
especies de tomillo en secano.

MORATALLA TORRE PACHECO
Kg HS/ha L AE/ha Kg HS/ha L AE/ha
Th. zygis 1.069 38,0 612 16,3
Th. vulgaris 1.258 33,5 731 27,3
Th. hyemalis 584 13,2 - -
Th. baeticus 1.697 92,7 678 39,5

HS = Hoja Seca

AE = Aceite Esencial

En los cultivos de regadio se puede duplicar el numero de plantas
por hectarea, duplicandose también las producciones. En un trabajo
llevado a cabo por Sotomayor et al. (2001), se disefia una parcela
experimental con una densidad proxima a las 89.000 plantas/ha,
aportando agua mediante riego localizado. Trascurridos siete meses
desde el inicio del cultivo, se realiza la primera cosecha de la plantacion,
comprobandose que los rendimientos alcanzados en un periodo de
tiempo tan corto son bastante altos (Tabla [-20), lo que hace pensar a

estos autores en la posibilidad de realizar dos recolecciones al afo.
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Es interesante mencionar que esta plantacion se lleva a cabo en la
misma finca experimental de Torre Pacheco (Murcia) mencionada
anteriormente, aunque en este caso el procedimiento empleado para la
siembra ha sido diferente, lo que ha mejorado el arraigo de las plantas, y

ha permitido cultivar también con éxito Th. hyemalis.

Tabla I-20. Rendimientos medios obtenidos en hoja y aceite esencial para
distintas especies de tomillo en regadio.

Kg MF/ha Kg HS/ha L AE/ha
Th. zygis 5.564 1.263 55,7
Th. vulgaris 8.068 1.598 32,0
Th. hyemalis 7.059 1.214 68,5

MF = Materia Fresca

El interés por estos cultivos se puede apreciar igualmente en otros
paises. Asi, también se han establecido cultivos de Th. vulgaris en
Colombia, donde se considera un cultivo altamente rentable. Se siembran
hasta 100.000 plantas/fha y se pueden obtener 4 cortes al afio, con
rendimientos de unas 18 t/ha en fresco y unas 3 t/ha de tomillo seco, y
cerca de 50 kg/ha de aceite esencial; o en Guatemala, donde estos
cultivos se encuentran distribuidos en el altiplano del pais, en huertos y
areas pequefias. Se desarrollan en climas templados y frios, a
1.000-2.500 m.s.n.m., con temperaturas medias de 15-20°C vy
precipitaciones de 1.000 a 1.500 mm anuales. El rendimiento obtenido en
estas plantaciones es de 5.000 kg de materia verde/ha en el primer corte,
lo que produce unos 2.000 kg de materia seca. En cultivos de 3 afos se
obtienen unos 8.500 kg de producto fresco/ha como promedio (ICTA.

Instituto de Ciencia y Tecnologia Agricolas. http://www.icta.gob.gt).
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Como se ha podido observar en el desarrollo de esta Introduccion,
el género Thymus representa una buena opcion en lo que respecta a la
implantacion de cultivos, ya que se trata de una fuente de importantes
materias primas, de probada utilidad, y altamente demandadas por las

diferentes industrias implicadas en el aprovechamiento de estas plantas.
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Il. MATERIAL Y METODOS
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II. 1. PARCELA EXPERIMENTAL.

Este ensayo agrondmico se realiza en la finca experimental
Torreblanca del IMIDA, situada en Torre Pacheco (Murcia), préxima al
litoral murciano, a 37° 47’ latitud Norte, 0° 53’ longitud Oeste, y a una

altitud de 45 m.s.n.m (Figura llI-1).

g Parcela de
~ Torreblanca

Fig. [I-1. Parcela de Torreblanca.
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Il. 1. 1. Caracteristicas edafocliméaticas.

Se trata de una zona cuya escasez de agua determina la
marginalidad de las tierras de cultivo, al igual que ocurre en areas del
Campo de Cartagena y Sudeste de la region (Sotomayor, 1998).

El suelo es aluvial cuaternario, con una alta proporcién de arcilla.

Su composicion, en los primeros 30 cm, es la siguiente:

Arcilla 51,61%
Limo 33,98%
Arena 14,41%

Las caracteristicas edafoldgicas de la parcela son:

C.E. (dS/m) 1,38
ph 7,80
C.C.C. (meq/100 g) 18,90
Caliza activa (%) 28,16
Carbonatos totales (%) 46,68
Materia organica (%) 0,64
Nitrégeno total (%) “Kjeldahl” 0,07
Fésforo asimilable (ppm) “Olsen” 28,80
Potasio asimilable (meg/100 g) 1,00

Este suelo muestra una Capacidad de Campo del 39% (por

volumen) y un Punto de Marchitez del 21%.
Los valores termométricos de la finca experimental muestran una

temperatura media anual de 18,2 °C, una temperatura media de las

maximas del mes mas frio (enero) de 16,4 °C, y una temperatura media
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de las minimas del mes mas frio de 5,5 °C. En base a estos parametros
se calcula el indice de termicidad (It), cuyo valor es de 401, lo que situa
esta zona en el horizonte bioclimatico del Termomediterraneo superior
(Alcaraz et al., 1989). Este indice es de gran utilidad, ya que ofrece una
medida de la intensidad del frio, factor limitante para el desarrollo de

muchas plantas y comunidades vegetales (Rivas-Martinez, 2004).

La Tabla Il-1 muestra las temperaturas mensuales y la radiacion
solar medidas en la parcela en los tres afios de ensayo que abarca la
presente memoria, segun datos del Servicio de Informacién Agraria de
Murcia (SIAM) del IMIDA, Consejeria de Agricultura y Agua, a través de

su pagina web (http://wsiam.carm.es).

Tabla 11-1. Valores de temperatura y radiacién en Torreblanca.

2002 2003 2004
T (°C) Radiacion T (°C) Radiacion T (°C) Radiacion
(W/m2) (W/m2) (W/m2)
MED | MAX | MIN MED MED | MAX | MIN MED MED | MAX | MIN MED

ene
feb
mar
abr
may
jun
jul
ago
sep
oct
nov
dic

100 11,9 75 118,7 95 129 456 127,5 109 170 6,2 139,6
10,6 13,8 8,0 182,1 98 13,1 5,0 137,5 103 129 7.2 139,8
13,0 176 9,6 206,5 12,7 18,3 10,5 193,6 11,8 159 5.2 1751
14,1 18,9 10,3 250,4 146 18,2 10,4 246,7 133 164 7,2 243,8
174 2156 11,7 290,1 18,0 21,6 14,0 308,6 16,2 21,1 121 267,6
22,4 252 197 306,7 23,7 27,0 19,8 313.9 22,2 259 18,6 326,3
239 257 217 310,0 2555 285 237 315,6 239 275 215 306,1
242 26,2 220 257,8 26,4 28,0 23,8 288,0 254 272 239 2774
22,2 23,7 19,7 226,8 22,9 26,1 20,7 2244 23,0 271 193 207,2
18,3 21,3 155 160,7 18,1 23,6 13,1 146,2 18,7 22,5 13,0 173,5
14,3 19,8 10,7 120,2 13,8 16,3 10,7 111,0 124 16,8 7,8 131,3
11,7 151 8,7 100,0 10,5 145 6,5 113,6 10,8 155 5,1 95,5

La pluviometria media de esta zona es de 308,3 mm/afio, lo que

senala un ombroclima semiarido.
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Il. 1. 2. Disefio experimental de la plantacion.

En el presente trabajo se estudia como variable el efecto de
distintas dosis de riego sobre las plantas, con el fin de determinar las
mejores condiciones de desarrollo en cultivo de tres especies distintas de

tomillo.

Para ello, la plantacion se realiza con bloques al azar, para prevenir
posibles gradientes de productividad dentro del area de los ensayos. En
concreto, se establecen cuatro bloques o repeticiones (B1, B2, B3, B4), tal

como se aprecia en la Figura 11-2.

o . 4
- T Sarg: . =

SSospel £ Dig e . - y S . i 7 = i
i i) - i = i O s ey

Fig. [I-2. Disposicion de las repeticiones en la parcela.

114




Material y métodos

Cada bloque se divide en cuatro parcelas que se corresponden con
cuatro tratamientos de riego localizado (T1, T2, T3, T4), los cuales se
distribuyen igualmente al azar, representando cada uno de ellos un aporte
hidrico concreto que permitira dilucidar la dosis de agua 6ptima para el

desarrollo y productividad de cada una de las plantas consideradas.

Esquematicamente, el disefio de la parcela seria el siguiente:

Bloque | ‘ ‘ Bloque Il
A
T4 T2 T3 T1 T4 T1 T2 T3
A

CA

. DL

T3 T4 T2 ™ | | T2 T3 T1 T4

Blogue Il | | Blogue IV |
A=10,8m

B = 7,25 m (incluidos los espacios necesarios para la maquinaria agricola)
C=3m
D=2m

Todas las parcelas-tratamiento se subdividen a su vez en tres
subparcelas de 15,66 m?, cultivandose en ellas las tres especies objeto de
esta Tesis. Los distintos tipos de tomillo se disponen aleatoriamente en

las diferentas subparcelas.
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De esta forma, y considerando un solo bloque, el esquema que

refleja la disposicion de las plantas es el que aparece a continuacion:

BLOQUE |
T4 . T2 || T3 | T1
Th. | Th Th Th. Th. | Th Th. | Th
Th. h v 45» h Th. v Th. v h v h Th.
7 y u y 7 u 7 u y u y 7
y e | e y | y | e I e y
m g m g g m g m
? a a a ? a ? a a a a ?
| r | r r | r |
S . . . S . S . . . . S
| | | | | | | |
S S S S S S S S
s »
F
E=1m
F=1,45m

En cada una de las subparcelas se colocan dos lineas de tuberias
de polietileno con goteros integrados a 30 cm, y enterradas a 15-20 cm
de profundidad, para el suministro de agua. Las tuberias estan separadas
35 cm, y el caudal nominal a través de los goteros, a 1 bar, es de 1,7
litros/hora. Las subparcelas son protegidas con cubiertas de plastico
situadas directamente sobre el terreno, con el fin de evitar en lo posible la
proliferacion de malas hierbas. Todo esto se realiza con un apero igual
a los utilizados para plantar pimiento de bola, al cual se le practican las
modificaciones necesarias para que la colocacién de las tuberias y la

extension del plastico se pueda realizar de forma simultanea (Figura 11-3).
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Fig. [I-3. Apero utilizado para la colocacién de tuberias y plasticos.

En el momento de realizar la plantacion se practican orificios en el
plastico para colocar las plantas. Estas se disponen a ambos lados de
cada linea de goteros, al tresbolillo, separadas 10 cm de las tuberias, y
con una separacion entre plantas de 30 cm (Figura [I-4). El numero de
plantas que se deposita en cada subparcela es de 140, lo que constituye
una densidad de 89.400 plantas/ha (Figura 11-5).
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Th. hyemalis Th. zygis Th. vulgaris

»
>

»
>

A
A
A

A

| 50 cm ‘300m‘ 35cm |300m‘ 50 cm ‘

1 71
30 cm I 36 106
2 72
37 107
10,8 m
35 105
v 70 140
1,45 m

< »
< »

Fig. 1l-4. Vista esquematica de la disposicion de las plantas. Los trazos azules
representan las lineas de goteros, y los espacios de 50 cm que separan cada especie de
tomillo serian los necesarios para el paso de la maquinaria agricola.

Para preparar el terreno, se realiza un abonado de fondo sobre la
parcela con el fin de que el suelo contenga las Unidades Fertilizantes que

recomienda Munoz (1987) para el cultivo de tomillos:

75-80 U. F. de nitrégeno en la preparacion del suelo.
50-60 U. F. de fésforo en la preparacion del suelo.
100-120 U. F. de potasio en la preparacion del suelo.

En afos posteriores se llevan a cabo analisis de minerales en
plantas, y se aplican las dosis de abonado necesarias para restituir al

terreno los macro y micronutrientes extraidos por los tomillos, de forma
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que las plantas dispongan de las mismas cantidades de nutrientes
durante todo el ensayo. El abono se suministra disuelto en el agua de

riego (fertirrigacion).

Fig. II-5. Vista real de la distribucion de las plantas en las subparcelas. Las flechas
amarillas indican la disposicion de las tuberias de riego. El espacio ocupado por las
plantas, sin considerar el terreno necesario para la separacion entre especies, determina
un area de 10,26 m”.

II. 1. 3. Calculo de las dosis de riego.

En este apartado se detalla la cantidad de agua que han recibido
las plantas. Estos aportes hidricos se han establecido con el fin de
abarcar un amplio rango de respuestas por parte de las mismas frente a
las diferentes dosis de agua, buscando la mayor produccion de fitomasa y
el maximo rendimiento y calidad del aceite esencial.
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Para ello se suministra a todas las especies estudiadas cuatro
tratamientos basicos que consisten en cuatro dosis de riego diferentes,
estimadas en funcién de la Evapotranspiracion Potencial (ETP) anual de
la zona de cultivo. Dado que la ETP difiere segun el tipo planta, con el fin
de facilitar valores reproducibles se emplea la correspondiente
Evapotranspiracion de referencia de gramineas (ETo), que en la zona de

estudio es de 1.234 mm anuales.

En mayo de 2000, fecha en la que se realiza la plantacion, se
proporciona a toda la parcela un riego inicial para facilitar la supervivencia
de las plantas, con una dosis de agua de aproximadamente 20 litros/m?.

Posteriormente, y hasta julio de 2001, el agua aportada al cultivo es

la necesaria para compensar el 60% de la ETo.

A partir de dicha fecha, comienzan a aplicarse los tratamientos de
riego diferenciados, cuyos resultados se analizan en esta memoria.
La cantidad de agua que reciben las plantas se programa para

atender las siguientes necesidades hidricas:

e Tratamiento de riego para compensar el 80% de la ETo (T1).
e idem al 60% de la ETo (T2).
e idem al 40% de la ETo (T3).

e idem al 20% de la ETo (T4).

Los valores, calculados segun el modelo Penman-Monteith, han

sido facilitados por el SIAM (http://wsiam.carm.es).

Los riegos se programan semanalmente teniendo en cuenta la ETo
de la semana anterior y las precipitaciones caidas en la parcela,
regulandose asi el total de agua suministrado a las plantas. En la practica,

el aporte hidrico varia ligeramente respecto a los valores propuestos,
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determinandose que los niveles reales de agua que reciben las plantas se

corresponden con lo especificado en la Tabla 1l1-2.

Tabla [I-2. Tratamientos de riego aplicados.

% ETo propuesto % ETo real (Promedio anual) | Equivalencia ETo (mm/afio)*
80 81 1.000
60 63 777
40 44 543
20 30 370

* Cantidades calculadas en base a la ETo real.

Como se puede observar, el aporte hidrico equivalente al 30% de
la ETo es sélo ligeramente superior a las precipitaciones medias de la

zona de cultivo, que se situan en 308 mm/aio.

II. 2. MATERIAL VEGETAL.

Los datos reflejados en la presente memoria se refieren a un cultivo
experimental de tres especies del género Thymus, las cuales se han
elegido en base a los resultados obtenidos en ensayos previos realizados
en el IMIDA (Sotomayor, 1998), considerando su respuesta al cultivo en
cuanto a produccion de biomasa, rendimiento en aceite esencial y
composicién quimica de dicho aceite. En este ultimo caso, se ha prestado
especial atencion al contenido fendlico, ya que compuestos como timol y

carvacrol son los mas interesantes desde el punto de vista comercial.

Teniendo esto en cuenta, fueron seleccionadas para su estudio dos
especies espontaneas en el Sudeste Ibérico, y una tercera comercial de
origen francés, empleandose esta ultima como referencia agrondmica
(Tabla 11-3).
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Tabla 11-3. Especies objeto de investigacion.

Especies espontaneas Procedencia
Thymus hyemalis (Campo de Cartagena, Murcia)
Thymus zygis subsp. gracilis (Puerto Lumbreras, Murcia)

Especie comercial

Thymus vulgaris (Cultivar de Provenza, Francia)

El material vegetal empleado en este ensayo, excepto en el caso
del tomillo comun, proviene de semillas recolectadas en zonas donde
estas plantas crecen espontaneamente. Estas semillas pueden dar origen
a individuos muy heterogéneos, ya que proceden de tomillares naturales
en los que encontramos una gran variabilidad (Saez, 1995 a y b). Para
conseguir una poblacion uniforme se requeriria una selecciéon clonal
previa.

Las semillas comerciales de Th. vulgaris fueron compradas a la

empresa francesa Vilmorin.

Tras la obtencién de las semillas, se realiza una siembra en
bandejas de poliestireno expandido, con alvéolos troncopiramidales de
2,5 x 2,5 cm de base y 5 cm de altura. El semillero se elabora en febrero
de 2000, y la germinacion se produce a las 3 semanas. Las plantas se
repican cuando alcanzan una altura de 6 a 8 cm.

Después de la germinacion, las plantulas obtenidas se mantienen
en invernadero durante tres meses.

Transcurrido ese tiempo, todas las plantas fueron extraidas y
trasladadas a la parcela experimental (mayo de 2000).

En el trabajo realizado por Sotomayor (1998) se observa una alta
tasa de mortalidad cuando los tomillos se siembran en el terreno definitivo
a raiz desnuda, especialmente en el caso de Th. hyemalis. Por ello, en el

presente ensayo las plantas fueron transplantadas con cepelldn,
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cubriendo y protegiendo asi la raiz, con el fin de mejorar los resultados

obtenidos en cuanto a supervivencia en cultivo.

La recoleccion se realiza cuando las plantas se encuentran en
periodo de floracion-fructificaciéon, ya que este ha demostrado ser el
estado fenoldégico mas adecuado en cuanto a producciéon de material
vegetal, asi como en rendimiento y calidad del aceite esencial
(Sotomayor, 1998; Jordan et al., 2006).

Cuando se procede a la recoleccion del tomillo, se deben tener en
cuenta algunos factores que pueden afectar a las plantas y, por lo tanto,
al rendimiento de la parcela: en primer lugar, se debe segar solo la parte
aérea de cada individuo, realizando el corte a una altura que permita a la
planta conservar la suficiente masa vegetal para facilitar el rebrote; por
otra parte, es importante sujetar correctamente el tomillo en el momento
de la siega, con el fin de moverlo lo menos posible para evitar descalzar la

planta.

Il. 2. 1. Recolecciones.

Los muestreos y siegas realizados a lo largo de los afos 2002,
2003 y 2004 de las tres especies proporcionan los resultados que se
muestran en esta Tesis. En 2002 y 2003 se analiza el efecto de las
distintas dosis de riego sobre los parametros considerados, y en 2004 se
lleva a cabo un estudio en profundidad de la variabilidad intraespecifica
encontrada en estas plantas, con objeto de realizar una seleccién de las

mas adecuadas para su posterior multiplicacion.

La plantacion, como se menciona anteriormente, se realiza en
mayo del afio 2000, y entre noviembre y diciembre de ese afio se practica
una primera recoleccién de todas las plantas. Los sucesivos muestreos y

recolecciones, que tienen lugar a partir de 2001, se detallan por especies
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en la Tabla 1I-4. Los datos correspondientes a 2001 no se han incluido en
esta memoria de Tesis, ya que, como se indica en el apartado
precedente, los tratamientos de riego especificos comenzaron en julio de
2001, no siendo apreciables sus efectos hasta las recolecciones de 2002.
Este diferente aporte hidrico es el fundamento del presente estudio,
aunque se sefalan las recolecciones de 2001 con el fin de conocer el

numero de siegas que han experimentado las plantas.

Tabla II-4. Calendario de recolecciones.

Th. hyemalis Th. vulgaris Th. zygis
12 recoleccion | 22 recoleccion | 12 recoleccion | 22 recoleccion | Unica recoleccion
2001 marzo julio abril junio junio
2002 febrero mayo febrero mayo junio
2003 marzo junio mayo — junio
2004 marzo junio mayo — junio

= De Th. hyemalis se obtienen dos cosechas anuales en
condiciones de cultivo. En 2003, sin embargo, la segunda recoleccion se
vio afectada por el exceso de calor que tuvo lugar durante la segunda
quincena de mayo y el mes de junio, lo que provocoé una floracion rapida,
con un escaso crecimiento de las plantas, especialmente en los
tratamientos con menor aporte hidrico. Por este motivo, en 2003 sdlo se
ha considerado la primera recoleccion, ya que los datos de la segunda

son poco relevantes.

= Th. vulgaris produjo igualmente dos cosechas en 2002, pero en
2003 y 2004 las plantas no alcanzaron un momento optimo de desarrollo
hasta principios de mayo, por lo que se realizé una unica recoleccion en
esa fecha. Las condiciones climatoldgicas a las que se vieron expuestas

las plantas durante los meses de mayo y junio de 2003 originaron un
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rebrote de las plantas casi inmediatamente después de la siega, pero solo

en aquellas que recibieron un mayor aporte de agua.

= Th. zygis produce una unica cosecha anual, en la primera

quincena de junio.

II. 2. 2. NUomero y procesado de las muestras vegetales.

Para estudiar si un diferente aporte hidrico puede repercutir en el
rendimiento y la calidad del aceite esencial, en 2002 y 2003 se recolectan
al menos 48 plantas de cada especie (3 plantas x tratamiento x 4
tratamientos = 12 plantas x 4 bloques = 48 plantas). Siempre que ha sido
posible, se procurado coger los mismos tomillos en cada recoleccion, para
lo cual, tras segar cada planta seleccionada para ser destilada, ésta es

marcada con etiquetas identificativas.

En 2004, para examinar la variabilidad intraespecifica y determinar
cuales de estas plantas resultan mas interesantes, especialmente en lo
referente a la composicion quimica de sus aceites esenciales, se plantea
la necesidad de aumentar el numero de individuos recolectados para su
analisis. Por ello, este afio se toma un numero considerablemente
superior de ejemplares respecto a los afios anteriores, recolectandose al
menos 96 plantas de cada una de las especies consideradas (6 plantas x
tratamiento x 4 tratamientos = 24 plantas x 4 bloques = 96 plantas),
excepto de Thymus vulgaris, ya que este tomillo, en nuestro caso, es de
origen comercial y esta sometido a una seleccion previa, por lo que se
considera innecesario tomar un numero tan elevado de individuos, y sélo
se ha realizado un analisis de la evolucion del cultivo tras someterlo a una

nueva siega.
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Todas las plantas muestreadas se introducen en bolsas de plastico
perforadas para evitar condensaciones debidas a la humedad, y son
pesadas en fresco inmediatamente después de su recoleccion.

Seguidamente, se secan con calor artificial en estufa a 35 °C
durante 48 horas, hasta alcanzar peso constante, para la posterior
extraccion de su aceite esencial. En este sentido, Venskutonis (1997)
comprueba que los constituyentes de estos aceites no ven alterada su
concentracion si los tomillos se desecan a 30 °C, con resultados similares
a los obtenidos de la planta fresca. Si la temperatura se eleva hasta los 60
°C, se produce una reducciéon del 43% en el contenido en compuestos

volatiles de la planta.

Cuando se han tomado las muestras necesarias, se procede a la
siega de toda la parcela, con lo que se posibilita el rebrote de las plantas y
la obtencién de nuevas cosechas. Las siegas, que se realizan a mano
dado el tamano de la parcela y la necesidad de conseguir resultados
precisos y reproducibles, aportan el material vegetal necesario para
expresar los datos de produccion de fitomasa. Para ello, dicho material
vegetal es separado por bloques y tratamientos, e inmediatamente
después de ser recolectado se pesa en fresco. A este peso se debe
sumar el correspondiente a las muestras recolectadas para su analisis.
Obtenidos los pesos totales, se calcula el promedio alcanzado entre los
cuatro bloques para cada una de las dosis de agua. Asi se determina la
produccion de materia fresca (MF) en funcion del riego recibido por las

plantas.

Para calcular la proporcién de materia seca (MS) que corresponde
a esos kg de tomillo obtenidos en fresco, se seleccionan muestras
representativas de material vegetal de todos los tratamientos en el
momento de la siega, hasta alcanzar 2 kg de producto verde por
tratamiento. Estas muestras son igualmente desecadas en estufa a 35 °C.

Una vez obtenido el peso seco, se puede calcular el porcentaje de
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materia seca que proporcionan las distintas dosis de riego considerando

el peso fresco del material vegetal que se habia separado en cada caso:

% MS = (Ps/Pv)x100

Ps = Peso seco.
Pv = Peso verde.

Seguidamente, se obtiene el porcentaje de hoja seca (HS)
separando hojas y tallos de cada muestra empleada para determinar la
proporcion de materia seca. Se usan para ello tamices de mayor a menor
paso de luz (3 a 0,2 mm de luz), por los que se hace pasar sucesivamente
el material vegetal desecado hasta conseguir aislar las hojas. A
continuacion, se pesan éstas, y se determina su porcentaje respecto al

peso seco para todos los tratamientos de riego:

%HS/MS = (PHs/Ps)x100

PHs = Peso hoja seca.

Conocidos ambos porcentajes, resulta sencillo precisar los kg de
material vegetal en seco y de hoja producidos por el cultivo en funcién del
aporte hidrico, y extrapolar los resultados a hectareas considerando

nuestro marco de plantacion.

Kg MS = (Kg MF x %MS)/100
Kg HS = (Kg MS x %HS/MS)/100

Il. 3. EXTRACCION DEL ACEITE ESENCIAL.

Es importante sefialar que el método empleado para la obtencion

de estos aceites puede afectar a su rendimiento y composicion, siendo la
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destilacion la técnica mas utilizada para la separacion de los

constituyentes volatiles de una muestra.

El objeto de este ensayo es determinar la influencia de la dosis de
riego sobre el rendimiento en aceite esencial, rendimiento que se calcula
respecto al peso seco de cada planta.

Para ello, las plantas muestreadas se someten individualmente a
destilaciéon con agua o hidrodestilacion con un sistema tipo Clevenger

(European Pharmacopeia, 1990) como el que aparece en la Figura 11-6.

El sistema consta de manta calefactora, matraz esférico de 2 L de
capacidad, tapa para matraz, tubo colector de esencias con escala de 2

ml, y refrigerante.

El material vegetal procedente de cada ejemplar recolectado, tras
ser desecado y pesado, se deposita en el interior del matraz de
destilacién, afadiendo 1 L de agua destilada. Se situa el matraz en la
manta calefactora y se cubre con la tapa, sellandose la unién entre ambos
utilizando silicona y una abrazadera metédlica para evitar pérdidas de
sustancias volatiles. El tubo colector se acopla al cuello de la tapa, y
finalmente, en la parte superior del colector de esencias se coloca el
refrigerante, a través del cual circula agua fria. Cuando la manta
calefactora calienta el agua del matraz y ésta entra en ebullicion, el vapor
de agua arrastra el aceite esencial de la muestra, de naturaleza volatil, y
ambos condensan en el refrigerante. La diferencia de densidad entre las
dos fases (agua y aceite esencial) permite la separacidon de ambas
sustancias. La fase acuosa se va reciclando al matraz de destilacion, con
lo que se reduce la posibilidad de que pequehas cantidades de
componentes del aceite puedan quedar retenidas en el agua. Este
proceso se prolonga durante 3 horas, para asegurar la extraccion de

todos los constituyentes volatiles de la planta.
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Fig. II-6. Sistema Clevenger empleado en la extraccion del aceite esencial.

Transcurrido ese tiempo, el aceite esencial se recupera
directamente del tubo colector, y su volumen es medido en una probeta.
Para eliminar los restos de agua de la muestra se emplea sulfato sédico
anhidro, y finalmente, los aceites se depositan en viales ambar de 2 6 4

ml, y se conservan a 4 °C para su posterior analisis cromatografico.
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El porcentaje de aceite esencial obtenido de cada planta se calcula
considerando el volumen de aceite producido (en ml) y el peso seco de la
muestra (en gr). Teniendo en cuenta los porcentajes de aceite y los kilos
de materia seca alcanzados con cada tratamiento, se puede determinar la

produccidn por hectarea de esta sustancia.

Il. 4. ANALISIS DE COMPONENTES.

El control de calidad de los aceites esenciales obtenidos tras la
destilaciéon se realiza mediante Cromatografia de Gases y Espectrometria
de Masas, para identificar y cuantificar los componentes volatiles de

dichos aceites en las distintas especies cultivadas de tomillo.

Il. 4. 1. Cromatografia de Gases (GC).

Los componentes volatiles presentes en cada muestra de aceite
esencial son identificados y cuantificados mediante cromatografia
gaseosa capilar, empleando para ello un cromatografo Agilent 5890 Serie
II, equipado con un detector de ionizacion de llama (FID). La
cromatografia de gases es la técnica mas adecuada para el estudio de
estos aceites, ya que presenta una elevada sensibilidad y una gran
eficacia en la separacion de los distintos constituyentes de estas

sustancias.

Se analizan muestras de 0,1 pyL de aceite esencial, y la separacién
se realiza en una columna capilar HP-5 (5% Fenil Metil Siloxano
entrecruzado) de 30 m de longitud, 0,25 mm de diametro interno y 0,25
pm de espesor de fase estacionaria.

El detector y el inyector se mantienen a 280 y 250 °C

respectivamente. Se emplea helio como gas portador, con un flujo a
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través de la columna de 1 mL/min, que se mantiene constante durante
todo el andlisis. Dada la elevada concentracion a la que se encuentran los
constituyentes volatiles de estos aceites, la inyeccidén se realiza con una

relacion de division de flujo (split ratio) de 100:1.

La rampa de temperatura aplicada al horno es la siguiente:

Temperatura inicial 60 °C

Tiempo inicial 4 minutos

Programa 1 °C/min, hasta 64 °C
Programa 2,5 °C/min, hasta 155 °C
Programa 5° C/min

Temperatura final 250 °C

II. 4. 2. Espectrometria de Masas (MS).

La identificacion rigurosa de los diferentes constituyentes del aceite
esencial detectados mediante Cromatografia de Gases (FID), se
complementa con analisis por Espectrometria de Masas de los perfiles

volatiles de dichos aceites.

Para ello, las muestras se inyectan en un cromatografo de gases
Agilent 6890N, acoplado a un espectrémetro de masas 5973 inert como
detector. En este caso, se emplean dos columnas distintas que separan
los componentes en funcidon de diferentes caracteristicas: una columna
HP-5 igual a la descrita anteriormente, de naturaleza ligeramente polar,
que separa los componentes en base a su punto de ebullicion, y una
columna DB-WAXETR (polietilenglicol ligado) de 30 m de longitud, 0,32
mm de diametro interno y 1 um de espesor de fase estacionaria, capaz de
separar los constituyentes de los aceites considerando también su

polaridad.
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Las condiciones cromatograficas, en el caso de la columna HP-5,
son idénticas a las ya expuestas para el cromatégrafo de gases equipado
con FID.

Con la columna DB-WAXETR, el volumen de muestra inyectado
fue igualmente de 0,1 pL, usandose una relacion de division de flujo de
100:1. El gas portador es también helio, con un flujo constante de 1
mL/min en columna. Las temperaturas de inyector y detector coinciden

con las detalladas en el apartado anterior.

El programa de temperatura en el horno, en este caso, es el

siguiente:
Temperatura inicial 60 °C
Programa 2,5 °C/min
Temperatura final 220 °C, 15 minutos

II. 4. 3. Andlisis cualitativo y cuantitativo.

Los componentes individuales son identificados mediante la
comparacién de sus tiempos de retencion y sus indices de retencion
(indices de Kovats) con los de los componentes puros empleados como
patrones de referencia, inyectados en las mismas condiciones
cromatograficas que los aceites, y por la semejanza de los espectros de
masas de los componentes a identificar con aquellos que se encuentran
recogidos en la biblioteca NIST98 (National Institute of Standards and
Technology, Gaithersburg, MD), asi como con los espectros obtenidos

para los componentes puros.
El indice de retencion de Kovats expresa el numero de atomos de

carbono (multiplicado por 100) de un hipotético alcano que tendria un

tiempo de retencion igual al del componente de interés cuando se
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analizan bajo idénticas condiciones. Estos valores se obtienen por
interpolacién, relacionado el tiempo de retencion del constituyente a
identificar con los tiempos de retencion de dos alcanos que eluyen

inmediatamente antes y después de él.

Para calcular los indices de Kovats se han empleado hidrocarburos
alifaticos de 6 a 17 atomos de carbono, obteniéndose para cada uno de
ellos su correspondiente tiempo de retencidén. El punto de ebullicion de
estos hidrocarburos se incrementa a medida que aumenta la longitud de
su cadena, representandose graficamente los tiempos de retenciéon que
corresponden a cada hidrocarburo en funcion de su numero de atomos de

carbono.

indices de Kovats
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Algunos componentes son identificados tentativamente teniendo en
cuenta la biblioteca de espectros NIST y sus correspondientes indices de
retencidn, ya que no disponemos de los patrones de referencia. Esos

componentes son:
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o Hidrocarburos terpénicos: tricicleno, a-tujeno, verbeneno, (E)-B-
ocimeno, a-gurjeneno, germacreno, elemeno, [-selineno, a-
muuroleno y y-cadineno.

o0 Alcoholes: 3-penten-2-ol, 3-metil-2-buten-1-ol, (2)-hidrato de
sabineno y (E)-verbenol.

o Aldehido: (E)-2-butenal.

o0 Cetonas: 3-heptanona y pinocarvona.

o Esteres: 2-Metilbutirato de metilo y acetato de timilo.

La valoracion cuantitativa de todos los constituyentes se realiza

considerando el porcentaje de area asignado a cada pico cromatografico.

II. 5. ANALISIS ESTADISTICO.

Para comprobar si la produccion de biomasa, el rendimiento en
aceite esencial y las cantidades relativas de los componentes
identificados en dicho aceite para las tres especies consideradas se ven
afectados por los distintos tratamientos hidricos, se emplea un test de
Analisis de la Varianza (ANOVA), con un nivel de confianza del 95%, tras
verificar la homocedasticidad de las varianzas atendiendo al estadistico

de Levene con el paquete estadistico SPSS.

Si tras realizar la prueba ANOVA se concluye que existen
diferencias significativas entre los tratamientos de riego aplicados, o dicho
de otro modo, que los distintos aportes hidricos no tienen el mismo efecto
sobre la caracteristica en estudio, el paso siguiente es conocer cual o
cuales de esos tratamientos tiene un efecto significativamente diferente
respecto a los demas, y para ello se usan los Test de Rango Multiple,
pruebas que comparan las medias obtenidas para los distintos
parametros en funcion del riego, considerandolas dos a dos.

Estos test se eligen estimando los objetivos propuestos por el

investigador. En nuestro caso, el procedimiento empleado ha sido la
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Menor Diferencia Significativa de Fisher (Fisher's LSD), ya que si bien
esta prueba puede cometer errores de Tipo | (rechazar la hipétesis nula
cuando es cierta), este riesgo se minimiza al aplicar este test unicamente
después de haber rechazado la hipétesis nula usando el ANOVA.

Los resultados de esta prueba se expresan en las
correspondientes tablas mediante letras minusculas que aparecen en
forma de superindice junto a cada valor, indicando la misma letra la
pertenencia a grupos homogéneos, en tanto que letras distintas sefalan

la presencia de diferencias significativas.
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. RESULTADOS Y DISCUSION
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Los resultados obtenidos a lo largo de los tres afios de ensayo se
van a exponer siguiendo un orden acorde con la cronologia del trabajo

realizado.

Por ser un dato necesario para una correcta interpretacion de los
resultados, en primer lugar se reflejan las marras ocasionadas a lo largo
de los tres aflos de ensayo para, a continuacion, estudiar los valores de
produccion de biomasa en funcion del riego recibido por las plantas,
especialmente los relativos al material vegetal desecado, mas importante

a nivel comercial.

Posteriormente, se presentan en la memoria los resultados
relacionados con el aceite esencial, extraido de las plantas recolectadas.
El primer punto relativo a tales aceites es el rendimiento alcanzado con
las distintas condiciones hidricas, analizandose finalmente la composicion

guimica de estas sustancias.

Como complemento necesario a este estudio agronémico, se
examinara asimismo el efecto de las sucesivas siegas sobre los
parametros considerados mas importantes. Se trata de un dato de
especial interés, ya que puede ser indicativo de la viabilidad de cada
especie para ser cultivada.

Las tres especies ensayadas en esta Tesis se abordan siguiendo

idéntico esquema.
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En lo referente a los mencionados pardmetros objeto de

investigacion, se deben contemplar los siguientes aspectos:

1. Durante los dos primeros afios (2002 y 2003), el nimero de plantas
recolectadas para su analisis fue similar, en tanto que en 2004, afio
en que se realiza el estudio de variabilidad, se aumenta la
proporcion de muestras analizadas, salvo en el caso de Th.

vulgaris.

2. Esto no afecta al estudio de la cantidad de material vegetal
producido por las distintas especies, que se analizara por igual en
los tres aflos que comprende el ensayo, ya que para obtener este
dato se procede a la siega de toda la parcela.

3. Del mismo modo, el rendimiento en aceite esencial de las plantas
individuales se presenta contemplando los tres afios bajo el mismo
epigrafe, pero los resultados correspondientes a 2004 estan mas

ponderados, debido al mayor tamafio de la muestra.

4. El perfil cromatografico de estos aceites resulta determinante de la
calidad de los mismos y, en definitiva, del interés econémico de
estas plantas. Por ello, se ha estimado necesario hacer una
distincion entre los dos afios destinados exclusivamente al estudio
del efecto de las distintas dosis de riego sobre este parametro, y el
altimo afio incluido en esta memoria. Tal distincion es necesaria
estimando que el estudio de variabilidad llevado a cabo ese ultimo
afio se plantea como respuesta a la gran diversidad quimica
encontrada en los analisis practicados a estos aceites, lo que hace
interesante determinar los distintos quimiotipos que podemos

encontrar en estos tomillos, y su presencia en la poblacion.

140



Resultados y Discusion/Th. hyemalis

. 1. THYMUS HYEMALIS.

A pesar del importante contenido fendlico que puede presentar su
aceite esencial, Th. hyemalis no se cultiva habitualmente con fines
comerciales, siendo su recoleccion en el monte la principal fuente de este
tomillo en el mercado de las plantas aromaticas, lo que supone una
dificultad a la hora de asegurar la calidad del producto presentado, debido
a la gran variabilidad que presenta esta especie. Dado su potencial
interés econdmico, se han establecido cultivos experimentales previos de
esta labiada por parte de Sanchez Gomez et al. (1989) y Sotomayor
(1998), ambos en condiciones de secano; y Sotomayor et al. (2001), en

regadio.

En el presente ensayo hemos comprobado que esta especie
produce dos cosechas anuales cuando se cultiva con regadio, ya que tras
realizar una primera siega en invierno, su momento natural de floracion,
se origina un nuevo ciclo de desarrollo de la planta que culmina en
primavera. Esto también puede ocurrir en plantas que crecen en estado
silvestre, aunque unicamente cuando se dan inviernos suaves Yy
primaveras lluviosas.

En general, las recolecciones de primavera generan menor
cantidad de biomasa y aceite esencial, siendo este aceite ademas, en

promedio, menos rico en compuestos fendlicos.

lll. 1. 1. EFECTO DE LAS SIEGAS SOBRE LA SUPERVIVENCIA DE
LAS PLANTAS.

En primer lugar, analizamos las marras ocasionadas con los
distintos tratamientos hidricos a lo largo de los tres afios que comprende
el ensayo (Tabla Ill.1-1). En esta tabla queda de manifiesto que
suministrar un escaso riego a esta especie favorece su asentamiento en

el terreno, dado que el porcentaje de marras observado el tercer afio de
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ensayo, con una cantidad de agua equivalente al 20% de la ETo, es

inferior al que nos encontramos en 2002, con menos cortes, en los otros

tres tratamientos.

Tabla 11l.1-1. Porcentaje de marras ocasionadas a lo largo de los tres afios de cultivo.

2002
2003
2004

% ETo
80 60 | 40 20
% marras
58 55 46 19
66 62 54 29
71 65 64 42

Estos mismos resultados se pueden apreciar graficamente en la

Figura Ill.1-1, donde estan representadas las plantas de Th. hyemalis que

han persistido por tratamientos y afos.

n° de plantas

Thymus hyemalis

135
120%
105%
90%
75%
60;
45—?

30

—e— 2002
—a— 2003
—a— 2004

20 40

60
% ETo

80 100

Fig. Ill.1-1. Namero de plantas vivas, en funcién de la ETo, encontradas en los tres afos
de estudio.
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Estas plantas han sido contadas siempre en los meses de verano,
tras la segunda recoleccion. Se debe recordar que el numero inicial de

plantas es de 140 por subparcela.

Como se puede distinguir en la figura anterior, tras cada
recoleccion hay un determinado numero de plantas que no consigue
rebrotar, siendo ademas evidente en cada afio que el numero de plantas
vivas disminuye a medida que aumenta la cantidad de agua aportada a la

plantacion.

lll. 1. 2. PRODUCCION DE BIOMASA.

Los datos de produccion reflejados en este apartado se refieren
especialmente a los Kg de material vegetal desecado obtenido a partir del

producto fresco recolectado en la parcela.

En primer lugar se exponen los resultados correspondientes a las
recolecciones de invierno de los tres anos que comprende el estudio, para

detallar a continuacion los rendimientos cosechados en primavera.

Los valores que se presentan entre paréntesis, tras cada
porcentaje de la ETo, corresponden a las cantidades reales de agua que
reciben las plantas, ligeramente diferentes de los valores propuestos,

como ha sido detallado en la seccion Material y Métodos.

1. 1. 2. 1. Invierno.

La Tabla Ill.1-2 muestra los rendimientos obtenidos en el invierno

de 2002, cuando han transcurrido casi dos afnos desde el momento de la

plantacion. Es importante recordar que esta es la cuarta recoleccion

efectuada a estas plantas, tras un primer corte realizado en diciembre de
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2000, a los siete meses de iniciarse el cultivo, y las siegas de invierno y

primavera de 2001. Los tratamientos de riego diferenciado comienzan a

aplicarse en julio de ese mismo ano.

Tabla 111.1-2. Valores de produccion, en funcién de la ETo, correspondientes a invierno de 2002.

% ETo
80 (81) 60 (63) 40 (44) 20 (30)
Kg MF/ha | 7.518,8 + 2.060,95 | 6.974,4 +2.043,33 | 6.596,9 + 946,51 5.751,6 £ 449,72
% MS 34,85 31,83 34,17 34,46
Kg MS/ha | 2.620,3 +£718,24 2.219,9 £ 650,39 2.254,2 + 323,42 1.982,0 + 154,97
% HS/MS 66,67 69,56 68,83 69,23
Kg HS/ha 1.747,0 £ 478,85 1.544,2 + 452 41 1.551,5 + 222,61 1.372,1 £ 107,29

+ Desviacion estandar.

Tras ocho meses en los que las plantas han estado recibiendo
diferentes aportes de agua, no existen diferencias estadisticamente
significativas entre los distintos niveles de riego en la produccion de
fitomasa, siendo también similares los porcentajes de materia y hoja
secas obtenidos con los cuatro tratamientos hidricos. Solo el porcentaje
de materia seca correspondiente al 60% de la ETo es ligeramente inferior

al resto.

En esta primera recoleccion efectuada tras el inicio del riego
diferenciado se observa, no obstante, que estas plantas tienden a elevar
su produccion de material en fresco a medida que aumenta la cantidad de
agua que reciben, pudiéndose superar los 7.500 Kg/ha cuando se riega
con el agua necesaria para compensar el 80% de la ETo. Sin el factor
limitante de la disponibilidad de agua, las plantas se pueden desarrollar
mas y mejor, compensando asi el menor numero de las mismas

encontrado respecto a riegos mas reducidos.
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En un trabajo experimental previo, desarrollado en secano,
Sanchez Gémez et al. (1989) obtienen para Th. hyemalis una produccién
en fresco de 3.178 Kg/ha transcurrido un afo desde la implantacion del
cultivo, y 3.376 Kg/ha en el segundo ano, resultados que corresponden a
una densidad de 25.000 plantas/ha.

Centrandonos en los kilos de hoja seca por hectarea, parametro
mas importante desde el punto de vista comercial de los contemplados en
este apartado, los mas de 1.500 Kg obtenidos, 1.300 en el caso del menor
aporte hidrico, son significativamente superiores a los alcanzadas por
Sotomayor (1998), con un rendimiento maximo, obtenido en el tercer afno
de cultivo en secano, de 808 Kg/ha para esta especie, con 25.000

plantas/ha.

Sotomayor et al. (2001), detallan en una publicacion los resultados
alcanzados tras la primera recoleccion efectuada a las plantas objeto de
esta Tesis, con un periodo de cultivo de tan solo siete meses. En dicha
recoleccion aun no ha comenzado a aplicarse el riego diferenciado,
recibiendo todas las plantas la cantidad de agua necesaria para
compensar el 60% de la ETo. El material en fresco obtenido para Th.
hyemalis en estas condiciones alcanza los 7.059 Kg/ha, con un
rendimiento en hoja seca de 1.200 Kg/ha. A pesar del temprano estado de
desarrollo de los tomillos en esta primera cosecha, el producto fresco
alcanza un valor similar al conseguido en 2002 con los riegos mas
abundantes. Sin embargo, el rendimiento en hoja seca en 2002 es
superior al citado en la mencionada publicacion, incluso con un menor
suministro de agua. Esto puede ser debido a que las plantas jovenes
presentan tallos mas herbaceos y un menor desarrollo de la estructura

foliar.
En la recoleccion de invierno de 2003 (Tabla 111.1-3) continuan sin

advertirse diferencias significativas en ningun caso, aunque se puede

constatar un cambio de tendencia el la produccién de fitomasa de esta
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especie, ya que el mejor resultado, en promedio, obtenido tanto para el
material en fresco como para la hoja seca por hectarea corresponde al

menor aporte hidrico, contrariamente a lo ocurrido en 2002.

Tabla 111.1-3. Valores de produccién, en funcién de la ETo, correspondientes a invierno de 2003.

% ETo
80 (81) 60 (63) 40 (44) 20 (30)
Kg MF/ha | 6.671,3+1.238,17 | 6.906,0 + 3.657,28 | 6.772,3+2.122,81 | 7.213,7 + 1.607,58
% MS 38,45 39,13 36,89 33,51
Kg MS/ha | 2.565,1+476,08 | 2.702,3+1.431,09 | 2.4983+78310 | 2.417,3+538,70
% HS/MS 47,99 51,11 57,03 61,56

Kg HS/ha | 1.231,0 + 228,47 1.381,2 + 731,43 1.424,8 + 446,60 1.488,1 + 331,62

+ Desviacion estandar.

En 2003 también se aprecian mayores diferencias entre los
porcentajes de materia seca relativos a los cuatro tratamientos de riego,
con valores mas bajos en los tratamientos que conllevan menor humedad,
contrariamente a lo que cabria esperar. Este comportamiento se explica
considerando que Th. hyemalis es un tomillo que se hace mas lefioso a
medida que transcurren las recolecciones, pero este efecto no es
perceptible con los suplementos hidricos mas escasos dado el menor
tamafo que generalmente alcanzan las plantas que disponen de poca
agua para su crecimiento. Sin embargo, el porcentaje de hoja seca
aumenta a medida que desciende la cantidad de agua que reciben las
plantas. En este afo, por lo tanto, con un bajo nivel de riego obtenemos
menor rendimiento en materia seca, pero un mayor porcentaje de la

misma corresponde a hoja.
La tendencia que empezaba a sugerirse en 2003 se hace patente

en 2004 (Tabla 1ll.1-4), cuarto afio de cultivo, en el cual la produccién

obtenida con el aporte hidrico mas bajo, tanto de material en fresco como
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desecado, es significativamente superior a la perteneciente a los
tratamientos de mas agua. El marcado incremento en la mortalidad de
estos tomillos que acompana a los riegos elevados, acaba influyendo

decisivamente en la productividad del cultivo.

Tabla 111.1-4. Valores de produccion, en funcién de la ETo, correspondientes a invierno de 2004.

% ETo

80 (81) 60 (63) 40 (44) 20 (30)
Kg MF/ha | 4.956,9+722,77°% | 6.245,6+986,27 % |7.164,8 + 1.606,54 % | 8.899,0 + 2.282,08 °
% MS 38,28 38,27 39,26 39,71
Kg MS/ha | 1.897,5+276,68° | 2.390,2+377,45° | 2.812,9+630,73% | 3.533,8 + 906,21 °
% HS/MS 62,10 61,52 64,39 63,87

Kg HS/ha | 1.178,3+171,82% | 1.470,4+232,20 % | 1.811,2+ 406,13 | 2.257,0 +578,80 °

2 b.¢ valores con distinto superindice en la misma linea presentan diferencias estadisticamente

significativas, de acuerdo con el test de la Menor Diferencia Significativa de Fisher (P < 0,05).
1 Desviacion estandar.

Los porcentajes de materia seca obtenidos con el 40 v,
especialmente, el 20% de la ETo, se elevan respecto al afio anterior, por
lo que la estructura lefiosa de Th. hyemalis se acentua también con el

paso del tiempo en condiciones de riego escaso.

Respecto a la hoja seca, se puede observar que los porcentajes
determinados en 2004 superan también a los de 2003 con todos los
tratamientos hidricos. En el ultimo afio de ensayo, suministrar a las
plantas una cantidad de agua que compense el 20 6 el 40% de la ETo
mejora significativamente el rendimiento en esta materia prima respecto al

resultado alcanzado con el 80%.
Si bien no se encuentran diferencias en ningun caso entre

administrar un riego equivalente al 40 6 al 20% de la ETo, es con este

ultimo tratamiento con el que se alcanzan los mejores promedios de
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produccion en esta recoleccion. Esta cantidad de agua, que en la practica
ha supuesto el 30% de la ETo, equivale a 370 mm anuales, solo
ligeramente superior a la pluviometria media de la zona en la que se han

cultivado las plantas, que es de 308,3 mm/ano.

Dado que la Region de Murcia es una zona con una manifiesta
escasez de agua, estos resultados son bastante positivos desde el punto
de vista del establecimiento de cultivos de esta especie de tomillo, ya que
queda demostrado que estas plantas pueden ofrecer un rendimiento

importante con unos requerimientos hidricos minimos.

Los resultados de 2003 y 2004 corresponden al tercer y cuarto aio
de cultivo, con una plantacién completamente establecida y madura, por
lo que parece que son estas las maximas producciones que se pueden

conseguir con las condiciones de cultivo descritas.

. 1. 2. 2. Primavera.

El comportamiento de las plantas en la segunda recoleccion anual
es distinto al encontrado en invierno, tanto en 2002 como en 2004.

En 2003 la parcela sufrio unas condiciones climaticas inusuales,
con temperaturas muy elevadas en mayo y junio, originando una floracion
precipitada en plantas con escasa masa vegetativa, por lo que se ha
decidido no incluir en esta memoria los resultados correspondientes a la

primavera de este afio.

Este tomillo ofrece un rendimiento sensiblemente inferior en la
cosecha de primavera, lo que se justifica facilmente teniendo en cuenta
que, tras dicha recoleccion, las plantas disponen de varios meses hasta la
siguiente cosecha, en invierno, para completar su ciclo vegetativo.

Cuando se procede a la siega de invierno, la nueva floracion se

produce tan solo tres meses despues, por lo que los tomillos tienen poco
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tiempo desde el corte anterior para desarrollarse. De ahi que, con
frecuencia, su aspecto morfolégico sea distinto al que presentan en
invierno, momento o6ptimo para la recoleccion de esta planta. En
primavera las plantas son en general mas pequefas, y con pocos tallos

que diferencian inflorescencias.

En los datos de produccion de la primavera de 2002 (Tabla 1ll.1-5),
no se aprecian diferencias significativas entre tratamientos, siendo por lo
tanto aparentemente indistinto regar con mas o menos agua. Sin
embargo, en esta segunda recoleccidon de 2002 se manifiesta una mayor
retencidbn de agua por parte de las plantas cuando reciben un riego
abundante, por lo que, aunque no es posible distinguir una tendencia
clara en cuanto al rendimiento en materia fresca, el porcentaje de materia
seca obtenido a partir de la misma es mayor en los tratamientos que
implican un menor aporte hidrico, especialmente en el equivalente al 20%
de la ETo. Esto conduce a la obtencidén de valores medios mas elevados

de producto desecado al aplicar dicho riego.

Tabla Ill.1-5. Valores de produccion, en funcién de la ETo, correspondientes a primavera de 2002.

% ETo
80 (81) 60 (63) 40 (44) 20 (30)
Kg MF/ha 4.242,8 + 865,90 4.244 .4 + 306,79 4.087,4 +1.115,95 4.274,6 +724,24
% MS 34,72 35,88 38,91 43,95
Kg MS/ha 1.473,1 + 300,64 1.522,9 + 110,07 1.590,4 + 434,22 1.878,7 + 318,31
% HS/MS 53,96 54,44 55,02 53,55
Kg HS/ha 7949 + 162,23 829,1 + 59,92 875,0 + 238,91 1.006,0 + 170,45

+ Desviacion estandar.

En 2004 tampoco se encuentran diferencias con significacion
estadistica (Tabla 11l.1-6), pero los resultados de este afo permiten
advertir una cierta disposicion en las plantas, ya que los mejores

promedios se obtienen con los riegos equivalentes al 60 y 40% de la ETo,
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siendo bastante sefalada esta tendencia en lo referente a la produccion

de hoja seca.

Tabla 111.1-6. Valores de produccién, en funcién de la ETo, correspondientes a primavera de 2004.

% ETo
80 (81) 60 (63) 40 (44) 20 (30)

Kg MF/ha | 3.397,2+876,97 | 4.341,7 +1.200,88 | 4.160,7 + 2.215,46 | 3.012,6 + 1.029,99

% MS 38,90 38,25 40,08 40,33

Kg MStha | 1.321,5+ 341,14 1.660,7+ 459,34 1.667,6 + 887,96 1.215,0 + 415,39

% HS/MS 43,79 48,80 51,16 53,72

Kg HS/ha | 578,7 149,39 810,4 + 224,16 853,1 + 454,28 652,7 + 223,15

+ Desviacion estandar.

Es interesante advertir que el porcentaje de hoja seca disminuye de
2002 a 2004 con todos los tratamientos, salvo con el correspondiente al
20% de la ETo, al contrario de lo que ocurre con el porcentaje de materia
seca, que aumenta de un afo a otro exceptuado dicho tratamiento. Es
decir, en 2004, de la produccidon en fresco se obtiene un mayor
rendimiento en materia seca, sin embargo, la cantidad de hoja obtenida a
partir de la planta desecada es inferior a la alcanzada el primer ano de

ensayo, excepto en el caso del menor aporte de agua.

De los datos de la segunda recoleccién de esta planta resulta mas
dificil extraer conclusiones, ya que en 2002 el efecto de los cuatro
tratamientos es muy semejante, y es en 2004 cuando aparece la
tendencia a mejorar la produccion con los suplementos hidricos
intermedios, lo cual se puede deber a diferencias en la climatologia de
ambos afios, o puede ser efectivamente resultado de la adaptacion de las
plantas a las condiciones de cultivo. No disponer de los datos de 2003
imposibilita verificar dicha tendencia.

No obstante, en términos generales, podemos concluir que en

primavera la cantidad de agua que reciben las plantas no afecta a la
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produccion de biomasa, aunque los resultados sugieren que en esta
segunda siega Th. hyemalis acaba respondiendo mejor con un suministro
de agua mayor del que requiere en invierno para alcanzar el éptimo de
produccion, muy probablemente para compensar la mayor temperatura a
la que estan expuestas las plantas en los meses primaverales. Este
mayor aporte hidrico seria el equivalente al 40 6 60% de la ETo, pero ya
que los riegos elevados incrementan la mortalidad de estas plantas, el

40% se revela como el tratamiento mas adecuado.

lll. 1. 2. 3. Comparativa invierno/primavera.

Una vez constatado el rendimiento en biomasa sensiblemente
inferior que ofrece esta planta en la segunda recoleccidén, en este

apartado determinaremos si tal descenso es o0 no significativo.

Tras comparar los datos de produccién mediante un ANOVA, se
comprueba que los resultados de invierno son, en efecto,
significativamente superiores a los de primavera en la mayoria de los
casos, como se aprecia en la Tabla Ill.1-7. Aplicar un tratamiento hidrico
u otro no compensa la menor productividad de las plantas en primavera,
especialmente en cuanto a la obtencién de hoja seca, parametro que

siempre es significativamente inferior en esta estacion.

Resulta interesante que, en 2004, con el riego equivalente al 40%
de la ETo, las diferencias en produccién de materia fresca y seca entre
invierno y primavera no son significativas. Esto puede explicarse por la
elevada desviacion estandar que presenta este tratamiento en la segunda
recoleccion (Tabla 111.1-6), lo que implica puntos de solapamiento con la

produccion de invierno.
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Tabla lll.1-7. Andlisis estadistico de las recolecciones de invierno y primavera.

Kg MF/ha Kg MS/ha Kg HS/ha
2002 2004 2002 2004 2002 2004
80 (81) D D D D D D
L_OJ 60 (63) D D ND D D D
s | 40(44) D ND D ND D D
20 (30) D D ND D D D

D = Diferencias estadisticamente significativas entre estaciones (P < 0,05).
ND = No existen diferencias.

[ll. 1. 3. RENDIMIENTO EN ACEITE ESENCIAL.

Esta seccion se refiere tanto al aceite esencial obtenido por
destilacién individual, en un sistema Clevenger, de las partes aéreas de
las plantas recolectadas para su analisis, como a la produccion por
hectarea de esta sustancia. En ambos casos, el rendimiento en aceite se
presenta respecto al peso seco, calculandose en base a los mililitros de
aceite obtenidos por gramos de planta seca destilados, y en litros por
hectarea al considerar la produccién de toda la parcela.

Al igual que en el apartado anterior, los primeros datos analizados
corresponden a las recolecciones de invierno, presentandose

posteriormente los resultados de primavera.

lll. 1. 3. 1. Invierno.

Con la recolecciéon de invierno, época natural de floracidén de esta
labiada, se obtienen en general los mejores rendimientos en aceite
esencial, tanto considerando las plantas individuales como la produccion

por hectarea.
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A) Destilacion de plantas individuales.

El aceite esencial de Th. hyemalis, de un caracteristico color
amarillo, puede alcanzar rendimientos de mas del 4% en algunas plantas,
habiendo encontrado individuos que superan el 5%. Siendo esta
sustancia el producto mas valorado de los obtenidos del tomillo, este
elevado rendimiento sitia a esta especie entre las mas interesantes
desde el punto de vista comercial, especialmente teniendo en cuenta que
su fenologia invernal convierte a esta planta en fuente unica de materias
primas, en una época en la que aun no han comenzado a florecer la
mayoria de los tomillos.

Otras especies de este género, como Th. mastichina (Salgueiro et
al, 1997a), Th. pectinatus (Vardar-Unli et al., 2003) o Th. lotocephalus
(Salgueiro et al., 2000a) presentan rendimientos medios sensiblemente

inferiores, alcanzando el 2,1, 1,8 y 1,1% (volumen/peso) respectivamente.

La elevada variabilidad intraespecifica encontrada en esta labiada
afecta notablemente a su rendimiento en aceite, por lo que el porcentaje
alcanzado varia mucho de unas plantas a otras, lo cual dificulta
determinar si el hecho de aplicar distintos tratamientos de riego influye
significativamente en la produccion de aceite esencial.

La presencia o ausencia de diferencias significativas se determina
mediante el analisis de la varianza, comparando los valores medios
obtenidos para las 12 plantas recolectadas en funcién de cada aporte
hidrico.

Con tales datos se elaboran las graficas que se presentan a
continuacién, correspondiendo los intervalos a la menor diferencia

significativa de Fisher, con un nivel de significacién del 5%.

En la Figura I1lIl.1-2 quedan reflejados los resultados que
proporciona Th. hyemalis en invierno de 2002, recoleccion en la que
recibir distintas cantidades de agua no parece afectar a la sintesis de

aceite esencial por parte de las plantas.
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Thymus hyemalis (invierno 2002)

5,4 =+

4,9

4.4 =+ =+
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3,4

20 40 60 80 % ETo

Fig. I1l.1-2. Rendimiento en aceite esencial, en funcion del riego, en invierno de 2002.

Los rendimientos obtenidos oscilan entre 3,6 + 0,43% y 4,6 £
1,15%. Se puede advertir que con el riego equivalente al 40% de la ETo
se consigue un resultado ligeramente superior, proporcionando el resto de

tratamientos unos valores muy homogéneos.

En 2003 sin embargo, tras dos afios de aplicacién del riego
diferenciado, el efecto del mismo sobre este parametro se hace evidente
(Figura Il1.1-3), encontrando que los tratamientos correspondientes al 60
y 40% de la ETo mejoran significativamente los resultados obtenidos con
el 80%, y que con el aporte de agua equivalente al 20% ETo se alcanza
un rendimiento superior a todos los demas.

En esta cosecha, los resultados se situan entre el 4,1 £ 1,18% del

menor aporte hidricoy el 2,1 + 0,50% correspondiente al 80% de la ETo.
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Thymus hyemalis (invierno 2003)
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Fig. 111.1-3. Rendimiento en aceite esencial, en funcién del riego, en invierno de 2003.

La recoleccion del invierno de 2004 (Figura 1ll.1-4) es distinta a los

dos afios anteriores, ya que con el fin de realizar un estudio de la

variabilidad encontrada en la composicion quimica de estas sustancias,

se elevd el numero de muestras analizadas respecto a 2002 y 2003,

recolectandose seis plantas por tratamiento en cada una de las cuatro

repeticiones.

Thymus hyemalis (invierno 2004)

4.4 =

4,1

3,8

% AE/MS

3,5

3,2

2,9

20

40

60

80

% ETo

Fig. lll.1-4. Rendimiento en aceite esencial, en funcion del riego, en invierno de 2004.
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En la figura precedente es posible apreciar que también en 2004
aparecen diferencias significativas entre tratamientos, obteniéndose con
el riego equivalente al 40% de la ETo un rendimiento en aceite
significativamente mejor al alcanzado con el 80%, en tanto que el 20% de
la ETo proporciona un resultado manifiestamente superior al 60 y al 80%.
Tales valores oscilan entre 4,1 £ 1,06% y 3,2 + 0,85%, logrados con el
menor y el mayor aporte hidrico respectivamente.

La diferencia con el afio anterior radica en que en 2004 resulta
indiferente regar con el 40 o el 20% de la ETo, mientras en 2003 el 20%
es significativamente mejor que el 40%. Esto puede ser atribuido al
aumento en el rendimiento determinado con este ultimo tratamiento en
2004 respecto al alcanzado en 2003, aunque en promedio, un riego
minimo resulta mas beneficioso para la produccidon de aceite también en
2004.

Observando las sucesivas recolecciones, los datos indican que
someter a estas plantas a un riego diferenciado influye en su produccion
de aceite esencial, aumentando significativamente la sintesis de esta
sustancia a medida que disminuye el agua que reciben las plantas. Esto
verifica que una de las razones que induce a la elaboracion de aceites por

parte de los tomillos es la defensa frente a la desecacion (Morales, 1989).

B) Produccion por hectarea.

Conocidos los rendimientos en aceite esencial alcanzados con las
plantas destiladas, se puede determinar la produccion por hectarea de
esta materia prima, aplicando los correspondientes porcentajes a los kilos

de materia seca obtenidos con los diferentes riegos.
Los resultados se presentan en la Tabla I1l.1-8, en la que figuran

los litros de aceite esencial obtenidos en las recolecciones de invierno de

los tres afnos de ensayo.
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Tabla 111.1-8. Valores de produccién de aceite esencial, en funcion de la ETo,
correspondientes a las recolecciones de invierno.

% ETo
80 (81) 60 (63) 40 (44) 20 (30)
o | 2002 95,4 + 26,14 80,8 + 23,67 103,9 + 14,91 73,4 +5,74
§ 2003 54,9 + 10,19 83,2 + 44,08 78,2 + 24,51 98,1+ 21,87
-

2004 61,5+ 8,96 ° 85,1+ 13,44 106,9 + 23,97 ° 145,6 + 37,34 ¢

2 b ¢y/alores con distinto superindice en la misma linea presentan diferencias estadisticamente

significativas, de acuerdo con el test de la Menor Diferencia Significativa de Fisher (P < 0,05).
+ Desviacion estandar.

En invierno de 2002 no se presentan diferencias significativas entre
los distintos niveles de agua, obteniéndose el mejor promedio de

produccion con el riego equivalente al 40% de la ETo.

En el trabajo que Sotomayor et al. (2001) publican acerca de los
resultados que proporcionan, tras soélo siete meses de cultivo, las plantas
empleadas en esta Memoria, la cantidad alcanzada con esta especie es
de 68,5 L/ha, con un riego equivalente al 60% de la ETo. Este valor es
inferior a los obtenidos en la primera recoleccion del presente ensayo con
cualquiera de los tratamientos hidricos aplicados, por lo que parece que a
medida que las plantas maduran, se optimiza su rendimiento en aceite

esencial.

En 2003 tampoco se aprecian diferencias significativas, aunque en
esta cosecha se advierte una tendencia a aumentar los valores medios de
produccion con el menor riego, debido al elevado contenido en aceite
esencial de las plantas a las que se suministra dicho tratamiento en este

ano (4,1 £ 1,18%). El peor resultado corresponde al 80% de la ETo.
Esta tendencia senalada en 2003 se evidencia en 2004, cosecha

en la que ya aparecen diferencias con significacion estadistica que

determinan que un riego elevado (80 y 60% de la ETo) conlleva una
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menor produccion de aceite esencial por hectarea, e incluso el
rendimiento obtenido con el 40% es significativamente inferior al que se
alcanza aplicando el aporte hidrico mas bajo, a pesar de que no existieran
diferencias significativas entre estos dos tratamientos en cuanto a la
cantidad de aceite que se extrae de las plantas destiladas, como se

aprecia en la Figura I11.1-4.

Estos resultados confirman que la obtencion de aceite esencial se
ve claramente favorecida aportando una cantidad de agua minima al

cultivo.

ll. 1. 3. 2. Primavera.

En este apartado, las graficas y tablas que presentan los resultados

se han realizado siguiendo los criterios descritos anteriormente.

A) Destilacion de plantas individuales.

Los rendimientos que se obtienen tras la destilacion en esta
segunda recoleccion anual se situan alrededor del 3%, superandose

raramente el 4%.

En primavera de 2002 (Figura lll.1-5), la prueba ANOVA no
aprecia diferencias significativas entre tratamientos, obteniéndose los
mejores resultados con los riegos necesarios para compensar el 20 (3,4 +
0,10%) y el 40% de la ETo (3,6 £ 0,60%). Este ultimo tratamiento
proporciona igualmente el mejor rendimiento en la recoleccidén de invierno

de este afio (Figura I11.1-2).
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Thymus hyemalis (primavera 2002)
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Fig. lll.1-5. Rendimiento en aceite esencial, en funcion del riego, en primavera de 2002.

Los resultados correspondientes a 2004, a pesar del aumento en el
namero de plantas muestreadas, tampoco presentan diferencias
significativas (Figura IIl.1-6), contrariamente a lo que ocurria en la
cosecha de invierno. Se debe aclarar que en primavera se pretendia
recolectar para su analisis las mismas plantas tomadas en invierno, sin
embargo, el numero de muestras resultd ser finalmente ligeramente
inferior, dado que algunos de los tomillos estudiados en marzo no
rebrotaron en junio.

Asimismo, en la segunda cosecha de 2004, no es posible distinguir
una tendencia concreta en cuanto al efecto que el riego diferenciado
pueda tener en la produccion de aceite esencial, lo que, junto a los
menores porcentajes alcanzados, constituye la principal diferencia con
los resultados de invierno de este ultimo afio, en los cuales si se observa
una manifiesta trayectoria descendente en rendimiento a medida que
aumenta la cantidad de agua que reciben las plantas. La explicacion se
encuentra en el efecto de la variabilidad intraespecifica, que se evidencia
mas en primavera debido al menor numero de plantas recolectadas

respecto a invierno.
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Thymus hyemalis (primavera 2004)
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Fig. 111.1-6. Rendimiento en aceite esencial, en funcion del riego, en primavera de 2004.

Sin embargo, al igual que ocurre en la primera cosecha anual, el
tratamiento que proporciona el mejor promedio en junio es el equivalente
al 20% de la ETo, con un rendimiento de 3,7 £ 1,23%. Y del mismo modo,
el peor resultado se obtiene con el riego ajustado para compensar el 80%
de la ETo.

De los datos expuestos se puede deducir que la sintesis de aceite
esencial por parte de Th. hyemalis acaba viéndose favorecida por un
escaso aporte hidrico también en su segunda cosecha anual, aunque la
elevada variabilidad intraespecifica presente en estas labiadas dificulta
apreciar con claridad este efecto, determinando la ausencia de diferencias

significativas entre tratamientos en primavera.
B) Produccioén por hectarea.
Los litros de aceite esencial conseguidos con las recolecciones de

primavera, al igual que ocurre con la produccion de biomasa, son

inferiores a los que se pueden alcanzar en invierno.
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La Tabla 111.1-9 muestra los resultados de las recolecciones de
primavera, apreciandose en 2002 diferencias significativas entre los
tratamientos correspondientes al 80 y 20% de la ETo, mejorando la
produccion con este ultimo.

Regar con el agua necesaria para compensar el 80% de la ETo
produce también una cantidad de materia seca ligeramente inferior, en
promedio, al resto de tratamientos en la primavera del primer afio de
estudio (Tabla 1ll.1-5), y, asimismo, el rendimiento en aceite esencial
obtenido por destilacion es también inferior con dicho aporte hidrico
(Figura 111.1-5), lo que explicaria las diferencias apreciadas con el 20% de
la ETo, riego que resulta ser el mas adecuado, dados los promedios

alcanzados, en esta cosecha.

Tabla 111.1-9. Valores de produccién de aceite esencial, en funcion de la ETo,
correspondientes a las recolecciones de primavera.

% ETo
80 (81) 60 (63) 40 (44) 20 (30)

2002 41,7+8,50° 48,0 +3,47 % 57,8 + 15,78 % 64,2 +10,88°

L AE/ha

2004 34,0 + 8,77 53,8 + 14,88 51,4 + 27,35 45,2 £ 15,45

2P v/alores con distinto superindice en la misma linea presentan diferencias estadisticamente
significativas, de acuerdo con el test de la Menor Diferencia Significativa de Fisher (P < 0,05).
+ Desviacion estandar.

En 2004, sin embargo, no hay diferencias significativas entre los
distintos niveles de agua, pero se aprecia la misma tendencia encontrada
en la produccion de fitomasa de este afo (Tabla Ill.1-6), ya que los
mejores promedios de produccion se alcanzan con los riegos equivalentes
al 40 y 60% de la ETo. Esto es lo que cabria esperar, teniendo en cuenta
que los litros de aceite esencial por hectarea se calculan en base a la
produccion de materia seca y al porcentaje de dicho aceite obtenido tras

la destilacion. Este porcentaje, algo mas elevado en las plantas que han
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recibido el aporte hidrico equivalente al 20% de la ETo (Figura I11.1-6),
determina un mejor promedio de produccion por hectarea para este

tratamiento respecto al correspondiente al 80%.

Asi pues, la produccion de aceite esencial en primavera tiende a
ser mas elevada con los tratamientos hidricos intermedios al hablar de
rendimiento por hectarea, dado que tal parametro va a depender de la
generacion de biomasa, que es mayor con dichos tratamientos. El mejor
resultado que proporciona el 20% de la ETo, tras la destilacién individual
de estos tomillos, no compensa la mayor produccion de materia seca que

se logra con el 40 y 60%.

[ll. 1. 3. 3. Comparativa invierno/primavera.
Comparando los resultados de produccion de aceite esencial de

invierno y primavera (Tabla 111.1-10), observamos que las diferencias

entre ambas estaciones no siempre presentan significacion estadistica.

Tabla 111.1-10. Andlisis estadistico de las recolecciones de invierno y primavera.

% AE/MS L AE/ha
2002 2004 2002 | 2004

80 (81) D D D D

,u_fj 60(63) | ND ND D D
< |40(44) | ND D D D
20(30) | ND ND ND D

D = Diferencias estadisticamente significativas entre estaciones (P < 0,05).
ND = No existen diferencias.

En 2002, las diferencias en cuanto al contenido en aceite esencial

de estas plantas, determinado por destilacién, sélo son significativas con
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el tratamiento hidrico correspondiente al 80% de la ETo. Los litros por
hectarea, sin embargo, resultan significativamente superiores en invierno
con los aportes de agua necesarios para compensar el 80, 60 y 40% de la
ETo.

El mejor rendimiento en materia seca del 20% en primavera (Tabla
[11.1-5), unido al descenso en produccidén de la misma en invierno con
este tratamiento (Tabla 111.1-2), justifican la no existencia de diferencias
significativas al comparar los litros de aceite esencial por hectarea

obtenidos en ambas estaciones con el menor aporte hidrico.

Respecto a 2004, los resultados de invierno son en general
significativamente superiores a los de primavera, salvo en los porcentajes
de aceite obtenidos de las plantas individuales con el 60 y 20% de la ETo,
tratamientos con los que se alcanza el mejor rendimiento, en promedio,
en la recoleccion de primavera de dicho afo, presentando ademas unos
intervalos de confianza bastante amplios, por lo que los valores

alcanzados se pueden solapar en ambas estaciones.

ll. 1. 4. EFECTO DEL RIEGO SOBRE LA EVOLUCION DEL CULTIVO.

Examinar el efecto de las sucesivas siegas sobre cada uno de los
aspectos que determinan el interés econémico de este género, es un
factor obligado porque aporta informacidon necesaria sobre la adaptacion
de estas plantas al cultivo. Por lo que respecta a la biomasa, el aspecto
mas interesante a examinar es la produccion de material vegetal
desecado, en tanto que el aceite esencial representa la materia prima
mas importante de las obtenidas de estas labiadas desde el punto de
vista comercial. Estudiar las tendencias de produccion a lo largo de los
tres afios de ensayo es fundamental como referencia para considerar el

interés de cada especie para ser cultivada.
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Para facilitar la interpretacion de la repercusion que las
recolecciones tienen sobre la sintesis de estos productos, se ha
considerado interesante realizar una representacion grafica de los datos
que aparecen en las Tablas Ill.1-2 a Ill.1-6, asi como [ll.1-8 y I11.1-9,
ademas de las Figuras 1ll.1-2 a Ill.1-6, con el fin de obtener una mejor
visualizacion de la evolucion de la plantacion, y efectuar un analisis de la
influencia de cada uno de los cuatro tratamientos de riego, de forma
independiente, sobre la produccién de fitomasa y aceite esencial a lo
largo del tiempo. Con ello se pretende confirmar la idoneidad de

determinados tratamientos sobre otros.

Se debe sefalar que en los resultados de cada afno, ademas del
numero de cortes que puedan haber sufrido las plantas, influye de manera
importante la climatologia. Sin embargo, es posible determinar
tendencias, bastante claras en algunos casos, que pueden aportar una
informacion basica sobre la evolucion de la plantacion en funcion del

aporte hidrico recibido.

lll. 1. 4. 1. Invierno.

Observando la grafica correspondiente al material desecado
(Figura lll.1-7a) se puede determinar el claro comportamiento que
presenta Th. hyemalis ante el efecto combinado del aporte hidrico y las
repetidas siegas: a medida que se suceden las recolecciones, y a pesar
del descenso en el numero de plantas viables, se origina un aumento en
los promedios de produccion de materia seca de 2002 a 2004 en los
tratamientos correspondientes al 20 y 40% de la ETo, ocurriendo lo
contrario con los de mayor aporte hidrico.

La prueba ANOVA aplicada a cada tratamiento por separado
concluye que las diferencias entre los tres afios no son significativas con
los riegos equivalentes al 80, 60 y 40% de la ETo, pero si son

sustancialmente diferentes los resultados obtenidos con el 20%, ya que el
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analisis estadistico interpreta la producciéon del afio 2004 con este aporte
de agua como significativamente superior a las de 2002 y 2003, que
formarian un grupo homogéneo.

Centrandonos en el 40 y especialmente en el 20% de la ETo, el
aumento en la produccidén que se observa con el tiempo se debe a que, si
bien el numero de plantas vivas por subparcela desciende a lo largo de
los tres anos de estudio, cabe pensar que las plantas supervivientes se
adaptan bien a este bajo aporte hidrico y, al tener menos competencia por
los recursos, pueden alcanzar mayor tamafo respecto a afios anteriores,

por lo que se produciria ese aumento de fitomasa.

Respecto a la produccion de hoja seca por hectarea (Figura I11.1—
7b), los analisis estadisticos determinan los mismos resultados anteriores:
no hay diferencias con el 80, 60 ni 40% de la ETo entre los tres afos,
pero si las hay con el 20%, tratamiento que, segun el test de Fisher,
presenta un rendimiento en hoja significativamente superior en 2004.

Acerca del cambio de tendencia advertido entre 2002 y 2003
respecto a la figura que refleja la evolucién del material desecado, se
debe considerar que el porcentaje de hoja seca alcanzado en el segundo
ano de ensayo, como se aprecia en la Tabla I11.1-3, es mas bajo que el
conseguido en 2002 y 2004 (Tablas 1ll.1-2 y Ill.1-4) con todos los
tratamientos hidricos. Esto justifica la produccion mas baja de esta
materia prima en 2003, si la comparamos con el rendimiento en materia

seca.
Para estudiar el aceite esencial, analizaremos en primer lugar el

rendimiento en aceite obtenido por destilacion, directamente de las

plantas recolectadas (Figura Ill.1-7c).
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tres afos de ensayo.
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Realizada la prueba ANOVA a los datos de cada tratamiento por
separado, se determina que no existen diferencias significativas entre los
tres afos con los riegos equivalentes al 60 y al 20% de la ETo, con un
nivel de significacion del 5%. Si las hay, sin embargo, cuando se analizan
los valores alcanzados con el 80 y 40%. Con ambos aportes hidricos, los
resultados de 2003 son significativamente inferiores a los de 2002 y 2004,
que no presentan diferencias entre si.

Por otra parte, si nos centramos en el aporte hidrico mas bajo
(20%), se observa que el rendimiento obtenido es bastante similar en los
tres anos, con un ligero aumento del promedio de 2002 a 2004 aunque,
como se ha dicho, sin significacion estadistica. En el resto de
tratamientos, los promedios de 2002 son mejores que los de los afos
siguientes, siendo mas parecidos a los de 2004, probablemente por las

condiciones climaticas un tanto atipicas de 2003.

Al contemplar la evolucion de los litros de aceite producidos por
hectarea (Figura Il1l.1-7d), es posible advertir que, al igual que ocurria con
el rendimiento de las plantas individuales, en el caso del riego equivalente
al 20% de la ETo la produccion aumenta de un afio a otro, revelando
ademas el analisis estadistico de los datos que con este minimo aporte
hidrico existen diferencias significativas entre los tres afos, ya que la
productividad alcanzada en 2004 es significativamente superior a las de
2002 y 2003, analogamente a lo que sucede con la generacion de materia
seca. Por el contrario, con el 80% de la ETo la cantidad de aceite
conseguida en 2002 es significativamente mas elevada que las de 2003 y
2004, debido a que en dicho tratamiento se suman la menor produccion
de materia seca de 2004 respecto a los otros dos anos, y el bajo
rendimiento obtenido por destilacion en 2003 (2,1% en promedio frente a
3,6% de 2002 y 3,2% de 2004), determinando ambos factores el
descenso en cuanto a litros de aceite por hectarea alcanzados los dos
ultimos afos.

Los tratamientos intermedios tendrian un efecto similar a lo largo

de las tres recolecciones.
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Analizando todo lo expuesto, es un hecho que, con el transcurso
del tiempo, Th. hyemalis se adapta mejor a condiciones de cultivo que
impliquen un escaso aporte de agua, siendo perjudicial para la planta
someterla a un riego abundante. Esta tendencia es especialmente

perceptible en 2004.

Por otra parte, a la vista de estos resultados, cabe plantearse le
modificacion del marco inicial de plantacion, ya que tanto en lo referente a
produccion en fresco como en seco, los mejores rendimientos se
consiguen con el riego equivalente al 20% de la ETo en 2004, superando
a los de afos anteriores, con mayor numero de plantas. Considerando
que el numero inicial de plantas es de 140 por subparcela, y que las
marras correspondientes a dicho tratamiento en ese ano alcanzan el 42%,
los individuos que han persistido en las correspondientes subparcelas
rondarian un promedio de 82, cantidad que seria suficiente para un buen
rendimiento de la plantacion, y que, extrapolando a hectareas,
proporciona una densidad de plantas de aproximadamente 53.000/ha,
sensiblemente inferior a las 89.400 propuestas originalmente en el
ensayo. Esto es muy importante, ya que con un numero inferior de
plantas, disminuyen los costes iniciales del cultivo, y se facilitan las
labores agricolas, sin que exista, como se ha comprobado, ninguna
merma en la produccion. Pero es también importante sefalar que esto
solo seria posible partiendo de plantas seleccionadas, resistentes a las

siegas, como las que subsisten en 2004.

lll. 1. 4. 2. Primavera.
La evolucion que presentan estas plantas en los tres afios de

estudio en lo referente a las recolecciones de primavera ofrece unos

resultados distintos a los encontrados en invierno (Figura 111.1-8).
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Fig. lll.1-8. Evolucion de la produccion de materias primas, en la recoleccion de primavera, durante
los dos afios considerados.
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Acerca de la produccidon de materia seca (Figura Ill.1-8a), la
prueba ANOVA detecta diferencias con el aporte hidrico mas bajo (20%
ETo), significativamente superior en 2002 respecto a 2004, al contrario
de lo que ocurre en la primera recoleccion anual. El resto de tratamientos
afecta de la misma forma los dos afios también en primavera.

Las diferencias encontradas en el caso del riego mas escaso se
pueden explicar, por una parte, por el menor porcentaje de materia seca
obtenido a partir del tomillo fresco en 2004 respecto a 2002, en tanto que
con el resto de tratamientos aumenta dicho porcentaje. Pero, por otra
parte, es igualmente posible que en primavera la productividad se vea
afectada por el descenso en el numero de plantas viables que se aprecia
afo tras afo, las cuales, con el 20% de la ETo, pasan de un promedio de
113 en 2002 a 82 en 2004 y, al no alcanzar las plantas un gran tamafio en
la segunda recoleccién anual, no es posible compensar la produccién

COMmo ocurre en invierno.

Por lo que respecta a la hoja seca (Figura 111.1-8b), los
rendimientos conseguidos en 2002 y 2004 también difieren de forma

significativa unicamente con el 20% de la ETo.

En cuanto al aceite esencial, el analisis estadistico del contenido en
esta sustancia entre las plantas recolectadas en primavera (Figura IIl.1-
8c), no aprecia diferencias significativas al comparar los valores obtenidos

con cada tratamiento en 2002 y 2004.

Finalmente, extrapolando a litros de aceite esencial por hectarea
(Figura 111.1-8d), tampoco se aprecian diferencias al comparar los datos
de los dos afos en ningun caso. La tendencia de ambos afos es similar a
la encontrada en la produccion de materia seca, aunque se observa que
con el 40% de la ETo los litros de aceite esencial alcanzados, en
promedio, son ligeramente inferiores en 2004 respecto a 2002, al
contrario de lo que sucedia con el producto desecado. Esto se debe a

que, en la primavera de 2004, el contenido medio en aceite esencial de
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las plantas regadas con este tratamiento es de los mas bajos (Figura
[11.1-6), y al aplicar ese porcentaje a los kilos de materia seca, se reduce
ligeramente la produccion por hectarea de estos aceites respecto al
primer afo de ensayo.

También se puede comentar la evolucién advertida con el 20%
ETo, riego con el que el rendimiento conseguido al destilar, el mas
elevado en promedio en la segunda cosecha de 2004, atenua las
diferencias que encontrabamos entre los dos afos con el mencionado
tratamiento al analizar la produccién de material desecado, de forma que
en lo referente a litros de aceite por hectarea, tales diferencias no son

significativas.

A la vista de estos datos, aunque con las oportunas reservas, dado
que faltan los datos de 2003, podemos confirmar que a medida que se
suceden las cosechas, la segunda recoleccion de Th. hyemalis se ve
favorecida si el riego aportado al cultivo se eleva respecto al invierno,
siendo el 40% de la ETo el suplemento hidrico mas aconsejable. Los
extremos, tanto por defecto como por exceso de agua, perjudican a la

produccion de esta planta en primavera.

lll. 1. 5. PERFIL CROMATOGRAFICO DEL ACEITE ESENCIAL.

Las propiedades beneficiosas que muestran estos aceites se
fundamentan en su composicion quimica, siendo por lo tanto este dato el

mas importante a la hora de valorar econédmicamente estas sustancias.

Actualmente, de los distintos constituyentes presentes en los
aceites esenciales, son los compuestos fendlicos los mas cotizados por
las diferentes industrias que utilizan estas sustancias como materia prima,
especialmente timol y carvacrol, ya que tales constituyentes han
demostrado ser los mas activos en la mayor parte de los ensayos

realizados.
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Es precisamente en la composicion de estos aceites donde se
hace mas patente la gran variabilidad intraespecifica que presentan estas
labiadas. La constatacion de este hecho en las recolecciones de 2002 y
2003 nos llevd a duplicar el numero de muestras analizadas en 2004, con
el fin de plantear un estudio en profundidad de los distintos perfiles
volatiles que se pueden encontrar en estas plantas. Se debe sefalar que
estas variaciones son siempre cuantitativas, ya que en general, los
aceites esenciales de las plantas de este género son cualitativamente
muy semejantes, siendo las cantidades relativas de los constituyentes lo
que determina su calidad.

De esta forma, este apartado se va a abordar considerando por
una parte las recolecciones de 2002 y 2003, con cuyos datos se analiza el
efecto de las distintas condiciones hidricas sobre la calidad de los aceites;
y por otra parte se exponen resultados de 2004, recoleccion en la que se
estudia la variaciéon en las proporciones relativas de los componentes del
aceite entre las distintas plantas.

Las muestras de aceite esencial extraido de las plantas
recolectadas son analizadas mediante Cromatografia de Gases vy
Espectrometria de Masas, proporcionando los datos que se exponen en
las diferentes tablas presentadas en este apartado. Tales tablas se
realizan comparando, con la prueba ANOVA, los resultados obtenidos con
los cuatro tratamientos hidricos. Si con dicha prueba se concluye que
recibir mas o menos cantidad de agua afecta al perfil volatil de estos
aceites, se realiza el Test de Fisher para determinar, en cada caso,
aquellos tratamientos que resultan significativamente diferentes de los

demas.

lll. 1. 5. 1. Efecto del riego sobre la composicién quimica del aceite

esencial.

En Th. hyemalis, arbusto endémico del Sudeste Ibérico, la

variabilidad intraespecifica es particularmente notoria, ya que esta planta

172



Resultados y Discusion/Th. hyemalis

ha resultado ser la mas compleja desde el punto de vista quimico de las
incluidas en esta Memoria. Esta variacion comporta la existencia de
diferentes quimiotipos dentro de la especie. Es oportuno recordar aqui el
concepto de quimotaxonomia, clasificacion de las plantas en funcion de la
composiciéon quimica de sus aceites esenciales, de forma que los
componentes mas abundantes de cada aceite determinan los distintos

taxones quimicos o quimiotipos.

Por lo que se refiere al presente ensayo, los analisis
cromatograficos realizados al aceite esencial de Th. hyemalis han
establecido un quimiotipo fendlico, con el timol como principal

componente, para una proporcion mayoritaria de las plantas analizadas.

Esto coincide con lo encontrado por Saez (1995b) en su
publicacion sobre esta especie, en la cual afirma que el quimiotipo timol
es el mas representado en las formaciones vegetales en las que Th.
hyemalis es predominante, y no existen interacciones con otras especies.
Igualmente, Jiménez et al. (1989) determinan el caracter claramente
fendlico de esta planta en un estudio llevado a cabo en cinco
localizaciones de la provincia de Almeria. Por su parte, Stahl-Biskup
(1991), en su revisidn sobre la composicion quimica de los aceites
esenciales en el género Thymus, incluye también a esta especie entre
aquellas que contienen fenoles. Sin embargo, Cabo et al. (1987),
encuentran 1,8-cineol como componente mas importante en plantas
recolectadas en la Sierra de Alfacar (Granada), apareciendo los fenoles
en concentraciones inferiores al 3% en la mayoria de los analisis
practicados, por lo que en este trabajo se clasifica a Th. hyemalis como

tomillo “no fendlico”.

Dada la presencia dominante de timol en esta labiada, el estudio
de la repercusion de los distintos niveles de riego sobre la composicion
quimica de su aceite esencial se lleva a cabo unicamente sobre este

quimiotipo, descartandose para la realizacion de las correspondientes
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tablas, tanto en 2002 como en 2003, aquellas plantas cuyo analisis

cromatografico determina un quimiotipo distinto.

El examen del perfil volatii de esta especie ha permitido la
identificacion de un total de 105 componentes, incluyendo 31
hidrocarburos terpénicos, 25 alcoholes, 14 aldehidos, 13 cetonas, 12
ésteres, seis fenoles, tres epoxidos y un éter, los cuales suponen
aproximadamente el 97,3% de los constituyentes detectados por el

cromatografo.

De ellos, 64 son descritos por primera vez en esta variedad de

tomillo, incluyendo:

e Hidrocarburos terpénicos: m-xileno, tricicleno, verbeneno, a-
copaeno, a-gurjeneno, calereno, a-humuleno, elemeno, B-selineno,
valenceno, a-muuroleno, y-cadineno, &-cadineno.

e Alcoholes: butanol, 3-metil-3-buten-1-ol, 3-penten-2-ol, 3-metil-2-
buten-1-ol, (Z)-3-hexen-1-ol, (E)-2-hexen-1-ol, hexanol, 1-octen-3-
ol, 3-octanol, (Z)-hidrato de sabineno, (E)-pinocarveol, (E)-verbenol,
isoborneol, p-cimen-8-ol, carveol, nerol.

e Aldehidos: (E)-2-butenal, pentanal, hexanal, furfural, (E)-2-hexenal,
heptanal, benzaldehido, nonanal, decanal, perialdehido.

e Cetonas: 3-hexanona, 3-heptanona, 3-octanona, [-tujona,
pinocarvona, dihidrocarvona, carvona, timoquinona, (Z)-jasmona,
a-ionona, B-ionona.

o Esteres: acetato de etilo, butirato de metilo, butirato de etilo,
acetato de bencilo, caprilato de etilo, acetato de timilo, acetato de
nerilo, caprilato de butilo.

e [enoles: éter metilico de timol, éter metilico de carvacrol, eugenol,
(E)-isoeugenol.

e Epoxidos: (Z)-0xido de linalol, (E)-6xido de linalol.
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Muchos de estos compuestos han sido identificados en otras
especies del género Thymus, como Th. vulgaris, Th. zygis, Th.
pulegioides, Th. serpyllum, Th. satureioides, Th. praecox Th. broussonetii,
Th. maroccanus, Th. pallidus, Th. granatensis, Th. orospedanus, Th.
chamaedris, Th. carnosus, Th. serpyllum, Th. quinquecostatus, Th. funkii,
Th. aestivus, Th. baeticus, Th. camphoratus, y Th. sibthorpii (Nijssen et
al., 1996).

Para presentar los resultados obtenidos con los diferentes
suplementos hidricos, expondremos en primer lugar los resultados de los
analisis efectuados a las plantas recolectadas en invierno de 2002 (primer
afo de ensayo); posteriormente, los datos de primavera de ese mismo

ano; y por ultimo, la composicion obtenida en 2003.

Ill.1.5.1. 1. Invierno 2002.

Al examinar los datos debe tenerse en cuenta la gran variabilidad
quimica presente en estas plantas, capaz de enmascarar en muchos
casos el efecto que el riego diferenciado pueda tener sobre las
concentraciones relativas de los constituyentes del aceite.

La Tabla 111.1-11 muestra el perfil volatil de las plantas analizadas
en invierno de 2002. Los componentes en los que los analisis estadisticos
han detectado diferencias significativas en sus concentraciones relativas
en funcién del riego recibido son: a-tujeno, mirceno, a-felandreno, As-
careno, y-terpineno, a-gurjeneno, aloaromadendreno, elemeno,
valenceno, a-muuroleno, y-cadineno, &-cadineno, butanol, hexanol, m-
xileno, linalol, isoborneol, p-cimen-8-ol, a-terpineol, carveol, nerol,
citronelol, geraniol, acetato de linalilo, espatulenol, (E)-2-hexenal,
heptanal, nonanal, mirtenal, dihidrocarvona, decanal, cuminaldehido,
neral, carvona, 3-octanona, alcanfor, pinocarvona, verbenona, (Z2)-
jasmona, B-ionona, acetato de bencilo, caprilato de etilo, acetato de

terpenilo, acetato de timilo, timol, carvacrol y (Z)-6xido de linalol.
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El componente mayoritario es timol, con altos niveles de los
precursores p-cimeno Yy y-terpineno. Recordemos que la secuencia que

acaba en la sintesis de timol o su isémero carvacrol es:

y-terpineno — p-cimeno — timol/carvacrol

Las concentraciones de ambos terpenos no cambian de acuerdo
con las variaciones de sus correspondientes productos fendlicos, lo cual
puede ser atribuido a la mencionada variabilidad intraespecifica (Saez,
1995b). Segun este autor, la presencia en cantidades importantes de
componentes como cineol, borneol o a-pineno se debe a interacciones

con otras especies de tomillo, como Th. vulgaris o Th. baeticus.

Con relacién a los hidrocarburos terpénicos, los que se han
identificado en mayor concentracién, ademas de p-cimeno y y-terpineno,
son a-tujeno, a-pineno, canfeno, a-terpineno, limoneno, (E)-cariofileno,
mirceno y valenceno.

El comportamiento de los terpenos en base al aporte hidrico no es
igual en todos los casos. La sintesis de algunos de ellos parece verse
perjudicada con un riego minimo, como ocurre con Ajs-careno, que
presenta un porcentaje significativamente inferior cuando la planta recibe
el agua equivalente al 20% de la ETo, afectandole por igual el resto de
tratamientos. Otro componente, el a-tujeno, muestra diferencias
significativas entre el aporte hidrico mas alto y el mas bajo, alcanzando su
maximo porcentaje con el 80% de la ETo. En el caso de mirceno y o-
felandreno, tanto el riego mas elevado como el mas escaso originan un
descenso en su concentracion relativa, viéndose ésta favorecida con los
aportes intermedios (60 y 40% de la ETo). El precursor y-terpineno ofrece
su mejor resultado con el 20% de la ETo, significativamente superior a los
restantes suplementos hidricos. El p-cimeno, sin embargo, no presenta
diferencias significativas en sus porcentajes, aunque el peor resultado, en

promedio, se obtiene con el riego correspondiente al 20% de la ETo.
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Tabla 111.1-11. Composicion porcentual del aceite esencial de Th. hyemalis, en funcion del aporte

hidrico (Invierno 2002).

% ETo

COMPONENTES l. R. 80 (81) 60 (63) 40 (44) 20 (30)
Hidrocarburos terpénicos

Tricicleno* 931 0,03 + 0,03 0,01 + 0,01 0,02 + 0,01 0,03 + 0,04
a-Tujeno* 940 1,34+0,558° 095+0,06%° 0,96+0,13%° 0,58+0,06°
a-Pineno 949 0,58 +0,37 0,84 + 0,96 1,32 £ 0,70 1,68 + 1,53
Canfeno 969 1,11+ 1,08 0,44+0,17 0,50+ 0,66 1,26 + 1,34
Verbeneno* 976 0,05+ 0,00 0,04 + 0,01 0,06 +0,02 0,06+ 0,02
Sabineno 1001 0,22 +0,21 0,18+0,14  023+0,24  0,30%0,29
B-Pineno 1007 0,24 +0,22 0,30+0,15 0,16+ 0,11 0,22+ 0,23
Mirceno 1026 0,75+0,30° 0,90+0,05® 095+0,16° 0,74 +0,07°
a-Felandreno 1042 0,45+0,01* 0,19+0,02° 0,19+0,03° 0,15+0,03°
Ag-Careno 1048 0,06+0,01° 0,07+0,01% 0,06+0,00° 0,05+0,01°
a-Terpineno 1058 1,28 + 0,01 1,83+0,49  2,00+0,69 1,55 + 0,65
p-Cimeno 1068 26,67 +11,20 2429+276 2541+506 2228+6,40
Limoneno 1073 0,87 £+ 0,10 0,85 + 0,29 1,35+ 0,42 1,28 + 0,69
(Z)-B-Ocimeno 1086 0,02 + 0,02 0,01+0,00 0,03+0,05  0,02+0,02
(E)-B-Ocimeno* 1097  0,21+0,22 0,04 +0,03 044+0,73  0,06+0,03
y-Terpineno 1109 10,81+1,78% 13,38+2,327 12,85+3,87% 17,58 +4,59°
Terpinoleno + (E)-Oxido de linalol 1141 0,21 £ 0,01 0,29 £ 0,21 0,25+0,19 0,35+ 0,25
a-Copaeno 1378 0,01 +0,00 0,01+0,00  0,01+0,01 0,01+ 0,00
a-Gurjeneno* 1408 0,02+0,01° 0,01+0,00® 0,01+000* 0,03+0,01°
(E)-Cariofileno 1419 0,80 +0,23 1,23 + 0,45 1,08 + 0,74 1,00 + 0,51
Calereno 1432 tr 0,01+0,00 0,01+0,00  0,01+0,01
Aromadendreno 1440 0,06 + 0,05 0,06 +0,02 0,05+0,03 0,05%0,06
a-Humuleno 1457 0,05+ 0,02 0,08+0,05 0,06+0,02 0,13+0,14
Aloaromadendreno 1465 0,09+0,01° 0,08+0,03° 0,08+0,04° 0,19+0,08°
Elemeno* 1481 0,01+0,00° 0,01+0,00° 0,01+000° 0,02+0,01°
B-Selineno* 1485 0,01+ 0,00 0,02 + 0,01 0,01 + 0,01 0,02 + 0,01
Valenceno 1510 0,37 £0,03° 0,27 +0,14% 0,44+0,15° 0,76 +0,43"
a-Muuroleno* 1516  0,02+0,01° 0,02+0,01% 0,02+0,01% 0,05+0,03°
y-Cadineno* 1537  0,04+0,02° 0,05+0,04° 0,07+0,02%° 0,09+0,04°
5-Cadineno 1553  0,09+0,04° 0,08+0,05% 0,3+0,04%° 0,20+0,10°
Alcoholes

Butanol 742  0,01+0,01° tr * 0,01 +£0,00 * tr°
3-Metil-3-buten-1-ol 766 tr tr tr tr
3-penten-2-ol* 784 tr tr tr tr
3-metil-2-buten-1-ol* 789 tr tr tr tr
(Z)-3-Hexen-1-ol 852 tr tr tr tr
(E)-2-Hexen-1-ol 865 tr tr tr tr
Hexanol + m-Xileno 867 0,02+0,01% 0,03+0,02° 0,01+0,00° 0,01+0,00°
1-Octen-3-ol 1009 0,26 + 0,05 0,18+0,13  0,27+0,16 0,18+ 0,07
3-Octanol 1031 0,11 +0,06 0,07+0,06 0,04+0,03 018%0,18
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Tabla [1l.1-11 (continuacién)

% ETo
COMPONENTES I R. 80 (81) 60 (63) 40 (44) 20 (30)
Alcoholes (continuacion)

(E)-Hidrato de sabineno 1116 0,62+0,15 1,39 +1,28 2,00 £2,83 1,78 £2,43
(Z)-Hidrato de sabineno* 1151 0,17 £ 0,05 174+248  029+022  0,48+0,58
Linalol 1152  2,19+0,04° 154+1,16° 0,89+056° 8,63+8,.22°
(E)-Pinocarveol 1186 0,16 + 0,05 0,20+0,02 0,18+0,05 0,20+ 0,07
(Z)-Verbenol 1189 0,29 + 0,02 0,38+0,22 0,56+0,15 0,38+ 0,24
(E)-Verbenol* 1197 0,04 + 0,01 0,03 + 0,01 0,04+0,02  0,05+0,02
Isoborneol 1203  0,01+0,00° tr? 0,01 +0,00° 0,02+0,00°
Borneol 1211 3,35+2,95 0,38+0,38 1,46 + 2,21 417 + 3,67
Terpinen-4-ol 1220 0,47 +0,15 148+159  152+175  231+349
p-Cimen-8-ol 1227 0,15+0,02° 0,29+0,06° 0,22+0,06° 0,24 +0,05”
a-Terpineol 1231  4,71+518% 057+0,26° 0,59+0,35° 0,69+0,52°
Carveol 1252 tre 0,01+0,01° 0,04+0,03° 0,06+0,01°
Nerol + Citronelol 1260 0,02+0,00° 0,02+0,01° 0,02+0,00° 0,04+0,01°
Geraniol + Acetato de linalilo 1281 tr? 0,02+0,01* 0,01+0,01% 0,05+0,02°
Espatulenol 1640 0,24+0,09° 0,28+0,07° 0,32+0,10° 0,46 +0,12°
Aldehidos

(E)-2-Butenal* 735 tr tr tr tr
Pentanal 754 tr tr tr tr
Hexanal + Butirato de etilo 802 0,01 £ 0,00 tr tr tr
Furfural 832 tr tr tr tr
(E)-2-Hexenal 849  0,01+0,00® 0,01+0,00® 0,01+0,000 0,02+0,01°
Heptanal 904 tr?® 0,01 +0,01° tr’ tr’
Benzaldehido 987 0,01 £ 0,00 tr tr tr
Nonanal 1157  0,03+0,00° 0,04+0,02?° 0,08+0,04” 0,09+0,04°
Mirtenal + Dihidrocarvona 1235 0,09+0,05° 0,10+0,05% 0,43+0,02° 0,21+0,10°
Decanal 1243  0,04+0,02° 0,04+0,02° 0,14+0,08° 0,16 +0,06"
Cuminaldehido 1268 0,04+0,01° 0,02+0,01% 0,04+0,02* 0,13+0,09°
Neral + Carvona 1270 tr @ 0,02+0,01* 0,15+0,13° 0,04 +0,02°
Geranial + Perialdehido 1292 0,05+ 0,03 0,07+0,06 0,15+0,14 0,08 + 0,02
Cetonas

3-Hexanona 795 tr tr tr tr
3-Heptanona* 888 tr tr tr tr
3-Octanona 1019 0,19+0,02° 0,03+0,03° 0,09+0,03° 0,08+0,02°
B-Tujona 1158 0,02 + 0,01 0,01+0,02  0,01+0,00  0,03+0,02
Alcanfor 1193  0,59+0,29° 0,81+0,24%® 0,92+0,19” 1,18+0,29°
Pinocarvona* 1208 0,02+0,02%* 0,02+001% 0,02+001% 0,05+0,03°
Verbenona 1245 2,22+056%° 152+1,01° 4,01+1,83° 313+1,.22"
Timoquinona 1276 0,02 + 0,01 0,03+0,03 0,02+ 0,01 0,03 + 0,02
(Z)-Jasmona 1399 tr? tr? 0,01 +0,00® 0,01+0,00°
a-lonona 1428 0,01+ 0,00 0,01+0,00 0,01+0,00  0,01+0,01
B-lonona 1497 0,01 +0,00° tr® tr® 0,03 +0,02°
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Tabla [ll.1-11 (continuacién)

% ETo
COMPONENTES . R. 80 (81) 60 (63) 40 (44) 20 (30)
Esteres
Acetato de etilo 732 tr tr tr tr
Butirato de metilo 763 tr tr tr tr
Acetato de bencilo 1214  0,15+0,05° 0,05+0,01° 0,05+0,01° 0,04+0,01°
Caprilato de etilo 1239 0,03+0,00° 0,03+0,01% 0,05%0,01 b 0,04 +0,02%
Acetato de bornilo 1302 0,15+ 0,08 0,13 +£0,08 0,09 + 0,05 0,65+ 0,85
Acetato de terpenilo 1353 tr@ tr? 0,03 +0,03° tr@
Acetato de timilo* 1356  0,19+0,20° 0,04+0,04” 0,03+0,02° 0,14+0,10%
Acetato de nerilo 1366 0,02 + 0,00 0,02 + 0,01 0,01 £ 0,00 0,01 £ 0,01
Acetato de geranilo 1385 0,02 +0,02 0,07 £ 0,10 0,01 +£0,01 0,01 £ 0,00
Caprilato de butilo 1388 0,01 £ 0,00 0,01 £ 0,01 0,02 + 0,01 0,02 + 0,01
Fenoles
Eter metilico de timol 1265 0,06 £ 0,00 0,38 £0,43 0,13+£0,15 0,87 £ 1,58
Eter metilico de carvacrol 1272 0,70 £ 0,01 0,07 £ 0,08 0,44 + 0,57 0,30 £ 0,41
Timol 1308 29,55+3.99% 31,20+2.08° 2592+4.07° 19,21 +4.23"°
Carvacrol 1314 1,57i0,166b 1,74 £0,18° 1,2910,38"’"’ 1,1310,39b
Eugenol 1358 0,02 + 0,00 0,04 £ 0,04 0,08 +0,12 0,01 £ 0,00
(E)-Isoeugenol 1453 0,02 + 0,01 0,01 £ 0,01 0,02 + 0,01 0,03 £ 0,02
Epéxidos
(2)-Oxido de linalol 1123 0,02+0,01® 0,01+0,01 0,01+000° 0,04+0,03"
Oxido de cariofileno 1650 0,19 £ 0,01 0,23 £ 0,06 0,24 £ 0,14 0,34 £ 0,16
Eter
1,8-Cineol 1076 2,32+ 2,64 3,30+ 2,86 1,26 + 2,29 1,89 + 3,46

ab,c

Valores con distinto superindice en la misma linea presentan diferencias estadisticamente

significativas, de acuerdo con el test de la Menor Diferencia Significativa de Fisher (P < 0,05).

+ Desviacion estandar.

* Identificacion tentativa.

I. R. Indices de Kovats (HP-5).
tr = trazas (< 0,01%).

El m-xileno, que eluye con el hexanol, muestra su mejor

rendimiento con las cantidades mas altas de agua. El resto de

hidrocarburos terpénicos cuya sintesis se ve afectada por el riego en esta
recoleccion (a-gurjeneno, aloaromadendreno, elemeno, valenceno, a-
y ©O-cadineno), alcanzan sus maximas

muuroleno, y-cadineno

concentraciones con el aporte hidrico mas bajo.

179



Resultados y Discusion/Th. hyemalis

En cuanto a los alcoholes, los mas abundantes en esta especie de
tomillo son (E) y (Z)-hidrato de sabineno, linalol, borneol, terpinen-4-ol y a-
terpineol. En este grupo quimico, 11 componentes se ven afectados por el
riego diferenciado (butanol, hexanol, linalol, isoborneol, p-cimen-8-ol, a-
terpineol, carveol, nerol, citronelol, geraniol y espatulenol). El butanol se
encuentra en baja concentracion, y alcanza sus mejores porcentajes con
el tratamiento correspondiente al 80% de la ETo, significativamente
superior al obtenido con el 20%. El a-terpineol, al igual que el hexanol, se
ven favorecidos con el maximo aporte hidrico, aunque este ultimo no
parece distinguir entre el 80 y el 60% de la ETo. Por el contrario, linalol,
isoborneol, carveol, nerol, citronelol, geraniol (integrado junto al acetato
de linalilo) y espatulenol mejoran significativamente sus porcentajes con
una cantidad de agua minima. En los aceites esenciales ricos en linalol,
uno de los componentes que se determina con mayor intensidad en las
pruebas olfatométricas realizadas al aceite extraido de Th. hyemalis
(Goodner et al., 2006), se ha medido también una importante actividad
antirradicalaria (Lax et al., 2007). Por ultimo, p-cimen-8-ol presenta su
concentracion mas baja con el agua equivalente al 80% de la ETo,

significativamente inferior al resto de tratamientos.

Los aldehidos, por su parte, no son especialmente abundantes en
Th. hyemalis, encontrandose diferencias significativas en siete casos.
Mirtenal y cuminaldehido ven significativamente aumentadas sus
proporciones relativas cuando reciben el menor riego, en tanto que
nonanal y decanal responden por igual al 40 y 20% de la ETo, con
concentraciones significativamente superiores a las obtenidas cuando se
les suministra mas agua. El heptanal alcanza su mejor porcentaje con el
60% ETo, en tanto que el neral presenta un resultado significativamente
superior con el 40%. (E)-2-hexenal no muestra diferencias entre 80, 60 y
20% de la ETo, siendo el porcentaje obtenido con el 40%
significativamente inferior al alcanzado con el 20%. Todo esto nos lleva a
pensar que en la presente recoleccion, la sintesis de estos compuestos se

ve favorecida, en general, por bajos aportes hidricos.
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Debe tenerse en cuenta que tanto mirtenal como neral se integran
junto a dihidrocarvona y carvona respectivamente, y al igual que ocurre
con los casos anteriormente mencionados en los que dos componentes
distintos comparten el mismo pico cromatografico, resulta dificil
determinar si su comportamiento esta motivado por su caracter aldehidico

o cetonico.

Respecto a las cetonas, ademas de en las mencionadas
dihidrocarvona y carvona, el analisis estadistico detecta diferencias
significativas en seis casos mas. Verbenona y alcanfor son los
compuestos de este tipo mas abundantes en Th. hyemalis. El alto
contenido en verbenona es caracteristico de esta especie, alcanzando su
maxima proporcion relativa con el aporte hidrico equivalente al 40% de la
ETo, que resulta ser significativamente superior a la conseguida con el 80
y 60%. El 20% parece tener el mismo efecto que el 40 en este caso, al
igual que ocurre con el alcanfor, cuyo mejor porcentaje se obtiene con
estos dos tratamientos, en tanto que el alcanzado con el 80% de la ETo
es significativamente mas bajo. El riego equivalente al 60% de la ETo es
el menos adecuado en el caso de 3-octanona, componente que mejora su
rendimiento con el aporte hidrico mas alto. Por el contrario, B-ionona, (Z)-
jasmona 'y pinocarvona incrementan  significativamente  sus
concentraciones relativas con la menor cantidad de agua. La B-ionona, a
pesar de encontrarse en baja concentracién, presenta una elevada

intensidad de aroma (Goodner et al., 2006).

Los ésteres que se presentan en mayor proporcidon en esta labiada
son acetato de bornilo, acetato de timilo y acetato de bencilo. Los distintos
niveles de riego producen cambios significativos en cinco de estos
componentes. El acetato de linallo muestra un porcentaje
significativamente superior al resto de tratamientos con el aporte hidrico
mas bajo. Por el contrario, el acetato de bencilo alcanza su mayor
concentracion con el 80% de la ETo, al igual que el acetato de timilo,

aunque este ultimo no presenta diferencias significativas entre el 80 y el
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20%, debido probablemente a la elevada desviacidn estandar detectada
en ambos tratamientos. Por ultimo, caprilato de etilo, y especialmente
acetato de terpenilo, mejoran significativamente sus porcentajes si se
riegan con el agua necesaria para compensar el 40% de la ETo, efecto
que en el caso del caprilato de etilo es equiparable al conseguido con el
20%.

El apartado dedicado a los compuestos fendlicos es especialmente
importante, teniendo en cuenta que el timol estda considerado como el
componente definitorio de calidad en estos aceites. Este fenol alcanza su
maxima concentracion relativa con el 60% de la ETo (31,2 £ 2,08%), no
apreciandose diferencias significativas entre este tratamiento y los
correspondientes al 80 y 40%. El aporte hidrico mas bajo resulta ser el
menos adecuado para la sintesis de este constituyente en invierno de
2002, con un porcentaje de 19,2 + 4,23%, significativamente inferior al
resto. El carvacrol presenta unas proporciones relativas que varian con el
riego de forma semejante a lo mencionado con el timol, aunque en este
caso las unicas diferencias con significacion estadistica las encontramos
entre el 60 y el 20% de la ETo. Ambos constituyentes muestran
propiedades similares, pero el carvacrol suele aparecer en menor
proporcion en la mayoria de las plantas de esta especie, como quedara

de manifiesto en el capitulo dedicado a la variabilidad intraespecifica.

Finalmente, sélo en un epdxido, (Z)-6xido de linalol, se aprecian
diferencias significativas entre tratamientos, consiguiéndose el mejor
resultado con el riego equivalente al 20% de la ETo, al igual que ocurria
con el linalol, aunque tal resultado, en el caso del epdxido, no es

significativamente superior al conseguido con el 80%.
Mencionar que el unico éter identificado en esta labiada, 1,8-cineol,

si bien no presenta diferencias significativas entre tratamientos, muestra

sus mejores porcentajes con los aportes hidricos mas altos, aunque la
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variabilidad determina una desviacion estandar muy elevada en todos los

Ccasos.

En resumen, considerando especialmente la tendencia observada
en el timol, y que otros componentes responden igualmente bien con una
cantidad de agua no demasiado alta, ademas del hecho de que
numerosos constituyentes no parecen verse afectados por el riego
diferenciado, podemos afirmar que en esta recolecciéon un suplemento de
agua que compense el 40% de la ETo es suficiente para asegurar una

buena calidad en el aceite esencial.

ll. 1. 5. 1. 2. Primavera 2002.

El analisis cromatografico del aceite esencial extraido a las plantas
de Th. hyemalis recolectadas en primavera (Tabla 111.1-12), muestra
variaciones con respecto a la recoleccion de invierno, que en algunos
casos son bastante marcadas, no sélo por la presencia de diferencias
significativas donde antes no las habia y viceversa, sino también por las
distintas concentraciones relativas de los componentes en ambas

recolecciones.

Los hidrocarburos terpénicos que en primavera muestran
diferencias significativas (tricicleno, a-pineno, canfeno, verbeneno,
sabineno, Ags-careno, terpinoleno, aromadendreno, aloaromadendreno,
elemeno, B-selineno, d-cadineno y m-xileno) no coinciden con los de
invierno en muchos casos. Tricicleno, canfeno, verbeneno, sabineno y
terpinoleno responden mejor en primavera con niveles bajos de agua (40
0 20% de la ETo), en tanto que en invierno no se muestran sensibles a los
diferentes riegos. Otro compuesto, el a-pineno, presenta en la segunda
recoleccion un porcentaje significativamente mas bajo cuando a las
plantas se les aplica el riego equivalente al 80% de la ETo. No hay

diferencias para este terpeno entre el 60, 40 y 20%, tratamientos con los
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que eleva sus promedios respecto a invierno. EI aromadendreno, por el
contrario, disminuye su concentracién con todos los tratamientos al
cambiar la estacion, y el rendimiento alcanzado con el suplemento hidrico
mas elevado es significativamente superior a los obtenidos con el 40 y
20% de la ETo en primavera. El B-selineno no varia apenas sus
porcentajes respecto a invierno, aunque en primavera responde
significativamente mejor con el 60% de la ETo, al igual que &-cadineno,
que reduce la cantidad detectada respecto a invierno con los suplementos
hidricos mas bajos. El elemeno presenta en primavera diferencias al
comparar el 80 con el 40 y 20% de la ETo, resultando los menores
aportes hidricos significativamente mas eficaces. La presencia de Aas-
careno en la segunda cosecha se incrementa significativamente con el
80%, en tanto que en invierno le sucede lo propio con el 20%. ElI m-xileno,
en la recoleccion de mayo, unicamente muestra diferencias significativas
entre el 60 y 20% de la ETo, siendo mas adecuado el primero; por su
parte, el aloaromadendreno aumenta significativamente sus proporciones
relativas con el 80%, pero no se aprecian diferencias entre dicho
tratamiento y el equivalente al 20% de la ETo, con el que en invierno

alcanza su mejor resultado.

De los alcoholes que demuestran distinguir entre riegos en la
primavera de 2002, sdlo hexanol, isoborneol, p-cimen-8-ol, a-terpineol y
espatulenol lo hacen también en invierno. El hexanol, con diferencias
significativas entre el 60 y 20% de la ETo en primavera, eleva su
concentracion con el 40 y 20% respecto a invierno. El isoborneol consigue
sus mejores resultados con el 60 y 40% de la ETo, aunque sin diferencias
significativas con el 20%. El a-terpineol incrementa significativamente su
porcentaje con el 60% de la ETo en la segunda recoleccién, aunque
registra una elevada desviacion estandar en muchos casos, lo que
demuestra de nuevo la variabilidad presente entre estas plantas. En
primavera, espatulenol y p-cimen-8-ol necesitan poca cantidad de agua
(20 6 40% de la ETo) para alcanzar concentraciones Optimas, al igual que

en invierno.
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Tabla 111.1-12. Composicién porcentual del aceite esencial de Th. hyemalis, en funcién del aporte

hidrico (Primavera 2002).

% ETo

COMPONENTES l. R. 80 (81) 60 (63) 40 (44) 20 (30)
Hidrocarburos terpénicos

Tricicleno* 931  0,01+0,01° 001+000° 0,03+0,02° 0,01+0,00%
a-Tujeno* 940 1,04 + 0,22 1,18 + 0,81 1,30 + 0,41 0,63 + 0,04
a-Pineno 949 0,34+0,06° 247+219° 146+082% 224+177"
Canfeno 969 0,35+0,46% 0,29+0,10° 1,06+0,95° 0,35+0,03°
Verbeneno* 976 0,05+0,04%® 0,03+0,02° 0,09+0,05° 0,05+0,02%
Sabineno 1001 0,14+0,10° 0,40+0,15° 0,50+0,32° 0,83+0,04°
B-Pineno 1007 0,27 +0,15 0,20 + 0,06 0,30 + 0,21 0,16 + 0,02
Mirceno 1026 0,90 + 0,33 1,27 £ 0,74 1,07 £ 0,37 0,79 + 0,05
a-Felandreno 1042 0,18 £ 0,03 0,18 + 0,06 0,17 + 0,04 0,16 + 0,01
Ag-Careno 1048 0,07+0,01° 0,05+0,02° 0,06+0,01° 0,04+0,00°
a-Terpineno 1058 1,33 +0,51 1,26 + 0,47 1,51 + 0,47 1,70 £ 0,06
p-Cimeno 1068 27,29+7,87 27,62+950 2894+635 22,49+0,72
Limoneno 1073  1,61+0,64 1,34 + 0,46 1,79+ 0,79 2,18+ 0,52
(Z)-B-Ocimeno 1086 0,04 + 0,04 0,11+0,18 0,06 + 0,07 0,04 + 0,04
(E)-B-Ocimeno* 1097 0,17 £ 0,21 0,52 + 0,85 0,38 + 0,46 0,18+0,17
y-Terpineno 1109 9,42 +4,25 9,24+245  10,99+3,89 9,07 +0,82
Terpinoleno + (E)-Oxido de linalol 1141  0,20+0,03° 0,35+0,18° 0,38+0,17° 0,54 +0,03°
a-Copaeno 1378 tr 0,01 £ 0,00 tr tr
a-Gurjeneno* 1408 0,01+ 0,01 0,01 + 0,01 0,01 + 0,01 0,02 + 0,01
(E)-Cariofileno 1419  0,72+0,23 0,76 + 0,61 0,88 + 0,35 0,31 +0,10
Calereno 1432 0,01 £0,02 tr 0,01 £ 0,01 tr
Aromadendreno 1440 0,04 +0,02° 0,03+0,02®® 0,02+0,01° 0,01+0,01°
a-Humuleno 1457 0,03 + 0,01 0,07 + 0,09 0,05 + 0,02 0,01 + 0,00
Aloaromadendreno 1465 0,43+0,05% 0,07+0,02° 0,07+0,01° 0,12+0,03°
Elemeno* 1481 0,01+0,00° 0,01+0,00®® 0,01+0,00° 0,02+0,00°
B-Selineno* 1485 0,01+0,00° 0,02+0,01° 0,01+0,00° 0,01+0,00°
Valenceno 1510 0,27 + 0,08 0,32+0,17 0,32 + 0,04 0,41 + 0,04
a-Muuroleno* 1516 0,02 + 0,01 0,04 + 0,01 0,03 + 0,02 0,02 + 0,01
y-Cadineno* 1537 0,05+ 0,02 0,09 + 0,03 0,06 + 0,05 0,05 + 0,02
5-Cadineno 1553  0,10+0,02° 0,13+0,02° 0,08+0,04° 0,090,037
Alcoholes

Butanol 742 tr tr tr tr
3-Metil-3-buten-1-ol 766 tr tr tr tr
3-penten-2-ol* 784 tr tr tr tr
3-metil-2-buten-1-ol* 789 tr tr tr tr
(Z)-3-Hexen-1-ol 852  0,01+0,00 0,01 + 0,00 0,01 + 0,00 0,01 + 0,00
(E)-2-Hexen-1-ol 865 tr tr tr tr
Hexanol + m-Xileno 867 0,02+0,01*® 0,03+0,01° 0,03+0,00® 0,02+0,00°
1-Octen-3-ol 1009  0,13+0,12 0,20 + 0,14 0,13 + 0,07 0,15 + 0,05
3-Octanol 1031  0,02+0,02® 0,03+0,03° 0,01 +0,00° 0,09+0,10°
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Tabla [11.1-12 (continuacién)

% ETo
COMPONENTES I R. 80 (81) 60 (63) 40 (44) 20 (30)
Alcoholes (continuacion)
(E)-Hidrato de sabineno 1116 0,67 +0,24° 2,76 +237% 332+322° 1542+0,28°
(Z)-Hidrato de sabineno* 1151 0,17 £ 0,06 4,04 £4,24 3,19 £ 4,51 1,05+0,19
Linalol 1152 3,18 +2,43 1,87 + 1,53 1,58 + 1,28 1,54 + 0,04
(E)-Pinocarveol 1186  0,25+0,28 0,22 + 0,02 0,23+ 0,11 0,20 + 0,03
(Z)-Verbenol 1189  0,38+0,13°  0,86+0,52° 0,83+040° 0,86+0,08°
(E)-Verbenol* 1197 0,04 +0,01° 0,03+0,01° 0,02+0,00° 0,06+0,03°
Isoborneol 1203 tr@ 0,01+0,00° 0,01+0,00° tr 2
Borneol 1211 1,09+0,35° 123+0,50° 3,84+364° 1,33+0,00%
Terpinen-4-ol 1220 0,51 +0,14° 1,34+1,04° 3,05+267° 414+0,18°
p-Cimen-8-ol 1227 0,48+0,04%  0,14+0,11% 0,25+0,04° 0,24 +0,05"
a-Terpineol 1231  0,62+0,26° 12,83+13,70° 1,98+237% 1,54+0,05°
Carveol 1252 0,04 +0,02 0,02 + 0,01 0,04 + 0,03 0,05 + 0,02
Nerol + Citronelol 1260 0,04 + 0,01 0,04 + 0,01 0,03 + 0,01 0,03 + 0,02
Geraniol + Acetato de linalilo 1281 0,06 + 0,05 0,04 + 0,01 0,03 + 0,01 0,03 + 0,01
Espatulenol 1640  0,34+0,06° 0,29+0,11% 0,37+0,09%® 0,46 +0,08°
Aldehidos
(E)-2-Butenal* 735 tr tr tr tr
Pentanal 754 tr tr tr tr
Hexanal + Butirato de etilo 802 tr tr tr tr
Furfural 832 tr tr tr tr
(E)-2-Hexenal 849 tr 0,01 + 0,00 0,01 + 0,00 0,01 + 0,00
Heptanal 904 tr tr tr tr
Benzaldehido 987 tr 0,01 + 0,00 0,01 + 0,00 0,01 + 0,01
Nonanal 1157 0,04 +0,06 0,04 + 0,02 0,08 + 0,07 0,11 + 0,01
Mirtenal + Dihidrocarvona 1235 0,13+0,08 0,12 £ 0,05 0,16 £ 0,09 0,22 £ 0,05
Decanal 1243 0,06 +0,04° 0,13+0,17% 0,22+0,15° 0,23+0,06°
Cuminaldehido 1268 0,03 +0,02 0,07 + 0,04 0,05+ 0,02 0,06 + 0,02
Neral + Carvona 1270 0,02 £ 0,02 0,03 + 0,01 0,02 + 0,02 0,03 + 0,03
Geranial + Perialdehido 1292 0,19 £ 0,07 0,21 £ 0,02 0,23+0,10 0,13+0,03
Cetonas
3-Hexanona 795 tr tr tr tr
3-Heptanona* 888 tr tr tr tr
3-Octanona 1019 0,07 +£0,04 0,04 + 0,02 0,06 + 0,06 0,03 + 0,00
B-Tujona 1158 0,02+ 0,02 0,03 + 0,02 0,03 + 0,04 0,03 + 0,00
Alcanfor 1193  0,96+0,48°  0,64+0,16° 1,04+026% 150+0,71°
Pinocarvona* 1208 0,01+ 0,00 0,03 + 0,02 0,03+ 0,03 0,02 + 0,00
Verbenona 1245  4,33+2,52 2,01 +£1,37 4,10 + 2,84 4,45 + 1,20
Timoquinona 1276 0,03 0,01 0,03 + 0,03 0,03+ 0,03 0,04 + 0,03
(Z)-Jasmona 1399 tr® 0,01+0,00®  0,01+0,01° tr®
a-lonona 1428 0,01 +0,00° 0,01+0,00®  0,01+0,00° tr®
B-lonona 1497  0,02+0,01° 0,02+0,01° 0,01+0,01°® tr ®
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Tabla I11.1-12 (continuacién)

% ETo
COMPONENTES l. R. 80 (81) 60 (63) 40 (44) 20 (30)
Esteres
Acetato de etilo 732 tr tr tr tr
Butirato de metilo 763 tr tr tr tr
Acetato de bencilo 1214  0,14+0,14 0,10 + 0,03 0,08 + 0,02 0,07 + 0,00
Caprilato de etilo 1239 0,07 £ 0,04 0,04 + 0,01 0,07 + 0,04 0,08 + 0,00
Acetato de bornilo 1302 0,09 +0,02 0,10 + 0,04 0,11 + 0,01 0,08 + 0,02
Acetato de terpenilo 1353 tr 0,04 £ 0,05 0,02 £ 0,02 tr
Acetato de timilo* 1356 0,01 +0,00 0,01 + 0,01 0,01 + 0,00 0,01 + 0,01
Acetato de nerilo 1366 0,03 +0,02 0,01 + 0,01 0,01+ 0,02 tr
Acetato de geranilo 1385 0,03 +0,05 0,02 +0,02 0,01 £ 0,01 tr
Caprilato de butilo 1388 0,01+0,01%*  0,02+0,01% 0,01+0,01" tr °
Fenoles
Eter metilico de timol 1265 0,53 +0,55 0,18 £ 0,31 0,13+0,09 0,48 £ 0,55
Eter metilico de carvacrol 1272 0,28 + 0,30 0,43 +0,35 0,70 £ 0,59 0,07 £ 0,04
Timol 1308 29,20+2,68° 17,15+8,62° 1446+324° 1655+2,12°
Carvacrol 1314 2,05+ 0,25° 1,39+0,79° 0,98+024° 127+0,30°
Eugenol 1358 0,08 + 0,02 0,12+ 0,03 0,07 + 0,06 0,08 + 0,02
(E)-lsoeugenol 1453  0,03+0,01°  0,01+0,01° 0,02+0,01° 0,02+0,00"
Epoxidos
(2)-Oxido de linalol 1123 0,02+0,01° 0,02+0,01% 0,01+£0,01% tr®
Oxido de cariofileno 1650 0,25+ 0,07 0,27 +0,12 0,33+ 0,08 0,19 + 0,07
Eter
1,8-Cineol 1076 2,06 + 2,21 1,41+ 1,55 1,69 + 2,04 0,61+ 0,68

2b¢ valores con distinto superindice en la misma linea presentan diferencias estadisticamente
significativas, de acuerdo con el test de la Menor Diferencia Significativa de Fisher (P < 0,05).

+ Desviacion estandar.

* Identificacion tentativa.

I. R. indices de Kovats (HP-5).
tr = trazas (< 0,01%).

Por otra parte, alcoholes como 3-octanol, (E)-hidrato de sabineno,

(Z) y (E)-verbenol, borneol y terpinen-4-ol, presentan diferencias con

significacién estadistica que no aparecen en invierno. Los dos primeros

aumentan significativamente sus proporciones relativas con el nivel de

agua mas bajo, siendo esto especialmente relevante en el caso del (E)-

hidrato de sabineno, que incrementa su concentracion 23 veces al

comparar con el 80% de la ETo; (Z)-verbenol muestra su peor porcentaje
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con el 80% de la ETo, significativamente inferior al resto, elevando sus
promedios respecto a invierno. Y (E)-verbenol presenta una concentracion
significativamente superior con el 20% en primavera, con unos valores
medios similares a los de invierno. Por ultimo, terpinen-4-ol y borneol
mejoran significativamente su respuesta en la cosecha de mayo con los
dos niveles de agua mas bajos.

Cabe destacar el comportamiento del linalol, que en invierno
alcanza valores significativamente mas altos con el menor aporte hidrico,

y en primavera no se muestra sensible a los distintos niveles de agua.

Sélo un aldehido, el decanal, presenta diferencias significativas en
primavera. En esta estacion, al igual que en invierno, los mejores
resultados se consiguen con el 40 y 20% de la ETo, con la diferencia de
que en la segunda recoleccién, el valor alcanzado con el 60% no es

significativamente distinto de los demas.

Alcanfor, (Z)-jasmona, a y [-ionona, son las cetonas cuyos
porcentajes presentan diferencias en funcién de agua recibida por las
plantas en mayo. El alcanfor, que incrementa su presencia en el aceite
esencial respecto a invierno con casi todos los tratamientos, mejora
significativamente su concentracion en primavera con el 40 v,
especialmente, el 20% de la ETo. La (Z)-jasmona coincide en responder
igualmente bien con el 40%, pero dicho tratamiento no es diferente del
60%. Otra cetona, a-ionona, cuya sintesis no se ve afectada en invierno
por ningun riego, reduce significativamente su concentracién en primavera
con el 20% de la ETo, y B-ionona, por su parte, también obtiene en la
recoleccion de mayo su peor resultado con el nivel de agua mas bajo,

pero en este caso sin mostrar diferencias con el 40% de la ETo.
Respecto a los ésteres, el caprilato de butilo es el unico que

distingue entre riegos en la segunda recoleccion, alcanzando con el 60%

de la ETo un porcentaje significativamente superior al conseguido con el
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40 y el 20%. Este componente no muestra diferencias entre tratamientos

en invierno.

Timol y carvacrol manifiestan también en primavera diferencias en
sus concentraciones en funcidn del riego. El primero presenta un
porcentaje significativamente superior con el aporte hidrico mas elevado,
que ademas es el unico tratamiento con el que se mantiene una
proporcion relativa similar a la de invierno, ya que con el resto, este fenol
reduce su presencia en el aceite esencial. El carvacrol adopta un
comportamiento similar, con una concentracion significativamente mas
alta con el 80% de la ETo, pero en este caso se incrementa el porcentaje
alcanzado respecto a invierno tanto con dicho tratamiento como con el
20%, en tanto que disminuye con el 60 y 40%. Otro fenol, (E)-isoeugenol,
que en invierno no muestra diferencias significativas, presenta en mayo

una proporcion significativamente mejor con el 80% de la ETo.

Finalmente, el (Z)-6xido de linalol alcanza con el 20% de la ETo
una cantidad relativa significativamente inferior a las mostradas con el 80
y 60%, en tanto que en invierno exhibe un comportamiento opuesto, ya

que obtiene su mejor porcentaje con el aporte hidrico mas bajo.

A la vista de estos resultados, se puede concluir que la segunda
recoleccion de Th. hyemalis requiere un aporte hidrico superior al de
invierno para garantizar la calidad del aceite esencial, ya que parece que
en primavera, los fenoles cuya sintesis se ve favorecida por un
determinado nivel de riego mejoran sus porcentajes con la cantidad de
agua mas elevada de todas las ensayadas, aunque otros componentes de
estas sustancias, entre los que se incluyen algunos terpenos y alcoholes
con concentracion relativa importante, no manifiestan este
comportamiento, ya que incrementan su presencia en el aceite con

suplementos hidricos bajos.
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[ll. 1. 5. 1. 3. Comparativa invierno/primavera 2002.

Resulta interesante analizar si el perfil volatil del aceite esencial
varia significativamente con el cambio de estacién. Por ello, se ha
realizado un estudio estadistico en el cual se determina, con los
principales constituyentes de estos aceites, la presencia o ausencia de
diferencias entre invierno y primavera en todos los tratamientos de riego
(Tabla I11.1-13).

Mirceno y p-cimeno, a pesar de elevar sus concentraciones en
primavera con todos los tratamientos, no presentan diferencias
significativas respecto a invierno. El y-terpineno, sin embargo, muestra
mayores porcentajes en la primera recoleccion, los cuales son incluso

significativamente mas altos con el 60 y 20% de la ETo.

Tabla I11.1-13. Andlisis estadistico comparativo invierno/primavera 2002.

% ETo
Componentes 80 (81) | 60 (63) | 40 (44) |20 (30)
Mirceno ND ND ND ND
p-Cimeno ND ND ND ND
y-Terpineno ND D ND D
(E)-Hidrato de sabineno ND ND ND D
(Z)-Hidrato de sabineno ND ND ND ND
Linalol ND ND ND ND
Alcanfor ND ND ND ND
Borneol D D ND ND
a-Terpineol D ND ND D
Verbenona ND ND ND ND
Timol ND D D ND
Carvacrol D ND ND ND

D = Diferencias estadisticamente significativas entre estaciones (P < 0,05).
ND = No existen diferencias.
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Los alcoholes (E) y (Z)-hidrato de sabineno también incrementan
su presencia en el aceite en mayo, especialmente el primero, que con el
aporte hidrico equivalente al 20% de la ETo multiplica casi por nueve por
su concentracion respecto a invierno, lo que explica las diferencias
significativas detectadas en ese tratamiento. Con el linalol se obtienen
mejores resultados en primavera, al comparar con la primera recoleccion,
con el 80, 60 y 40% de la ETo, pero no con el 20%, aunque este
tratamiento, en invierno, si bien proporciona una concentracion bastante
alta en promedio, muestra una desviacion estandar igualmente elevada, lo
cual explica la ausencia de diferencias significativas. El borneol, por su
parte, presenta en invierno porcentajes superiores en los tratamientos que
implican el mayor y menor aporte hidrico, bajando su concentracién con
los tratamientos intermedios respecto a primavera, aunque las diferencias
entre estaciones soélo son significativas con el 80 y 40% de la ETo. En
cuanto al a-terpineol, su concentracion de mayo se ve incrementada
respecto a febrero con todos los tratamientos, excepto el 80% de la ETo,
y se detectan diferencias significativas entre las dos estaciones con el 80
y 20%, a pesar del contraste en cuanto a presencia de este componente

que encontramos en estas plantas.

La verbenona, cuya presencia en concentraciones relativamente
altas caracteriza a Th. hyemalis, muestra en general un porcentaje
superior en primavera, pero sin diferenciarse significativamente de
invierno; en tanto que el aumento que presenta el alcanfor en su
concentracion en la segunda recoleccion con todos los tratamientos, salvo

el correspondiente al 60% de la ETo, no resulta ser significativo.

Analizando el comportamiento del timol, vemos que la reduccion de
los porcentajes de este fenol en primavera respecto a invierno es
significativa con el 60 y 40% de la ETo, ya que con ambos tratamientos el
descenso en el contenido de timol es bastante notable, mientras el valor
alcanzado con el 80% es muy semejante en ambas estaciones. El aporte

hidrico mas bajo no resulta adecuado para la produccién de timol en el
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primer afio de aplicacion del riego diferenciado en ninguna estacion, ya
que el valor alcanzado con dicho riego es relativamente bajo en ambos
casos. El carvacrol, por su parte, sélo muestra diferencias significativas
entre estaciones con el 80% de la ETo, con una concentracion superior en

primavera.

Basandonos en los datos comentados hasta ahora, es posible
afirmar, a modo de resumen, que un porcentaje importante de
componentes se ven favorecidos por los aportes hidricos mas bajos (20 6
40% de la ETo) en ambas estaciones, encontrandose entre éstos, en la
recoleccion de invierno, y-terpineno, aloaromadendreno, elemeno,
valenceno, a-muuroleno, linalol, isoborneol, carveol, nerol, citronelol,
geraniol, espatulenol, mirtenal, decanal, cuminaldehido, neral, alcanfor,
dihidrocarvona, verbenona, carvona, (-ionona, caprilato de etilo, acetato
de linalilo, acetato de terpenilo y (Z)-6xido de linalol; en primavera, los
componentes que destacan con estos tratamientos son tricicleno,
canfeno, verbeneno, sabineno, terpinoleno, 3-octanol, (E)-hidrato de
sabineno, (E)-verbenol, borneol, terpinen-4-ol, p-cimen-8-ol, espatulenol,
decanal y alcanfor.

Los riegos mas abundantes, por el contrario, benefician en invierno
a m-xileno, hexanol, a-terpineol, heptanal, 3-octanona y acetato de
bencilo; y en primavera, los componentes que se destacan con el 80 6
60% de la ETo son Ajs-careno, aromadendreno, B-selineno, d-cadineno,
a-terpineol, caprilato de butilo, timol, carvacrol y (E)-isoeugenol.

El resto de componentes no muestran diferencias o bien no
manifiestan una afinidad claramente definida hacia una cantidad escasa o
elevada de agua, ya que pueden reaccionar igualmente bien con aportes

hidricos muy diferentes.

Teniendo todo esto en cuenta, regar con el agua equivalente al
40% de la ETo es lo mas indicado en la recoleccién de invierno
correspondiente al primer afo de ensayo, ya que la calidad del aceite

esencial no mejora significativamente aplicando mayores cantidades de
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agua. Por el contrario, en primavera de este mismo afo, primero con riego
diferenciado, se necesita mas agua, hasta el 80% de la ETo, para

conseguir una calidad éptima en el aceite.

Puede ser beneficioso, por lo tanto, establecer cultivos de Th.
hyemalis, ya que su primera cosecha anual, con un escaso riego, puede
proporcionar un aceite de calidad, adelantandose a la produccion de otras
especies de tomillo. La siega de primavera, ya que en nuestra regiéon no
resulta rentable aumentar el suplemento hidrico hasta el 80%, se podria
dedicar a la obtencion de hoja para ser empleada como condimento
alimentario, puesto que en lo referente a la produccion de biomasa, la
segunda recoleccidn de 2002 no se ve mermada por aplicar un escaso

aporte de agua, que podria ser el equivalente al 40% de la ETo.

ll.1.5.1. 4. Invierno 2003.

En esta recoleccion (Tabla I1l.1-14), el efecto que los distintos
tratamientos de riego pueden tener sobre el perfil volatil de estos aceites
parece haberse atenuado, si lo comparamos con el invierno anterior, ya
que unicamente se aprecian diferencias con significacion estadistica en
seis componentes: linalol, benzaldehido, 3-hexanona, caprilato de butilo,

carvacrol y (Z)-6xido de linalol.

Si nos detenemos en los terpenos, observamos que en esta
recoleccion no se aprecian diferencias significativas entre tratamientos en
ningun caso, a diferencia de lo ocurrido en 2002. De hecho, en algunos
componentes, como a-tujeno y mirceno, el resultado es completamente
distinto en los dos afios, ya que en 2003 aparecen los promedios mas
elevados en los tratamientos que en 2002 proporcionaban los peores
rendimientos. Continuando con el seguimiento a los constituyentes que en
invierno de 2002 mostraban diferencias significativas, el a-felandreno

presenta en 2003 el mejor resultado con el aporte hidrico mas bajo, a
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diferencia de 2002, recoleccion en la que se necesita aumentar el riego
hasta el 40 o0 60% de la ETo para aumentar la concentracion relativa de
este compuesto. EI m-xileno mejora sus porcentajes en 2003 respecto a
2002 con aportes de agua bajos. Por el contrario, aloaromadendreno,
elemeno, valenceno, a-muuroleno y y y &-cadineno necesitan en 2003
mas agua que en 2002 para alcanzar sus mejores promedios. Por su
parte, la tendencia de As-careno y a-gurjeneno en 2003 es igual a la de
2002, ya que el primero disminuye su concentracion relativa con el
suplemento de agua mas bajo, y el segundo la aumenta. El precursor
fendlico y-terpineno ve mejorado su porcentaje en 2003 a medida que
disminuye el agua que reciben las plantas.

Es importante recordar que, por lo que respecta a los terpenos, en
2003 sdélo podemos sefnalar tendencias, ya que el diferente aporte de
agua no afecta significativamente a su presencia en el aceite esencial de

la planta.

En cuanto a los alcoholes, sélo el linalol se muestra sensible a los
distintos tratamientos hidricos en esta recoleccién, alcanzando cantidades
relativas significativamente mas elevadas con los riegos abundantes,
equivalentes al 80 y 60% de la ETo. El porcentaje mas bajo aparece con
el 20%, tratamiento con el que en 2002 se consigue el mejor resultado. El
resto de alcoholes que anteriormente mostraban diferencias entre riegos
varian ligeramente su respuesta en 2003. Algunos de ellos, como
hexanol, no necesitan en 2003 un suplemento hidrico elevado para
obtener un buen resultado, en tanto que nerol y citronelol mejoran el
porcentaje logrado con el 80, 60 y 40% respecto al afo anterior, al igual
que carveol y espatulenol. El butanol aumenta la concentracion alcanzada
con el 40% de la ETo con relaciéon a 2002, al igual que el isoborneol, que
ademas muestra un descenso con el 20% respecto al primer afno de
ensayo. El p-cimen-8-ol y el a-terpineol presentan en 2003 sus promedios
mas elevados con el 80%, y el geraniol pasa, con dicho tratamiento, de
aparecer en trazas en 2002 a tener un promedio relativamente alto en

2003, pero con una desviacion estandar muy elevada.
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Tabla 111.1-14. Composicién porcentual del aceite esencial de Th. hyemalis, en funcién del aporte

hidrico (Invierno 2003).

% ETo
COMPONENTES l.R. 80 (81) 60 (63) 40 (44) 20 (30)
Hidrocarburos terpénicos
Tricicleno*® 931 0,02 £ 0,02 0,02 + 0,01 0,02 £ 0,02 0,03 £ 0,02
a-Tujeno* 940 0,83+0,12 1,05+ 0,32 0,96 + 0,39 1,16 £ 0,84
a-Pineno 949 1,19+ 1,09 1,10+ 0,48 0,98 £ 0,26 2,72+277
Canfeno 969 0,99 £ 1,01 0,69 + 0,36 0,92 + 0,62 1,10 £ 0,63
Verbeneno* 976 0,09 £ 0,03 0,08 £ 0,02 0,06 £ 0,03 0,10 £ 0,07
Sabineno 1001 0,12+ 0,11 0,17 £ 0,16 0,20 £ 0,25 0,27 £ 0,30
B-Pineno 1007 0,22+0,17 0,18 +0,13 0,11 £ 0,01 0,29 £ 0,21
Mirceno 1026 0,86 + 0,63 0,63+0,16 0,69 +0,24 0,85+0,23
a-Felandreno 1042 0,12+0,03 0,15+ 0,02 0,15 £ 0,01 0,16 £ 0,03
/A3-Careno 1048 0,06 + 0,01 0,06 + 0,01 0,06 + 0,01 0,05 + 0,01
a-Terpineno 1058 0,97 £ 0,41 1,29 £ 0,32 1,39+ 0,39 1,51+ 0,67
p-Cimeno 1068 32,36 +2,73 30,73+555 31,42+10,16 26,68 +7,43
Limoneno 1073 0,97 £0,36 1,14 £ 0,29 1,24 £ 0,16 1,38+0,34
(Z)-B-Ocimeno 1086 0,03 +0,03 tr 0,05 + 0,06 0,01 +£0,00
(E)-B-Ocimeno* 1097 0,07 £0,08 0,03 £ 0,01 0,34 £ 0,45 0,05+ 0,02
y-Terpineno 1109 6,23+ 3,57 9,31 +£4,07 10,28 £ 2,47 11,50 + 3,76
Terpinoleno + (E)-Oxido de linalol 1141 0,24 + 0,06 0,23+0,12 0,23+0,10 0,28 £ 0,27
a-Copaeno 1378 0,01 £0,01 0,01 £0,00 0,01 £0,00 0,01 £0,00
a-Gurjeneno® 1408 0,02 +0,01 0,02 £ 0,01 0,02 £ 0,01 0,06 £ 0,05
(E)-Cariofileno 1419 0,78 £0,25 1,23+ 0,59 0,82 £ 0,22 0,51+0,25
Calereno 1432 0,01 +0,00 0,01 £ 0,00 0,01 £0,00 0,01 £ 0,00
Aromadendreno 1440 0,05+0,04 0,11 £ 0,06 0,06 + 0,07 0,05+ 0,03
a-Humuleno 1457 0,06 £ 0,02 0,07 £ 0,07 0,04 £ 0,02 0,03 £ 0,02
Aloaromadendreno 1465 0,06 £ 0,02 0,07 £ 0,07 0,11 £ 0,06 0,03 £ 0,02
Elemeno* 1481 0,01 +£0,00 0,02 + 0,01 0,01 £ 0,01 0,01 £ 0,01
B-Selineno* 1485 0,01 +0,00 0,01 £ 0,01 0,02 £ 0,00 0,02 £ 0,01
Valenceno 1510 0,24 £ 0,07 0,48 £ 0,37 0,39 £ 0,27 0,34 £ 0,16
a-Muuroleno* 1516 0,02 £ 0,01 0,02 £ 0,01 0,03 £ 0,00 0,02 £ 0,01
y-Cadineno* 1537 0,04 £0,02 0,09 £ 0,06 0,09 £ 0,03 0,07 £ 0,01
0-Cadineno 1553 0,08 £ 0,02 0,12 £ 0,06 0,15+ 0,04 0,11 £ 0,02
Alcoholes
Butanol 742 0,01 £ 0,01 0,01 £0,00 0,01 £ 0,01 tr
3-Metil-3-buten-1-ol 766 tr tr tr tr
3-penten-2-ol* 784 tr tr tr tr
3-metil-2-buten-1-ol* 789 0,01 +£0,00 tr tr tr
(Z)-3-Hexen-1-ol 852 tr tr tr tr
(E)-2-Hexen-1-ol 865 tr tr tr tr
Hexanol + m-Xileno 867 0,03 £ 0,01 0,02 £ 0,01 0,03 £ 0,02 0,02 £ 0,01
1-Octen-3-ol 1009 0,19+0,07 0,18+0,13 0,18 £ 0,04 0,17 £ 0,09
3-Octanol 1031 0,04 £0,02 0,02 £ 0,01 0,03 £ 0,01 0,06 £ 0,05
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Tabla [1l.1-14 (continuacién)

% ETo
COMPONENTES l. R. 80 (81) 60 (63) 40 (44) 20 (30)
Alcoholes (continuacion)
(E)-Hidrato de sabineno 1116 0,75%0,35 1,24 £1,35 3,44 £4,76 1,33+£1,38
(Z)-Hidrato de sabineno* 1151 0,46 £0,57 0,84 + 1,50 0,35+ 0,27 1,65+2,90
Linalol 1152 221+054° 1,78+0,63% 0,90%0,32° 0,45+0,25"
(E)-Pinocarveol 1186 0,23+0,12 0,22 £ 0,08 0,20 £ 0,01 0,33+0,15
(Z)-Verbenol 1189 0,50+0,24 0,78 £ 0,45 0,52 £ 0,20 0,69 £ 0,26
(E)-Verbenol* 1197 0,07 £ 0,04 0,06 + 0,01 0,07 £ 0,02 0,07 £ 0,02
Isoborneol 1203 0,01 +0,00 0,01 £0,00 0,01 £0,00 0,01 £0,00
Borneol 1211 3,63+ 3,51 2,51+1,17 3,51+2,17 3,52 +1,34
Terpinen-4-ol 1220 0,77 +£0,35 1,00 + 1,26 1,09+ 1,16 1,76 £ 2,65
p-Cimen-8-ol 1227 0,38+0,08 0,27 £ 0,05 0,29 £ 0,05 0,29 £ 0,09
a-Terpineol 1231 1,55+2,35 0,45+0,15 0,50 £ 0,33 0,63 £0,28
Carveol 1252 0,05+ 0,02 0,05+ 0,02 0,06 + 0,01 0,06 £ 0,04
Nerol + Citronelol 1260 0,03 +0,02 0,05+ 0,02 0,05 0,03 0,05 £ 0,02
Geraniol + Acetato de linalilo 1281 0,13x0,19 0,02 + 0,01 0,03 £ 0,01 0,02 £ 0,01
Espatulenol 1640 0,41+0,10 0,38 £ 0,22 0,35+0,24 0,33+0,18
Aldehidos
(E)-2-Butenal* 735 tr tr tr tr
Pentanal 754 tr tr tr tr
Hexanal + Butirato de etilo 802 0,01 £0,00 tr tr tr
Furfural 832 0,01 +£0,00 tr tr tr
(E)-2-Hexenal 849 0,01 £0,00 tr tr tr
Heptanal 904 tr 0,01 +£0,00 tr tr
Benzaldehido 987  0,01+0,00° tr® tr® tr®
Nonanal 1157 0,06 + 0,03 0,06 + 0,03 0,06 + 0,02 0,08 £ 0,03
Mirtenal + Dihidrocarvona 1235 0,15 0,08 0,12 £ 0,07 0,13+ 0,01 0,22 + 0,09
Decanal 1243 0,17 +£0,12 0,21 +£0,11 0,21 £ 0,09 0,20 £ 0,09
Cuminaldehido 1268 0,07 £ 0,04 0,05+ 0,02 0,07 £ 0,03 0,06 £ 0,02
Neral + Carvona 1270 0,03+0,04 0,10 £ 0,08 0,17 £ 0,21 0,11 £0,08
Geranial + Perialdehido 1292 0,13+0,05 0,21 +0,15 0,21 +£0,25 0,16 £ 0,11
Cetonas
3-Hexanona 795 tr? 0,01 £0,01° tr® tr?
3-Heptanona* 888 tr 0,01 £ 0,01 tr tr
3-Octanona 1019 0,13+0,10 0,10 £ 0,05 0,12 £ 0,03 0,11 £ 0,09
B-Tujona 1158 0,03 +£0,01 0,03 £ 0,01 0,04 £ 0,01 0,04 £ 0,02
Alcanfor 1193 0,90 £ 0,41 1,06 + 0,32 1,06 £ 0,20 1,36 £ 0,45
Pinocarvona* 1208 0,04 £ 0,02 0,02 £ 0,02 0,03 £ 0,01 0,05 +0,03
Verbenona 1245 3,12+1,99 4,38 £ 1,69 4,13 +£0,81 428 +1,17
Timoquinona 1276 0,06 £ 0,04 0,03 £ 0,01 0,02 £ 0,01 0,03 £ 0,01
(Z)-Jasmona 1399 0,01+0,00 0,01 £0,00 tr 0,01 £ 0,00
a-lonona 1428 0,01 +0,00 0,01 £0,00 0,01 £0,00 0,01 £0,00
B-lonona 1497 0,01 £0,01 0,03 £ 0,01 0,02 + 0,01 0,02 £ 0,01

196



Resultados y Discusion/Th. hyemalis

Tabla [1l.1-14 (continuacién)

% ETo
COMPONENTES l.R. 80 (81) 60 (63) 40 (44) 20 (30)
Esteres
Acetato de etilo 732 tr tr tr tr
Butirato de metilo 763 tr tr tr tr
Acetato de bencilo 1214 0,04 £ 0,02 0,05 + 0,01 0,05 + 0,01 0,03 £ 0,03
Caprilato de etilo 1239 0,06 £ 0,01 0,07 £ 0,03 0,06 + 0,02 0,07 £ 0,03
Acetato de bornilo 1302 0,09 £ 0,04 0,15+0,12 0,09 + 0,02 0,13+ 0,09
Acetato de terpenilo 1353 tr tr tr tr
Acetato de timilo* 1356 0,04 £ 0,05 0,04 + 0,02 0,02 + 0,01 0,05+ 0,05
Acetato de nerilo 1366 0,03 +0,01 0,02 + 0,02 0,01 £ 0,00 0,01 £ 0,00
Acetato de geranilo 1385 0,01 +£0,01 0,07 £ 0,15 0,01 £ 0,01 0,01 £ 0,01
Caprilato de butilo 1388 tr® 0,02 £0,01° tr@ tr®
Fenoles
Eter metilico de timol 1265 0,92+1,04 0,33+0,43 0,41+ 0,66 0,19+ 0,16
Eter metilico de carvacrol 1272 0,35+0,34 0,21+ 0,26 0,43 +0,62 0,49+ 0,49
Timol 1308 27,38+525 27,31+3,57 24,65+ 2,51 24,24 + 5,00
Carvacrol 1314 1,73+0,05% 1,96 +0,44° 1,33+0,37" 1,24 +0,18°
Eugenol 1358 0,03 +0,01 0,02 + 0,02 0,01 £ 0,00 0,01 £ 0,01
(E)-1soeugenol 1453 0,03 +£0,03 0,03 £ 0,02 0,02 £ 0,00 0,01 +0,00
Epo6xidos
(Z)-Oxido de linalol 1123 0,03+0,01% 0,01+£0,01° 0,02+0,01° 0,01+0,00°
Oxido de cariofileno 1650 0,37 +£0,14 0,34 £+ 0,11 0,24 + 0,08 0,21 +£0,10
Eter
1,8-Cineol 1076 2,80 + 3,27 1,32+ 2,72 0,11 +0,15 2,14 + 2,97

ab,c

Valores con distinto superindice en la misma linea presentan diferencias estadisticamente

significativas, de acuerdo con el test de la Menor Diferencia Significativa de Fisher (P < 0,05).

+ Desviacion estandar.

* Identificacion tentativa.

I. R. Indices de Kovats (HP-5).
tr = trazas (< 0,01%).

Los aldehidos también modifican su comportamiento respecto al
primer afo de estudio, encontrando en 2003 que uUnicamente uno de
estos compuestos, el benzaldehido, distingue entre tratamientos, con un
porcentaje alcanzado con el 80% de la ETo significativamente superior al
resto. Este componente, en 2002, no presenta diferencias entre los
distintos riegos, aunque el resultado sea aparentemente el mismo, al

contrario que el heptanal, que en 2003 no muestra diferencias
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significativas que si se detectan en 2002. El decanal experimenta un
aumento en sus concentraciones relativas en todos los tratamientos en
2003, lo cual atenua las diferencias mostradas en 2002, mientras el (E)-
2-hexenal sufre el efecto contrario, mostrando valores mas bajos con el
60, 40 y 20% de la ETo en 2003. El nonanal también disminuye las
diferencias entre tratamientos en 2003 respecto a 2002, ya que eleva los
porcentajes alcanzados con el 80 y 60%, y los baja ligeramente con el 40
y 20% de la ETo, en tanto que el cuminaldehido muestra igualmente un
peor resultado con el 20%, pero mejora con el resto de aportes hidricos.
Mirtenal y neral mantienen su mejor respuesta al mismo tratamiento, 20 y
40% respectivamente, en ambas recolecciones, pero en 2003 los
promedios conseguidos con todos los riegos estan mas equilibrados,

aunque en el caso del neral con una desviacion estandar muy elevada.

El caso de las cetonas es semejante, con 3-hexanona mostrando
diferencias significativas que no aparecen en 2002; en 2003, el
suplemento hidrico equivalente al 60% de la ETo es significativamente
mejor que el resto. No se detectan mas diferencias en la respuesta al
riego entre estos compuestos en 2003, pero comparando con el afo
anterior, vemos que en la mayor parte de los casos las concentraciones
relativas determinadas en 2003 para las cetonas experimentan un
aumento respecto a 2002. Esto sucede en todos los tratamientos en el
caso de alcanfor, mientras otros constituyentes del aceite, como
pinocarvona, o verbenona mantienen el mismo porcentaje alcanzado en
2002 con algunos tratamientos, y lo mejoran en otros. La 3-octanona, que
en 2002 presenta su mejor resultado con el 80% de la ETo, disminuye
este porcentaje en 2003, en tanto que eleva los promedios conseguidos
con el 60, 40 y 20%. La (Z)-jasmona incrementa sus concentraciones con
los tratamientos hidricos mas abundantes en el segundo afio de ensayo, y
la B-ionona, por su parte, reduce ligeramente en 2003 la proporcidn
alcanzada con el 20%, mejorando visiblemente con el 60 y 40% de la
ETo. Todo esto contribuye a atenuar las diferencias entre riegos

encontradas en 2002.
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El caprilato de butilo es el unico éster cuya produccion se ve
favorecida por un suplemento de agua especifico en 2003.

Concretamente, el porcentaje alcanzado con el 60% de la ETo es
significativamente superior a los demas tratamientos. Este compuesto
experimenta un descenso en sus concentraciones respecto a 2002 en
todos los casos, salvo en el mencionado tratamiento, lo que explica las
diferencias encontradas en el segundo afio de ensayo, las cuales no
aparecen en el primero. Continuando con estos compuestos, el acetato de
bencilo ve disminuidos sus porcentajes con el 80% en 2003, y para el
acetato de timilo el descenso se produce tanto con el 80 como con el
20%. El acetato de terpenilo reduce su presencia a trazas con todos los
tratamientos en la recoleccion de 2003. Otro éster, el caprilato de etilo,
incrementa de forma general sus concentraciones relativas respecto al
afo anterior, y el acetato de linalilo, como ya se ha comentado en el caso

del geraniol, junto al que se integra, aumenta su porcentaje con el 80%.

Por lo que se refiere a los fenoles, es importante mencionar que
para el timol, en 2003 el analisis estadistico no aprecia diferencias
significativas entre los porcentajes alcanzados con los cuatro aportes
hidricos, aunque los promedios mas elevados corresponden al 80 y 60%
de la ETo. El carvacrol, sin embargo, presenta diferencias entre riegos en
2003, al igual que en 2002, siendo el porcentaje conseguido con el 60%

significativamente superior a los alcanzados con el 40 y 20%.

En cuanto a los epoxidos, unicamente el (Z)-6xido de linalol
muestra diferencias significativas en 2003, paralelamente a lo ocurrido en
2002. Tales diferencias aparecen con el tratamiento equivalente al 80%
de la ETo, significativamente superior a los demas. El porcentaje

alcanzado con el 20% disminuye respecto al afio anterior.
Una vez mas, en el 1,8-cineol no se detectan diferencias entre

tratamientos, debido a la gran diversidad cuantitativa que presenta este

componente en estas plantas.

199



Resultados y Discusion/Th. hyemalis

Se debe comentar que al analizar conjuntamente las recolecciones
de 2002 y 2003 es necesario considerar dos factores: la variabilidad
intraespecifica y la diferente climatologia de ambos afios. Todo ello afecta
al perfil volatil de estas labiadas, haciendo dificil establecer paralelismos
entre dos cosechas distintas. Si nos restringimos a 2003, teniendo en
cuenta las pocas diferencias significativas que se detectan, y que en
concreto el timol, aunque alcanza mejores promedios con los aportes
hidricos mas elevados, no muestra tales diferencias, se puede pensar que
un riego equivalente al 20% de la ETo es suficiente para conseguir un
buen aceite esencial en este segundo ano de aplicacién del riego
diferenciado, al igual que ocurre con la produccién de biomasa y el

rendimiento en dicho aceite.

lll. 1. 5. 2. Estudio de la variabilidad intraespecifica.

Los componentes volatiles presentes en el aceite esencial de Th.
hyemalis presentan variaciones cuantitativas importantes entre las
distintas plantas, como hemos podido comprobar en los analisis

cromatograficos efectuados a las muestras recolectadas en 2002 y 2003.

Esta evidencia es la base del estudio de variabilidad intraespecifica
que se lleva a cabo en 2004, el cual se expone en este apartado. El
estudio, en el caso de esta especie, se lleva a cabo sobre un numero de
individuos superior al propuesto inicialmente para este fin, ya que en lugar
de 96 plantas se recolectan 109, seleccionadas entre los distintos
tratamientos de riego. Tales plantas no muestran diferencias morfolégicas
resefiables, por lo que la diversidad se presenta en los aceites esenciales
extraidos a partir de ellas, afectando tanto a su rendimiento como a su
composicién quimica. Los resultados de este estudio podrian extrapolarse
a la poblacion en general de esta especie, dado que se realiza sobre un
numero bastante elevado de plantas, las cuales proceden de semillas

recolectadas en tomillares silvestres.
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Como se ha mencionado anteriormente, el componente mas
destacado en un porcentaje mayoritario de los aceites analizados en esta
Memoria es el timol, detectandose también concentraciones
considerables de su isdbmero carvacrol, asi como de los precursores
fendlicos p-cimeno y y-terpineno. Por otra parte, algunas plantas
examinadas no presentan quimiotipo fendlico, mostrando como

constituyentes mas abundantes a-terpineol, linalol o borneol.

El aceite esencial de esta labiada ha sido estudiado con
anterioridad por numerosos autores, generalmente analizando plantas

procedentes de poblaciones espontaneas.

Adzet et al. (1976b), en su trabajo, determinan la presencia
dominante de carvacrol, en cantidades que oscilan entre 70-80%. La
proporcion de borneol es también bastante alta, siendo en algunos casos

este alcohol el componente mayoritario, con un porcentaje de 40—-60%.

En otras publicaciones (Cabo et al., 1986; Cabo et al., 1987), se
habla de altas concentraciones de 1,8-cineol, alcanfor, linalol y mirceno

entre las plantas estudiadas.

Saez (1996) identifica 38 componentes en los aceites analizados,
variando sus proporciones en funcién de las localidades de las que
proceden las plantas. El quimiotipo timol es el mas extendido, con unas
cantidades relativas para este fenol de hasta el 36,7%, presentando
algunas plantas su isbmero carvacrol como componente mayoritario, que
puede alcanzar el 56,5%. En ambos casos se encuentran también muy
elevados los precursores de estos fenoles (y-terpineno y p-cimeno). El
quimiotipo linalol también se presenta en esta especie, con una cantidad
maxima del 34,4% para este componente. Otros constituyentes
encontrados por este autor en concentraciones importantes son 1,8-

cineol, borneol, a-terpineol, a-pineno y canfeno.
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En un trabajo previo sobre el perfil volatil de este tomillo creciendo
en condiciones de cultivo, Sotomayor (1998) identifica 30 componentes,
sefialando el quimiotipo timol para todas las plantas analizadas. Las
cantidades de este componente varian en funcion de la edad y el estado

fenologico de las plantas en el momento de su recoleccion.

En el presente estudio, los quimiotipos determinados se distribuyen
tal como se aprecia en la Tabla Ill.1-15, en la que se especifica entre
paréntesis el numero de plantas que presenta cada uno de ellos, asi
como el porcentaje que suponen sobre el total de las plantas analizadas
(109). Tales quimiotipos se exponen de mayor a menor presencia en la

poblacion.

Tabla 111.1-15. Quimiotipos determinados y porcentaje de los mismos en la poblacién.

Quimiotipos (n° de plantas) Porcentaje (%)
Fendlico*, timol > 20% (55) 50,46
Fenolico*, timol < 20% (18) 16,51 | 74,317
Fendlico* (timol < 20%), con precursores elevados (8) 7,34

Mixto, a-terpineol/timol (7) 6,42

Linalol* (6) 5,50

Fendlico*, carvacrol (4) 3,67

Mixto, borneol/timol* (3) 2,75

Mixto, linalol/timol* (2) 1,83
a-Terpineol (2) 1,83
1,8-Cineol* (1) 0,92

Mixto, carvacrol/(E)-hidrato de sabineno (1) 0,92

Mixto, linalol/a-terpineol (1) 0,92

Mixto, mirceno/hidrato de sabineno (1) 0,92

N° total de plantas: 109

M Este porcentaje equivale a la suma de los tres primeros, que presentan al timol
como componente mas importante.
* Quimiotipos identificados por otros autores en esta especie.
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Dentro del quimiotipo fendlico, el mas abundante, se distingue
entre plantas con un contenido en timol claramente superior al resto de
componentes, y otros tomillos en los que si bien el timol continua siendo
mayoritario, aparecen distintos constituyentes que también alcanzan una
cantidad relativa en algunos casos similar a la de timol, o incluso superior
cuando se trata de quimiotipos fendlicos con una concentracion
predominante de los precursores p-cimeno y y-terpineno. Los tres
primeros grupos que aparecen en la tabla engloban a estos individuos.

Se ha estimado conveniente hacer esta distincion entre ellos,
unicamente a titulo informativo, con el fin de aportar una explicacion
detallada sobre el modo en que se distribuyen los componentes en las
plantas, en base al contenido en timol y su relacion con los precursores
fendlicos y otros constituyentes del aceite esencial. No obstante, los tres
grupos presentan el timol como componente destacado, y sumando las
plantas que integran dichos grupos encontramos un porcentaje del
74,31%, visiblemente mayoritario en la poblacion, al cual hay que afadir
aquellos tomillos con presencia dominante de carvacrol en sus aceites, lo

que les confiere también quimiotipo fendlico.

A continuacién se exponen las principales caracteristicas de los
diferentes perfiles volatiles encontrados, siguiendo el mismo orden que

aparece en la tabla anterior.

Quimiotipo fendlico, con timol > 20%

Las plantas de esta categoria suponen el 50,46% del total de
muestras recolectadas. Presentan un quimiotipo simple, con el timol como
componente destacado, ya que la concentracién de este fenol es superior
al 20% en todos los casos. Sobre este grupo, que constituye un
porcentaje mayoritario de las plantas analizadas, se ha llevado a cabo un
estudio similar al de afios anteriores, para comprobar el comportamiento
de los tomillos frente al diferente aporte hidrico en este tercer afio de

ensayo. Sus resultados se muestran en las Tablas I11.1-16 y [Il.1-17, en
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las que se recogen los porcentajes determinados para los distintos
constituyentes del aceite esencial en las recolecciones de invierno y
primavera, respectivamente. En tales tablas aparecen uUnicamente
aquellos componentes para los que se determina una concentracion
relativa igual o superior a 0,1%, lo que supone un total de 45
constituyentes, ya que el propdsito del apartado que nos ocupa es el
estudio de la variabilidad quimica presente en estas plantas, por lo que se
ha considerado suficiente hacer un seguimiento de la respuesta frente al
riego en 2004 solo sobre aquellos componentes que se encuentran en
proporciones importantes. Tales componentes representan el 95,7% del

total.

A) Invierno.

Como se puede ver en la Tabla Il1.1-16, en invierno de 2004 sdlo
un compuesto, (E)-hidrato de sabineno, muestra una respuesta diferente

en funcion del riego recibido por las plantas.

La concentracion de los hidrocarburos terpénicos no varia
significativamente al aplicar los distintos tratamientos en esta recoleccion,
al igual que ocurre en 2003. Dado que en 2002 si se aprecian diferencias,
parece que las plantas se van adaptando a los recursos hidricos de los
que disponen, de forma que suplementos de agua que en el primer ano
de ensayo provocan un aumento o descenso en la sintesis de
determinados terpenos, no tienen un efecto significativamente distinto del
resto de tratamientos en el segundo y tercer afio.

Compuestos como a-tujeno, a-pineno, canfeno, a-terpineno y
limoneno, ademas de p-cimeno y y-terpineno, son los terpenos mas
abundantes en esta recoleccion. Respecto a ambos precursores
fendlicos, la presencia de p-cimeno en invierno de 2004 es similar a la de
afios anteriores con todos los tratamientos; en tanto que el y-terpineno

experimenta un descenso en casi todos sus promedios en 2004 con
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relacion al primer afio de ensayo, especialmente marcado en el caso del
20% de la ETo.

Los alcoholes son el unico grupo en el que se aprecian diferencias
significativas en esta cosecha, ya que (E)-hidrato de sabineno, que en
2002 y 2003 no muestra tales diferencias, presenta en 2004 una
concentracion significativamente superior cuando a las plantas se les
aplica el agua necesaria para compensar el 20% de la ETo, aunque dicha
concentracion no es distinta de la alcanzada con el 40%. Como ya
ocurriera en la primavera de 2002, la sintesis de este alcohol acaba
viéndose favorecida por aportes bajos de agua también en la primera
recoleccion anual, transcurridos tres afos desde el inicio del riego
diferenciado.

Del resto de alcoholes, linalol y borneol destacan por su marcada
presencia en el aceite esencial, detectandose en ambos una desviacion

estandar bastante alta.

La sintesis de los cuatro aldehidos mayoritarios en esta recoleccion
no esta influida por el riego, como tampoco lo esta la de las cetonas.
Verbenona y alcanfor son las que presentan las proporciones relativas

mas elevadas.

El acetato de bornilo, por su parte, no ha visto afectada su
presencia en los aceites por los distintos niveles de riego en ninguna
recoleccion, al igual que ocurre con las recolecciones invernales de los

epoxidos (E)-oxido de linalol y 6xido de cariofileno.
En la concentracion de los fenoles incluidos en la tabla de 2004

tampoco se encuentran diferencias significativas en funcion del

suplemento hidrico.
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Tabla 111.1-16. Composicién porcentual del aceite esencial de Th. hyemalis, quimiotipo timol, en
funcién del aporte hidrico (Invierno 2004).

% ETo

COMPONENTES I.R. 80 (81) 60 (63) 40 (44) 20 (30)

Hidrocarburos Terpénicos

a-Tujeno* 940 0,90 £ 0,23 1,00 £ 0,14 1,02+0,16 0,94 +0,10
a-Pineno 949 1,73+ 1,59 1,09 £ 0,44 1,59 £ 0,87 1,32 £ 1,09
Canfeno 969 0,41+0,15 1,46 + 1,05 1,10+ 0,84 1,07 £ 1,04
Verbeneno* 976 0,10 £ 0,07 0,09 + 0,02 0,07 £ 0,03 0,07 £ 0,03
Sabineno 1001 0,13+ 0,09 0,15+0,13 0,18 £ 0,10 0,16 £ 0,11
B-Pineno 1007 0,20+ 0,15 0,20+ 0,15 0,26 £ 0,15 0,19+ 0,17
Mirceno 1026 0,81 +0,23 0,75+ 0,26 0,88+ 0,16 0,79+0,15
a-Felandreno 1042 0,17 £ 0,03 0,16 + 0,03 0,18 £ 0,03 0,16 + 0,03
a-Terpineno 1058 1,17 £ 0,34 1,28 £ 0,39 1,44 £ 0,28 1,25+0,35
p-Cimeno 1068 24,54+6,89 2860+6,84 2563+4,89 23,7816,61
Limoneno 1073 1,26 £ 0,51 1,07 £ 0,18 1,08 £ 0,31 1,09 £ 0,33
(E)-B-Ocimeno* 1097 0,08 £0,12 0,73 +1,46 0,30+ 0,45 0,27 £ 0,60
y-Terpineno 1109 8,99 + 2,93 11,07 £4,52 12,94 + 4,16 9,80 + 2,67
Terpinoleno + (E)-Oxido de linalol 1141 0,23 £ 0,08 0,20 £ 0,03 0,18 £ 0,04 0,20 £ 0,05
(E)-Cariofileno 1419 0,88 + 0,38 0,95+ 0,35 0,82 £ 0,31 0,78 £ 0,29
Aloaromadendreno 1465 0,170 £ 0,06 0,11 £ 0,03 0,09 + 0,05 0,12 £ 0,06
Valenceno 1510 0,40 + 0,24 0,49+ 0,24 0,50 + 0,37 0,54 + 0,34
0-Cadineno 1553 0,177 £ 0,10 0,13 +0,08 0,14 + 0,08 0,11 £ 0,08
Alcoholes

1-Octen-3-ol 1009 0,27 £ 0,20 0,23+0,15 0,14 £ 0,08 0,18 £ 0,09
(E)-Hidrato de sabineno 1116 0,47+0,11° 0,58+0,15° 0,62+0,25 0,82+0,39"
(Z)-Hidrato de sabineno* 1151 0,11 £ 0,03 0,17 £ 0,05 0,22 +0,19 0,18 £ 0,07
Linalol 1152 4,35+ 4,09 2,69+ 234 1,81+ 1,13 2,02+1,22
(E)-Pinocarveol 1186 0,20 £ 0,11 0,15+ 0,05 0,17 £ 0,05 0,18 + 0,06
(Z)-Verbenol 1189 0,67 + 0,40 0,51 +0,14 0,48 £ 0,27 0,51+ 0,20
Borneol 1211 1,57 £ 0,82 5,05 +3,73 3,46 £ 2,44 4,07 + 3,99
Terpinen-4-ol 1220 0,50 + 0,05 0,65+0,19 0,57 £ 0,26 0,60+0,18
p-Cimen-8-ol 1227 0,23 £ 0,06 0,23+0,10 0,21+ 0,05 0,19 £ 0,07
a-Terpineol 1231 0,53+ 0,32 0,46 £ 0,24 0,52 +£0,32 0,75+0,75
Espatulenol 1640 0,34 +0,14 0,41 +£ 0,21 0,31+0,18 0,38 +0,18
Aldehidos

Mirtenal + Dihidrocarvona 1235 0,16 + 0,07 0,11 £0,03 0,14 £ 0,03 0,14 £ 0,08
Decanal 1243 0,19+0,15 0,15+ 0,08 0,11 +£ 0,06 0,20 + 0,20
Geranial + Perialdehido 1292 0,12+ 0,11 0,14 £ 0,11 0,08 £ 0,06 0,08 £ 0,04
Cetonas
3-Octanona 1019 0,15+ 0,09 0,13+ 0,09 0,10 £ 0,08 0,07 £ 0,04
Alcanfor 1193 1,00 £ 0,55 1,01 £0,32 0,89 + 0,26 0,97 + 0,46
Verbenona 1245 4,85+ 2,22 3,14 £ 1,05 2,94 +1,28 3,77 £ 1,53
Ester
Acetato de bornilo 1302 0,10 £ 0,05 0,12 + 0,06 0,08 £ 0,03 0,21+ 0,20
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Tabla I11.1-16 (continuacién)

% ETo
COMPONENTES I.R. 80 (81) 60 (63) 40 (44) 20 (30)
Fenoles
Eter metilico de timol 1265 1,04 £ 1,19 0,10+£0,10 0,37 £ 0,53 0,51 £ 0,96
Eter metilico de carvacrol 1272 0,47 +0,47 0,23 +£0,29 0,11 +0,12 0,44 + 0,45
Timol 1308 31,55+3,67 2691+4,34 29,75+417 33,06 +8,79
Carvacrol 1314 2,04 £0,94 1,77 £ 0,42 1,91 +£0,28 1,80 £ 0,58
Epéxido
Oxido de cariofileno 1650 0,24 + 0,09 0,27 £0,13 0,19+ 0,05 0,21 +£0,10
Eter
1,8-Cineol 1076 2,12+ 2,77 1,16 £ 2,32 2,30+ 2,16 1,59 + 2,09

2P \/alores con distinto superindice en la misma linea presentan diferencias estadisticamente
significativas, de acuerdo con el test de la Menor Diferencia Significativa de Fisher (P < 0,05).

+ Desviacion estandar.
* Ideptificacic’)n tentativa.
I. R. Indices de Kovats (HP-5).

El timol, componente mas importante desde el punto de vista
comercial, alcanza con el 20% de la ETo un porcentaje medio que supera
a los conseguidos con el resto de tratamientos, contrariamente a lo
ocurrido los dos afios anteriores. En la Figura 1l11.1-9 se describe la
distribucion de las diferentes plantas, en funcién de la ETo, de acuerdo a
su contenido en timol. La grafica muestra la mediana (linea negra) y la
media (linea roja discontinua), asi como los percentiles 10, 25, 75 y 90,
representados como cajas verticales con barras de error. En esta figura
es posible apreciar que con el riego equivalente al 20% de la ETo, de
acuerdo con el valor de la mediana, la mitad de los tomillos recolectados
tienen un contenido en timol superior al 32%, muy semejante a lo que
ocurre con el 80% de la ETo.

Sin embargo, al observar el P75, encontramos que con el aporte
hidrico mas bajo, el 75% de las plantas presenta una concentracién de
este fenol igual o inferior al 40%, en tanto que en el caso del riego mas
elevado, el valor del mismo percentil nos situa en un porcentaje de timol
igual o inferior al 34%. Esto indica que una proporcion importante de

tomillos que han recibido el suplemento hidrico necesario para compensar
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el 20% de la ETo son mas ricos en timol que aquellos que han sido
regados mas abundantemente, por lo que parece que un escaso aporte
de agua es mas favorable para la sintesis de este componente, a pesar

de la ausencia de diferencias significativas entre tratamientos.

Thymus hyemalis (invierno 2004)

45 45
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Fig. Il1.1-9. Distribucion de las plantas segun su contenido en timol.

El peor resultado corresponde al 60% de la ETo, ya que con esta
cantidad de agua, el 50% de las plantas tiene una proporcion de timol

inferior al 25,11%, que es el valor de la mediana en este caso.

También es interesante advertir como, en este ultimo afo de
ensayo, los porcentajes medios determinados para el timol con cada
aporte hidrico resultan inversos al perfil seguido por el p-cimeno,
coincidiendo el maximo de uno con el minimo del otro (Figura 111.1-10). Al
tratarse de precursor y producto final, esto es lo que cabria esperar,
aunque el hecho no es tan evidente los dos afos anteriores, debido
probablemente a que al haber un mayor numero de muestras en 2004, se

ha atenuado el efecto de la variabilidad intraespecifica.
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Precursores/timol 2004
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Fig. 11.1-10. Estudio comparativo del comportamiento del timol y sus precursores, en
funcion del aporte hidrico.

Por ultimo, el carvacrol, cuya produccion se ve afectada por el riego
tanto en 2002 y 2003, presenta en 2004 unos porcentajes mas igualados,

de forma que ya no hay diferencias entre tratamientos.

Teniendo todo esto en cuenta, se puede afirmar que, si bien la
variabilidad intraespecifica y la climatologia influyen de nuevo en estos
resultados, es posible advertir una tendencia en los tomillos hacia el
equilibrio entre los distintos tratamientos, ya que, aunque en un principio
la respuesta de los plantas ante la modificacién de los suplementos
hidricos que reciben se traduce en una alteracion en la sintesis de
componentes volatiles, efecto que se hace patente en 2002, tales plantas
se readaptan a la nueva situacién, imponiéndose el condicionamiento
genético y logrando una sintesis de componentes relativamente estable,
sin influencias del riego, aunque la produccién de timol acaba viéndose
favorecida en esta especie por aportes de agua minimos.

La predisposicién observada, que conduce a la equivalencia entre
tratamientos, coincide con lo publicado por LozZiené y Venskutonis (2005),
trabajo en el que queda de manifiesto que una modificacion repentina de

las condiciones de crecimiento de Th. pulegioides puede afectar al perfil
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volatil de algunas de estas plantas, las cuales, transcurrido un tiempo,
recuperan una composicién similar a la que mostraban originalmente. La
conclusién alcanzada apunta a una composicion cualitativa estable del
aceite esencial de estos individuos, la cual estaria predeterminada

genéticamente.

B) Primavera.

Por lo que respecta a la primavera de 2004 (Tabla 111.1-17),
ninguno de los componentes considerados en dicha recoleccién ve

afectada su sintesis por el aporte hidrico recibido.

(E)-cariofileno, aloaromadendreno, valenceno y ©-cadineno,
hidrocarburos terpénicos mas complejos estructuralmente, tienden a
disminuir su concentracion respecto a invierno con todos los tratamientos
hidricos. El resto de los terpenos, en general, son mas abundantes en
primavera, aunque en algunos casos, como canfeno, verbeneno, o-
terpineno, p-cimeno, (E)-B-ocimeno, y-terpineno vy terpinoleno, el
porcentaje alcanzado en promedio en la segunda recoleccidon aumenta
respecto a la primera solo con determinados tratamientos. El p-cimeno, en
concreto, incrementa su proporcion en junio unicamente con el 40% de la
ETo.

(E)-hidrato de sabineno, alcohol que en invierno mejora su
respuesta con el aporte hidrico mas bajo, disminuye sus porcentajes en
primavera con dicho tratamiento, de manera que en la segunda
recoleccion las concentraciones estan mas igualadas y las diferencias

entre los distintos niveles de agua no son significativas.
En los aldehidos, se puede apreciar una tendencia a mejorar su

concentracion relativa respecto a la de invierno con el 40 y 20% de la

ETo, especialmente en el caso de geranial y perialdehido.
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Tabla l11.1-17. Composicién porcentual del aceite esencial de Th. hyemalis, quimiotipo timol, en
funcion del aporte hidrico (Primavera 2004).

% ETo
COMPONENTES l. R. 80 60 40 20
Hidrocarburos Terpénicos
a-Tujeno* 940 0,97 £ 0,22 1,08 £ 0,08 1,02+ 0,14 0,96 + 0,14
a-Pineno 949 3,43 +£2,95 1,91+ 0,36 2,77 £1,75 2,58 + 1,47
Canfeno 969 0,49 + 0,45 3,05 +1,97 0,92 + 0,86 1,90+ 1,90
Verbeneno* 976 0,08 + 0,05 0,08 + 0,04 0,10+ 0,05 0,14 £ 0,09
Sabineno 1001 0,22+ 0,17 0,21 +0,11 0,34 + 0,26 0,31+0,30
B-Pineno 1007 0,32+ 0,21 0,40 £ 0,25 0,44 + 0,31 0,41+0,34
Mirceno 1026 1,09 £ 0,39 0,95+0,17 0,96 + 0,06 1,11+ 0,41
a-Felandreno 1042 0,20 £ 0,06 0,18+ 0,03 0,21+ 0,03 0,19+ 0,02
a-Terpineno 1058 1,38 £ 0,50 1,43 + 0,38 1,54 + 0,25 1,23+ 0,22
p-Cimeno 1068 23,55+6,36 22,54+3,77 27,70+3,08 19,59 17,21
Limoneno 1073 1,64 £ 0,68 1,28 £+ 0,24 1,60+ 0,48 1,52 £ 0,27
(E)-B-Ocimeno* 1097 0,30+0,46 0,85+ 1,33 0,27 £ 0,55 0,98 +1,70
y-Terpineno 1109 12,01+4,86 13,26+5,80 13,44 2,60 9,63 £ 1,60
Terpinoleno + (E)-Oxido de linalol 1141 0,21 £ 0,04 0,25 £ 0,07 0,21 £ 0,05 0,20 £ 0,05
(E)-Cariofileno 1419 0,66 + 0,28 0,84 +0,18 0,52 + 0,30 0,47 £ 0,35
Aloaromadendreno 1465 0,06 + 0,01 0,09 + 0,02 0,07 £ 0,05 0,08 + 0,03
Valenceno 1510 0,31+0,18 0,34 £ 0,17 0,48 £ 0,27 0,40 £ 0,20
0-Cadineno 1553 0,12+0,05 0,13 £ 0,02 0,11+ 0,08 0,06 + 0,01
Alcoholes
1-Octen-3-ol 1009 0,13+0,09 0,31+ 0,09 0,15+ 0,13 0,22+ 0,14
(E)-Hidrato de sabineno 1116  0,49+0,10 0,64 + 0,21 0,76 £ 0,59 0,60 + 0,20
(Z)-Hidrato de sabineno* 1151 0,21 +0,17 0,24 + 0,10 0,17 £ 0,05 0,18 £ 0,07
Linalol 1152 1,92 +0,77 3,03+1,12 1,61+0,43 2,15+ 0,47
(E)-Pinocarveol 1186 0,17 £ 0,05 0,14 + 0,06 0,19 £ 0,09 0,23+ 0,09
(Z)-Verbenol 1189 0,67+0,45 0,54 + 0,20 0,77 £ 0,39 0,92 + 0,29
Borneol 1211 1,41+ 1,00 8,77 £ 5,23 2,61+242 6,22 + 6,32
Terpinen-4-ol 1220 0,73+0,27 0,63 £ 0,09 0,79+0,49 0,62 +£0,21
p-Cimen-8-ol 1227 0,17 £ 0,04 0,14 £ 0,04 0,24 + 0,04 0,20 + 0,09
a-Terpineol 1231 0,66 + 0,34 0,42 + 0,09 0,76 £ 0,52 0,70 £ 0,47
Espatulenol 1640 0,31+0,15 0,32+0,18 0,39 + 0,26 0,36 £ 0,13
Aldehidos
Mirtenal + Dihidrocarvona 1235 0,14+ 0,07 0,11+ 0,04 0,16 £ 0,05 0,17 £ 0,14
Decanal 1243 0,13 +0,09 0,11+ 0,06 0,21+0,14 0,22+0,19
Geranial + Perialdehido 1292 0,18+0,14 0,12 £ 0,06 0,15+ 0,04 0,19+0,10
Cetonas
3-Octanona 1019 0,08 £0,05 0,09 + 0,02 0,05 + 0,04 0,11+ 0,08
Alcanfor 1193 0,96 £+ 0,56 1,31+ 0,39 1,07 £ 0,22 1,57 £ 0,79
Verbenona 1245 417 +2,84 2,18+1,18 3,63 +1,53 4,32+ 1,08
Ester
Acetato de bornilo 1302 0,12+0,08 0,18+ 0,12 0,06 + 0,01 0,30+ 0,37
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Tabla I11.1-17 (continuacién)

% ETo
COMPONENTES l. R. 80 60 40 20
Fenoles
Eter metilico de timol 1265 0,60 +0,48 0,05+ 0,03 0,31 0,41 0,72 +0,97
Eter metilico de carvacrol 1272 0,30+ 0,17 0,40 £ 0,40 0,07 £ 0,04 0,12+ 0,07
Timol 1308 30,14+ 3,68 24,14+459 2294+484 28,34 +6,56
Carvacrol 1314 1,82+ 0,31 1,46 £ 0,34 1,63 £ 0,37 1,91 £ 0,54
Epo6xido
Oxido de cariofileno 1650 0,26 +0,17 0,27 £ 0,04 0,23 £0,06 0,21 +£0,13
Eter
1,8-Cineol 1076 2,79+ 3,80 1,37 £ 1,37 4,13 14,54 3,25+£4,40

@ Valores con idéntico superindice en la misma linea no presentan diferencias estadisticamente
significativas, de acuerdo con el test de la Menor Diferencia Significativa de Fisher (P < 0,05).

1 Desviacion estandar.

* Identificacién tentativa.

l. R. indices de Kovats (HP-5).

Y las cetonas muestran mejores promedios en la recoleccién de
junio si se aplica el aporte hidrico mas bajo. Por su parte, el acetato de
bornilo incrementa su presencia en el aceite esencial en primavera con

todos los tratamientos, salvo el 40% de la ETo.

El timol, por el contrario, es menos abundante en la recoleccion de
primavera, y el mejor promedio en esta recoleccion se obtiene con el nivel
de agua mas alto, aunque no es significativamente diferente del resto. En
este punto se debe mencionar que en primavera de 2002, el resultado
conseguido con dicho aporte hidrico es significativamente superior a los
alcanzados con los otros tratamientos.

Lo que ocurre es que este fenol ha incrementado su concentracion
en la segunda recoleccién de 2004 respecto a la de 2002 especialmente
con el 60, 40 y 20% de la ETo, por lo que los porcentajes obtenidos en
este tercer afio de ensayo estan bastante ponderados, compensandose

las diferencias observadas en 2002.
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En la Figura 11l.1-11 se puede apreciar el comportamiento de las

plantas en cuanto a la sintesis de timol en funcién del riego.

Thymus hyemalis (primavera 2004)

40 40
35 T L35
4 T L
04— T - 30
I - I

% timol

25 A r 25

20 A r 20

15 T T T T 15

% ETo

Fig. lll.1-11. Distribucion de las plantas segun su contenido en timol.

En este caso, con el menor suplemento de agua, el valor de la
mediana corresponde a una concentracion de timol del 28,8%, y con el
aporte hidrico mas elevado tal valor se situa en el 32,0%. Los resultados
obtenidos con el 60 y 40% de la ETo son semejantes, determinandose
para la mitad de las plantas en ambos tratamientos una concentracion de

timol igual o inferior al 25%.

Al igual que sucede con el timol, la sintesis de carvacrol no se

muestra afectada por el riego en 2004.

Se puede concluir, por todo ello, que la tendencia de las plantas
hacia el equilibrio entre tratamientos a medida que transcurre el tiempo
también se hace patente en primavera, por lo que en 2004, a diferencia

de 2002, la ausencia de diferencias significativas implica que no es
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necesario un aporte hidrico elevado para conseguir una buena calidad en

el aceite esencial.

Por otra parte, en 2004, de la misma forma que en el primer afo de
ensayo, se ha realizado un analisis comparativo con los componentes
volatiles mas abundantes, a fin de determinar si las diferencias entre las
concentraciones de invierno y primavera son o no significativas. Los

resultados de ese analisis se muestran en la Tabla I11.1-18.

Tabla 111.1-18. Analisis estadistico comparativo invierno/primavera 2004.

% ETo
Componentes 80 (81) | 60 (63) |40 (44) 20 (30)
Mirceno ND ND ND ND
p-Cimeno ND ND ND ND
y-Terpineno ND ND ND ND
(E)-Hidrato de sabineno ND ND ND ND
(Z)-Hidrato de sabineno ND ND ND ND
Linalol ND ND ND ND
Alcanfor ND ND ND ND
Borneol ND ND ND ND
a-Terpineol ND ND ND ND
Verbenona ND ND ND ND
Timol ND ND D ND
Carvacrol ND ND ND ND

D = Diferencias estadisticamente significativas entre estaciones (p < 0,05).
ND = No existen diferencias.

En la gran mayoria de componentes los resultados son
equiparables en las dos recolecciones, y el incremento en la
concentracion de timol en invierno respecto a primavera es soélo
significativo con el aporte hidrico equivalente al 40% de la ETo. Todo ello
confirma que, en este tercer afio de ensayo, también en primavera es

posible dedicar la cosecha a la obtencion de un aceite esencial de
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excelentes propiedades con un escaso riego, por lo que la segunda
cosecha que presenta esta planta en condiciones de cultivo es interesante

ya que asegura una produccion adicional de aceite y hoja al agricultor.

Como nota de interés, podemos incluir aqui un apunte sobre el
comportamiento especifico de algunas plantas en lo referente a la sintesis
de compuestos al cambiar de estacion. En concreto, se ha detectado que
el descenso en timol en la segunda recoleccion es muy acusado en
determinados casos, pudiendo reducirse incluso hasta la mitad, y en
algun individuo aumenta notablemente la presencia de linalol o borneol en

primavera, descendiendo la concentracion de timol.

Las condiciones ambientales y el hecho de realizar dos cortes al
afo afectan, por lo tanto, a la sintesis de componentes volatiles por parte
de estas plantas, siendo esto particularmente evidente en algunas de

ellas.

C) Evolucion de la influencia del riego en la sintesis de fenoles.

Dada la importancia que actualmente tienen los compuestos
fendlicos en el mercado de plantas aromaticas, estudiar el grado de
incidencia de las siegas periddicas sobre su produccion, es un punto
necesario para determinar el interés que pueden tener estas plantas para

ser consideradas como un cultivo rentable.

Para una correcta visualizacion de estos datos, se representan
graficamente, en funcion del aporte hidrico recibido por las plantas, los
porcentajes de timol y carvacrol detectados en los diferentes analisis
cromatograficos. Se han empleado con este fin aquellos tomillos para los
cuales se ha determinado un quimiotipo timol simple, cuyo perfil volatil se
muestra en las Tablas I1l.1-11, 11.1-12, Il.1-14, 1l.1-16 y lll.1-17.
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En la Figura 1l1l.1-12 aparece la evolucion de estos componentes

correspondiente a las recolecciones de invierno de Th. hyemalis.

Thymus hyemalis Thymus hyemalis

—e— 2002

40

35 4

30

25

20 ~

—a— 2003 3,0 —

—a— 2004

2,5

2,0

% carvacrol

—e— 2002
—a— 2003
—a— 2004

20 40 60 80 100 0 20 40 60 80
% ETo % ETo

Fig. lll.1-12. Evolucién de la sintesis de compuestos fendlicos (invierno).

El timol (Figura lll.1-12a) eleva en 2004 el promedio alcanzado
respecto a 2002 y 2003 con todos los tratamientos, excepto con el 60%
de la ETo. La subida es particularmente relevante en el caso del aporte
hidrico mas bajo, de forma que los porcentajes alcanzados por este fenol
en 2004 con el 20% de la ETo son significativamente superiores a los de
los dos afos precedentes. Esto es muy importante, ya que confirma que
el timol aumenta de forma manifiesta su presencia en el aceite esencial, a
medida que pasa el tiempo, cuando a las plantas se les suministra el riego
mas reducido.

Es interesante destacar que la tendencia observada en la grafica
correspondiente a este componente es practicamente opuesta en 2002 y
2004, lo que permite apreciar ciertamente la rectificacion progresiva de la

respuesta de estas plantas ante los distintos suministros de agua.
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En el caso del carvacrol (Figura 111.1-12b), los riegos equivalentes
al 80 y 60% de la ETo tienen un efecto comparable los tres afios de
estudio, pero los aportes hidricos mas bajos afectan a la sintesis de este
componente a medida que transcurren las cosechas, ya que los
resultados conseguidos en 2004 con el riego necesario para compensar el
40% de la ETo son significativamente superiores a los de 2002 y 2003, en
tanto que con el 20%, los porcentajes del ultimo afo mejoran

significativamente a los del primero.

En Th. hyemalis, la trayectoria seguida en cuanto a la produccion
de timol y carvacrol en funcion del riego, muestra un cierto paralelismo en
2002 y 2003, con valores que aumentan a medida que se incrementa el
riego hasta el 60% de la ETo, y descienden o se mantienen entre el 60 y
el 80%. En 2004, sin embargo, la tendencia cambia, invirtiéndose
claramente en el caso del timol, en tanto que el carvacrol modifica su
respuesta respecto a afos anteriores cuando la cantidad de agua se
eleva por encima del 40% de la ETo. Esto lleva a pensar que la sintesis
de ambos fenoles a partir de p-cimeno acaba viéndose favorecida con
suplementos hidricos escasos, ya que los porcentajes determinados en
2004 con niveles bajos de agua mejoran sustancialmente los de anos
anteriores. Si recordamos que a partir de 2003 ya no hay diferencias
significativas entre tratamientos en cuanto a la produccion de timol,
podemos concluir que en una plantacion establecida, un elevado aporte
hidrico no mejora la calidad de estos aceites, lo cual se hace patente ya

en el segundo afo de ensayo.

Por lo que respecta a la primavera, recoleccion que sélo se
considera en 2002 y 2004, la sintesis de timol (Figura 1ll.1-13a) no
muestra diferencias al comparar los valores de los dos afnos cuando a las
plantas se les suministran los mayores aportes hidricos, sin embargo, si
esos riegos se reducen hasta el 40 y 20% de la ETo, los resultados de

2004 son significativamente superiores a los de 2002.
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El carvacrol (Figura 111.1-13b) solo muestra diferencias entre los
dos anos con el riego equivalente al 40% de la ETo, con el que se
obtienen resultados significativamente mejores en 2004. Con el 20%,
aunque superiores en promedio en dicho afo, los porcentajes no son

manifiestamente distintos en las dos recolecciones.

Thymus hyemalis Thymus hyemalis

—e— 2002 25
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Fig. lll.1-13. Evolucién de la sintesis de compuestos fendlicos (primavera).

Analizado en detalle el quimiotipo timol, continuamos, de forma
mas resumida, con la exposicion del resto de quimiovariedades

encontradas en Th. hyemalis.

Quimiotipo fendlico, con timol < 20%

El segundo grupo que aparece en la Tabla Ill.1-15 lo componen
individuos con quimiotipo fendlico, pero con una concentracién de timol
que oscila entre el 12 y el 20%, inferior a la que presentan las plantas del
apartado precedente, y un contenido en carvacrol del 0,9 al 5,5%. Estos

tomillos suponen el 16,51% de la poblacion, y se caracterizan por mostrar
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altas concentraciones de los precursores p-cimeno y y-terpineno (hasta
un 45% con la suma de ambos), caracteristicas de los quimiotipos
fendlicos, pero también muestran porcentajes elevados de otros
componentes, como a-pineno (2,2-6,7%), canfeno (1,2-3,5%), 1,8-cineol
(2,3-7,4%), (E)-hidrato de sabineno (2,3-13,0%), (Z)-hidrato de sabineno
(2,8-8,1%), linalol (2,3-8,0%), borneol (2,4-11,4%), terpinen-4-ol (2,6—
7,0%), y verbenona (2,8-9,0%). La presencia en cantidades relativamente
altas de todos estos componentes origina un descenso en el porcentaje
de timol detectado por el cromatégrafo, aunque continua siendo el

componente mayoritario.

Quimiotipo fendlico, con timol < 20%, y precursores elevados

La tercera categoria esta constituida por plantas que manifiestan
igualmente quimiotipo fendlico, pero con una presencia dominante de
ambos precursores, especialmente p-cimeno. Estas plantas representan
un porcentaje del 7,34%, y en ellas el timol se encuentra en una
proporcion fijada entre el 10 y el 20%. Estos individuos se han
considerado en un grupo separado de los anteriores porque en ellos, la
suma de p-cimeno y y-terpineno supera el 50% del porcentaje de area,
pudiendo alcanzar casi el 70% en algun caso. El p-cimeno es el
constituyente mas abundante en estas plantas, mostrando una
concentracion que se situa entre el 30 y el 50%. El y-terpineno suele estar
en menor concentracion, oscilando entre 5 y 27%. Ambos terpenos
mantienen sus niveles elevados independientemente del estado
fenoldgico de la planta, por lo que parece que se trata de tomillos que no
son capaces de sintetizar altas cantidades de timol a partir de sus

precursores.
A modo de ejemplo, podemos ver la evolucion de una de estas

plantas en dos recolecciones diferentes: invierno de 2003 e invierno de
2004.
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Inv 03 Inv 04
Estado fenolégico FL-fr FL-FR
p-cimeno 57,2% 48,9%
y-terpineno 47%  9,4%
Timol 9,2% 13,8%

FL: floracion
FR: fructificacion; fr: fructificacion apenas iniciada

Como se puede apreciar, el contenido en timol varia levemente de
un afo a otro, incrementandose su cantidad en 2004, pero sin alcanzar
concentraciones elevadas. Es importante recordar que estas plantas se
deben recolectar cuando se encuentran en floracion-fructificacién, ya que
este es el estado fenolégico mas adecuado tanto en lo referente a la
produccion de biomasa como al rendimiento y calidad del aceite esencial
(Sotomayor, 1998; Jordan et al., 2006). Teniendo esto en cuenta, se
observa que los porcentajes de p-cimeno y y-terpineno se muestran
diferentes los dos anos. Tales diferencias pueden ser debidas a que la
planta se encontrase en 2003 en un momento mas temprano de su ciclo
fenolégico, habiendo trascurrido menos tiempo desde el inicio de la
fructificacion que en 2004 en el momento de su recoleccién, por lo que en
dicho afo la ruta que conduce a la sintesis de timol a partir de p-cimeno
se ha completado, de ahi el mayor contenido en el fenol, y el porcentaje
mas bajo de su precursor inmediato, y por otra parte, se esta comenzando

a sintetizar mas y-terpineno, preparando un nuevo ciclo.

Quimiotipo mixto a-terpineol/timol

Con este quimiotipo encontramos un 6,42% de la poblacion. Estas
plantas se caracterizan por presentar un porcentaje elevado de ambos
componentes, mostrando un perfil volatil que se puede resumir como se
presenta en la Tabla Il1l.1-19, en la que aparecen unicamente aquellos

constituyentes que en algun caso alcanzan una concentracién superior al
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1%, con los valores maximos y minimos que presentan entre las distintas

plantas.

Proporciones relativas de a-terpineol tan elevadas como los que se
muestran aqui no han sido detectadas por Sotomayor (1998), ni por Saez
(1996). Este ultimo autor encuentra cantidades relativas de este alcohol

que oscilan entre 0 y 16,1%.

Tabla 111.1—19. Composicion porcentual del aceite esencial de Th. hyemalis, quimiotipo
mixto a-terpineol/timol.

Componentes Concentracion (%)
a-Pineno 0,28 — 2,07
Mirceno 1,01 -1,73
a-Terpineno 1,14 - 2,35
p-Cimeno 11,44 — 25,01
Limoneno 0,81 -1,46
(E)-B-Ocimeno* 0,03 -2,09
y-Terpineno 6,25 — 14,65
(E)-Hidrato de sabineno 0,39 - 8,46
(Z)-Hidrato de sabineno* 0,11 -7,04
Borneol 0,31 -4,79
Terpinen-4-ol 0,34 - 5,49
a-Terpineol 15,12 — 28,68
Verbenona 1,82 -3,76
Eter metilico de carvacrol 0,04 - 1,05
Timol 15,19 — 22,65
Carvacrol 0,66 — 1,55

* |dentificacion tentativa.

Como se puede observar en la tabla precedente, los alcoholes (E)
y (£)-hidrato de sabineno, borneol y terpinen-4-ol también aparecen en
porcentajes relativamente altos en las plantas que poseen este
quimiotipo, aunque muestran una notable variacion entre los tomillos

analizados, oscilando entre cantidades minimas y concentraciones
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importantes. La verbenona, componente caracteristico de esta especie,

tiene igualmente una presencia marcada en estos aceites.

Quimiotipo linalol

Se presenta en el 5,50% de los casos, y ha sido determinado
también por Saez (1995b). Muestra como componente mayoritario este
alcohol, distinguiéndose entre un quimiotipo linalol puro, con cantidades
que pueden alcanzar hasta el 74% para este constituyente, y un
quimiotipo mixto linalol/acetato de linalilo. La designacion de un quimiotipo
u otro depende de las concentraciones relativas de ambos componentes.

El primero es mas frecuente, presentandose en cuatro de las seis
plantas que se han encontrado con esta variedad quimica, aunque
porcentajes de linalol que alcancen el 74% no son usuales, ya que solo lo

hemos encontrado en una de las muestras analizadas.

Los terpenos a-pineno y mirceno son también abundantes en estas
plantas, ademas de p-cimeno y y-terpineno, compuestos frecuentes en la

naturaleza aunque no se trate de quimiotipos fendlicos.

La cosecha de invierno proporciona el siguiente resultado:

Tabla 111.1-20. Composicidon porcentual del aceite esencial de Th. hyemalis, quimiotipo
linalol.

Componentes Concentracion (%)
a-Pineno 0,15-2,04
Mirceno 0,37 - 2,29
p-Cimeno 2,67 —-21,71
Limoneno 0,31-1,60
1,8-Cineol 0,01 —2,94
(E)-B-Ocimeno* 0,02 -1,29
y-Terpineno 1,22 -7,19
Linalol 22,89 — 74,27
Borneol 0,44 - 8,73
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Tabla 111.1-20 (continuacion)

Componentes Concentracién (%)
Terpinen-4-ol 0,16 — 1,52
a-Terpineol 0,18 - 6,03
Verbenona 0,70-5,44
Eter metilico de carvacrol 0,02 -1,34
Geraniol + Acetato de linalilo 0,09 - 26,89
Timol 2,21 -12,06
Carvacrol 0,08-1,18
Acetato de geranilo 0,02 -2,97
(E)-Cariofileno 0,27 - 1,93

* Identificacion tentativa.

Los tomillos con este quimiotipo recolectados en primavera ven

disminuido su contenido en linalol respecto a invierno.

Quimiotipo carvacrol

Las plantas que presentan este fenol como componente mas
abundante suponen el 3,67% de las analizadas. Este quimiotipo aparece

en plantas aisladas entre aquellas que contiene timol (Saez, 1995b).

Los fenoles estan ampliamente representados en el género
Thymus, con el timol como componente mas importante en la mayoria de
plantas, en tanto que el carvacrol aparece como constituyente mayoritario
en un numero bastante inferior de individuos. Su precursor comun p-
cimeno conduce a la sintesis de timol o carvacrol, que se suelen
encontrar juntos en la mayoria de las ocasiones, generalmente con la
dominancia de uno de ellos. El que predomine un componente u otro esta
controlado genéticamente, dependiendo de la activacion o inhibicion de
determinadas enzimas de la cadena biosintética de la que ambos son
productos finales (Stahl-Biskup, 1991).
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Los componentes mas destacados encontrados entre estas plantas

son:

Tabla I11.1-21. Composicion porcentual del aceite esencial de Th. hyemalis, quimiotipo
carvacrol.

Componentes Concentracion (%)
a-Tujeno* 0,85-2,14
a-Pineno 0,85-2,38
Canfeno 0,57 - 1,92
Mirceno 0,94 — 8,94
a-Terpineno 1,23 -2,23
p-Cimeno 11,67 — 26,45
Limoneno 0,67 -1,83
1,8-Cineol 0,02 -2,19
(E)-B-Ocimeno* 0,05 -2,22
y-Terpineno 7,63 -17,99
(E)-Hidrato de sabineno 0,40 — 3,86
(Z)-Hidrato de sabineno* 0,11 -6,38
Linalol 0,37 — 2,11
Alcanfor 0,63 —1,26
Borneol 1,83-6,43
Terpinen-4-ol 0,36 — 4,46
Verbenona 1,25 - 3,31
Eter metilico de carvacrol 0,22-1,42
Timol 0,35-4,79
Carvacrol 20,88 — 40,11

* Identificacion tentativa.

En la segunda recoleccion se aprecia en general un descenso en el

contenido de ambos fenoles, mas sefialada en el caso del timol.

Quimiotipo mixto, borneol/timol

Determinado en el 2,75% de las plantas analizadas, este quimiotipo

mixto se caracteriza por presentar una alta concentracion de ambos
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componentes, que en uno de los casos es bastante similar, en tanto que
en los otros dos tomillos encontrados con este quimiotipo el borneol es
mas abundante que el timol.

Los aceites de estas plantas muestran un perfil volatil que se
resume en la Tabla 11.1-22.

La presencia del precursor p-cimeno en estos aceites supera a la
del timol, y en una de las muestras, el linalol alcanza un porcentaje muy

similar al del fenol.

Tabla Il1l.1-22. Composicion porcentual del aceite esencial de Th. hyemalis, quimiotipo
mixto borneol/timol.

Componentes Concentracion (%)
a-Pineno 0,62 — 3,66
Canfeno 4,33 - 5,54
Mirceno 0,55-1,04
a-Terpineno 0,49 -1,94
p-Cimeno 10,00 — 24,58
Limoneno 0,89 -1,93
(E)-B-Ocimeno* 0,01 -1,93
y-Terpineno 3,49 - 11,44
(E)-Hidrato de sabineno 0,54 - 6,49
Linalol 0,82 -11,23
Alcanfor 1,69 —2,94
Borneol 14,72 -17,84
Terpinen-4-ol 0,83 -4,46
a-Terpineol 0,23-4,70
Verbenona 3,09-4,99
Eter metilico de timol 0,14 -1,30
Timol 9,79 -17,27
Carvacrol 0,98 -5,44

* |dentificacion tentativa.

Saez (1996), también encuentra niveles elevados de borneol (hasta
18,1%) en individuos con altas concentraciones de timol y, especialmente,

de ambos precursores fendlicos. Por su parte, Jiménez et al. (1989)

225



Resultados y Discusion/Th. hyemalis

apuntan a la existencia de una ruta biosintética preferente, cuyo producto
final serian los fenoles, y una segunda via que conduce a la formacién de

borneol.

Es interesante mencionar que en estas plantas, la relacion
borneol/timol varia en primavera respecto a invierno, desplazandose en la
segunda recoleccién hacia un mayor contenido en timol. Es posible, a
falta de mas ensayos, que en estos tomillos se active en primavera la
sintesis de timol en respuesta a la temperatura mas elevada de esta
estacién. Por eso pasaria de tener un quimiotipo mixto en invierno a un
quimiotipo simple en primavera, con el fenol como componente
destacado. En las plantas cuyo perfil se muestra en las Tablas Ill.1-16 y
[.11-17, que presentan en invierno y en primavera el timol como
constituyente mayoritario, éste disminuye su concentracion en la segunda
recoleccion, lo cual contradice lo anterior. Sin embargo, se debe
considerar que en primavera las plantas disponen de menos tiempo para
completar su ciclo fenologico, y la etapa de floracion-fructificacion, en la
que se suele encontrar el maximo contenido en timol, es mas corta,
acelerandose la entrada en plena fructificacion, por lo que la sintesis de
timol no puede alcanzar los porcentajes de invierno. Las plantas con
quimiotipo mixto, cuyo porcentaje de timol no es tan elevado en invierno,
si podrian alcanzar concentraciones mas altas de este componente en

primavera.

Quimiotipo mixto, linalol/timol

Estos tomillos representan el 1,83% de la poblacion analizada. En
ellos, también a-pineno, 1,8-cineol y borneol alcanzan valores elevados,
asi como terpenos menos volatiles, como (E)-cariofileno y valenceno.

En la Tabla 111.1-23, en la que se muestra el perfil volatil de las dos
plantas estudiadas, es posible observar que los porcentajes de linalol y
timol son bastante parecidos en los tomillos que manifiestan este

quimiotipo.
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Tabla I11.1-23. Composicion porcentual del aceite esencial de Th. hyemalis, quimiotipo
mixto linalol/timol.

Concentracién (%)

Componentes Muestral Muestra?2
a-Pineno 2,18 2,67
Canfeno 1,44 1,23
Mirceno 0,86 1,41
a-Terpineno 0,57 1,05
p-Cimeno 13,87 16,38
Limoneno 0,84 1,56
1,8-Cineol 12,58 5,38
(E)-B-Ocimeno* 0,05 1,47
y-Terpineno 4,52 9,78
Linalol 18,56 16,62
Alcanfor 1,36 1,06
Borneol 6,17 4,67
a-Terpineol 1,44 0,98
Verbenona 4,09 4,75
Eter metilico de carvacrol 1,16 1,20
Timol 15,02 16,50
Carvacrol 0,45 0,29
(E)-Cariofileno 0,95 2,07
Valenceno 1,03 0,65

* |dentificacion tentativa.

En primavera se pudo analizar de nuevo una de estas plantas
(muestra 2), advirtiéndose un marcado descenso en su contenido en
linalol (5,89%).También baja, aunque de forma mas ligera, el porcentaje
de timol (13,60%). El 1,8-cineol reduce igualmente de forma notable su
presencia en el aceite en primavera (0,02%), en tanto que se elevan las
concentraciones de (E)-hidrato de sabineno (de 0,40 a 1,56%), (Z)-hidrato
de sabineno (de 0,10 a 2,24%) y terpinen-4-ol (de 0,43 a 3,52%).
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Quimiotipo a-terpineol

Esta variedad quimica se presenta en un porcentaje de plantas
idéntico al anterior, 1,83%. En este quimiotipo, a diferencia del mixto a-
terpineol/timol, la concentracién del alcohol es claramente superior a la
del fenol.

La presencia de precursores fendlicos también destaca en estos
aceites esenciales, junto al linalol y 1,8-cineol, que pueden alcanzar una
proporcion superior al 4%. En la siguiente tabla se representa la
concentracion relativa de los principales constituyentes de las dos

muestras recolectadas.

Tabla 111.1-24. Composiciéon porcentual del aceite esencial de Th. hyemalis, quimiotipo a-
terpineol.

Concentracién (%)

Componentes Muestra 1 Muestra 2

a-Pineno 1,14 0,21
Mirceno 1,87 1,60
p-Cimeno 22,39 8,00
Limoneno 1,58 0,59
1,8-Cineol 4,06 1,95
(E)-B-Ocimeno* 1,60 3,11
y-Terpineno 7,34 7,85
Linalol 3,98 4,06
Borneol 2,34 2,67
a-Terpineol 30,95 48,73
Verbenona 3,77 0,72
Timol 5,38 11,36
Carvacrol 0,42 0,20

* Identificacion tentativa.

Plantas con este quimiotipo no pudieron ser recolectadas en

primavera.

228



Resultados y Discusion/Th. hyemalis

Quimiotipos cuyo porcentaje no supera el 0,92%

Los cuatro ultimos grupos de la Tabla 111.1-15 se van a considerar
en el mismo apartado, ya que su baja presencia en la poblacién puede
indicar que no se trata de variedades quimicas, sino de hibridaciones

puntuales con otras especies de tomillo.

e El quimiotipo 1,8-cineol ha sido encontrado en Th. hyemalis por
otros autores, como Cabo et al. (1986) y Cabo et al. (1987), que definen
este componente como el mas importante en plantas recolectadas en
Almeria y Granada, con un porcentaje que oscila entre 13,3 y 26,8%, en
funcién de la zona y la época de recoleccién. Parece, por lo tanto, que se
trata realmente de una variedad quimica definida, aunque no muy
frecuente en la zona del Campo de Cartagena, de donde proceden las

semillas empleadas en el presente estudio.

En los trabajos previos citados aparecen, ademas, cantidades
elevadas de mirceno (hasta 31,3%), linalol (hasta 7,3%) y alcanfor (hasta
20,9%). Esos mismos componentes no alcanzan concentraciones tan
elevadas en la muestra recolectada en nuestra parcela, detectandose
porcentajes de 1,27%, 0,56%, y 0,62%, respectivamente, para cada uno

de ellos.
En nuestro caso, el aceite esencial analizado se caracteriza por
una presencia importante de eucaliptol, ademas de a-pineno, a-terpineol y

timol, como puede verse en la tabla que se incluye en este apartado.

La distribucion de los componentes mas abundantes quedaria de la

siguiente forma:
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Tabla I11.1-25. Composicion porcentual del aceite esencial de Th. hyemalis, quimiotipo
1,8-cineol.

Componentes Concentracion (%)

a-Pineno 5,79
B-Pineno 2,17
Mirceno 1,27
p-Cimeno 19,53
1,8-Cineol 29,57
y-Terpineno 7,10
Borneol 2,58
a-Terpineol 8,60
Verbenona 1,41
Timol 8,80
Carvacrol 0,96

e E| quimiotipo mixto binario carvacrol/(E)-hidrato de sabineno
encontrado podria deberse a la introgresion con Th. baeticus, especie que
convive con Th. hyemalis. La planta en la que se determina este perfil
volatil se recolectd tanto en invierno como en primavera (Tabla I11.1-26).

La cantidad de carvacrol y sus precursores es semejante en las

dos recolecciones, con variaciones apenas resefables.

Tabla I11.1-26. Composicion porcentual del aceite esencial de Th. hyemalis, quimiotipo
mixto carvacrol/(E)-hidrato de sabineno.

Concentracion (%)

Componentes Inv. Prim.
a-Pineno 5,32 5,84
a-Terpineno 2,62 3,56
p-Cimeno 14,46 13,10
Limoneno 2,88 3,30
y-Terpineno 15,48 17,04
(E)-Hidrato de sabineno 10,09 4,69
Linalol 4,36 4,25
Borneol 3,62 2,59
Terpinen-4-ol 6,52 10,83
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Tabla [11.1-26 (continuacién)

Concentracién (%)

Componentes Inv. Prim.
Verbenona 6,14 4,69
Timol 0,19 0,15
Carvacrol 8,86 10,01

Por otra parte, esta planta ilustra la correlaciéon existente entre (E)-
hidrato de sabineno y terpinen-4-ol, con porcentajes que pasan de 10,1y
6,5%, respectivamente, en invierno, a 4,7 y 10,8% en primavera, es decir,
cuando uno de estos compuestos incrementa su presencia en el aceite, el
otro la reduce, por lo que parece confirmarse que terpinen-4-ol es

precursor de (E)-hidrato de sabineno (Sotomayor, 1998).

e Otro quimiotipo mixto, linalol/a-terpineol, se detecta también en
una sola planta, aunque los quimiotipos simples determinados por los dos
alcoholes por separado son mas abundantes. Los componentes mas

importantes en este tomillo son los que aparecen en la Tabla Ill.1-27.

Tabla I11.1-27. Composicion porcentual del aceite esencial de Th. hyemalis, quimiotipo
mixto linalol/a-terpineol.

Componentes Concentracién (%)
a-Pineno 2,13
p-Cimeno 9,62
y-Terpineno 6,42
(E)-Hidrato de sabineno 2,82
Linalol 19,08
Terpinen-4-ol 4,16
a-Terpineol 19,93
Verbenona 6,25
Timol 6,79
Carvacrol 0,44
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e Por ultimo, el quimiotipo mixto mirceno/hidrato de sabineno
presenta una concentracion destacada del terpeno, asi como de (E) y (2)-
hidrato de sabineno. Como se ha comentado anteriormente,
concentraciones tan altas de mirceno se han encontrado antes en Th.
hyemalis, por parte de Cabo et al. (1986) y Cabo et al. (1987), en plantas

ricas en 1,8-cineol.

Tabla I11.1-28. Composicion porcentual del aceite esencial de Th. hyemalis, quimiotipo
mixto linalol/hidrato de sabineno.

Componentes Concentracion (%)
a-Tujeno* 3,21
a-Pineno 6,64
Mirceno 20,76
p-Cimeno 5,78
Limoneno 2,83
1,8-Cineol 3,27
y-Terpineno 4,31
(E)-Hidrato de sabineno 7,69
(Z)-Hidrato de sabineno* 13,25
Terpinen-4-ol 5,68
Verbenona 4,65
Timol 3,33
Carvacrol 0,23

* |dentificacion tentativa.

Esta riqueza en quimiotipos justifica la importancia comercial de
este tomillo, ya que su variabilidad, asociada a una elevada actividad
antioxidante y antimicrobiana, le permite ofrecer numerosas opciones a
las diferentes industrias, que pueden seleccionar aquellas plantas que

respondan mejor a sus intereses.
En este sentido, se ha realizado un estudio de las propiedades

antioxidantes de los aceites esenciales de esta especie, empleando para

ello muestras pertenecientes a la recoleccion de 2004. Los resultados
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obtenidos varian en base al perfil volatii de cada muestra (Lax et al.,
2007).

Por lo que respecta al quimiotipo timol, se seleccionan los aceites
de tres plantas, en los cuales se observan porcentajes de este fenol del
46, 36 y 25%, determinandose para tales aceites una actividad
antirradicalaria (AA) del 60, 69 y 75% respectivamente, medida en base a
su capacidad de captacion del radical DPPH® (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo).
Como se puede ver, el poder antioxidante de estas sustancias no se
relaciona directamente con un alto contenido en timol, ya que la muestra
mas efectiva de las tres ensayadas es la que presenta una distribucién
mas homogénea de sus constituyentes, especialmente en lo que se
refiere al timol y su precursor p-cimeno.

Por otra parte, Rota et al. (2008) estudian las propiedades
antibacterianas de diferentes aceites esenciales, constando que el
procedente de Th. hyemalis, con un contenido en timol del 43%, resulta
ser el mas activo frente a bacterias que se trasmiten a través de los
alimentos.

Las cualidades de estas sustancias como agentes antimicrobianos
o0 antioxidantes se asocian generalmente a su contenido fendlico,
quedando de manifiesto que lograr el 6ptimo de eficacia requiere
concentraciones relativas de timol mas o menos elevadas en funcion de la

actividad realizada por dichas sustancias.

En el trabajo de Lax et al. (2007) aparecen reflejados también los
resultados obtenidos con otros quimiotipos descritos en Th. hyemalis.

El aceite esencial rico en carvacrol, con un contenido en dicho
componente del 21%, demuestra ser un excelente agente antioxidante, ya
que la AA medida en este caso es del 69%, lo que parece indicar que se
precisa un menor porcentaje de carvacrol que de timol, en los aceites con
quimiotipo fendlico, para conseguir un resultado equiparable. Sin
embargo, analizando la efectividad de ambos componentes en solitario, el
timol parece ser mejor antioxidante que el carvacrol (Yanishlieva et al.,

1999; Youdim et al.,, 2002). Esto confirma la existencia de relaciones
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sinérgicas entre los constituyentes mayoritarios de estas sustancias y
aquellos que se encuentran en menor proporcidon, favoreciendo estas
interacciones la eficacia de los aceites ricos en carvacrol.

Para el quimiotipo mixto borneol/timol, con porcentajes del 18%
para el alcohol y 12% para el fenol, se sefala igualmente una capacidad
de captacion del DPPH® del 69%. La planta estudiada revela ademas un
alto contenido en linalol (11%).

Con relacién a este alcohol, corresponde mencionar que la AA es
también elevada en aceites con quimiotipo mixto linalol/timol, estimandose
un valor de la misma del 67% en la muestra analizada. En dicha muestra
se detectan concentraciones relativas de linalol y timol del 19 y 15%
respectivamente, presentando también una cantidad de 1,8-cineol del
13%.

La efectividad disminuye en los tomillos con quimiotipo linalol puro.
Un porcentaje de este alcohol del 74%, con una proporcién de timol del
4%, manifiesta un poder de captacién del radical DPPH® del 41%. El
menor contenido fendlico es el principal responsable de este descenso.

Lo mismo ocurre con el a-terpineol, ya que aceites con un
porcentaje mayoritario de este alcohol (cercano al 49%) no son tan
buenos agentes antioxidantes como aquellos caracterizados con un
quimiotipo mixto a-terpineol/timol, con una cantidad relativa del 15% para
ambos componentes, y una AA del 58%, frente al 49% del quimiotipo

puro.

Para terminar, con los datos reflejados en este trabajo ha quedado
de manifiesto la necesidad de realizar una seleccién de estos tomillos
previa a la plantacién, tanto para generar plantas resistentes a las siegas
como para asegurar la calidad del aceite esencial y ofrecer un contenido
en timol, componente mas apreciado, adecuado a las exigencias del

mercado.
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. 1. THYMUS HYEMALIS.

A pesar del importante contenido fendlico que puede presentar su
aceite esencial, Th. hyemalis no se cultiva habitualmente con fines
comerciales, siendo su recoleccion en el monte la principal fuente de este
tomillo en el mercado de las plantas aromaticas, lo que supone una
dificultad a la hora de asegurar la calidad del producto presentado, debido
a la gran variabilidad que presenta esta especie. Dado su potencial
interés econdmico, se han establecido cultivos experimentales previos de
esta labiada por parte de Sanchez Gomez et al. (1989) y Sotomayor
(1998), ambos en condiciones de secano; y Sotomayor et al. (2001), en

regadio.

En el presente ensayo hemos comprobado que esta especie
produce dos cosechas anuales cuando se cultiva con regadio, ya que tras
realizar una primera siega en invierno, su momento natural de floracion,
se origina un nuevo ciclo de desarrollo de la planta que culmina en
primavera. Esto también puede ocurrir en plantas que crecen en estado
silvestre, aunque unicamente cuando se dan inviernos suaves Yy
primaveras lluviosas.

En general, las recolecciones de primavera generan menor
cantidad de biomasa y aceite esencial, siendo este aceite ademas, en

promedio, menos rico en compuestos fendlicos.

lll. 1. 1. EFECTO DE LAS SIEGAS SOBRE LA SUPERVIVENCIA DE
LAS PLANTAS.

En primer lugar, analizamos las marras ocasionadas con los
distintos tratamientos hidricos a lo largo de los tres afios que comprende
el ensayo (Tabla Ill.1-1). En esta tabla queda de manifiesto que
suministrar un escaso riego a esta especie favorece su asentamiento en

el terreno, dado que el porcentaje de marras observado el tercer afio de
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ensayo, con una cantidad de agua equivalente al 20% de la ETo, es

inferior al que nos encontramos en 2002, con menos cortes, en los otros

tres tratamientos.

Tabla 11l.1-1. Porcentaje de marras ocasionadas a lo largo de los tres afios de cultivo.

2002
2003
2004

% ETo
80 60 | 40 20
% marras
58 55 46 19
66 62 54 29
71 65 64 42

Estos mismos resultados se pueden apreciar graficamente en la

Figura Ill.1-1, donde estan representadas las plantas de Th. hyemalis que

han persistido por tratamientos y afos.

n° de plantas

Thymus hyemalis

135
120%
105%
90%
75%
60;
45—?

30

—e— 2002
—a— 2003
—a— 2004

20 40

60
% ETo

80 100

Fig. Ill.1-1. Namero de plantas vivas, en funcién de la ETo, encontradas en los tres afos
de estudio.
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Estas plantas han sido contadas siempre en los meses de verano,
tras la segunda recoleccion. Se debe recordar que el numero inicial de

plantas es de 140 por subparcela.

Como se puede distinguir en la figura anterior, tras cada
recoleccion hay un determinado numero de plantas que no consigue
rebrotar, siendo ademas evidente en cada afio que el numero de plantas
vivas disminuye a medida que aumenta la cantidad de agua aportada a la

plantacion.

lll. 1. 2. PRODUCCION DE BIOMASA.

Los datos de produccion reflejados en este apartado se refieren
especialmente a los Kg de material vegetal desecado obtenido a partir del

producto fresco recolectado en la parcela.

En primer lugar se exponen los resultados correspondientes a las
recolecciones de invierno de los tres anos que comprende el estudio, para

detallar a continuacion los rendimientos cosechados en primavera.

Los valores que se presentan entre paréntesis, tras cada
porcentaje de la ETo, corresponden a las cantidades reales de agua que
reciben las plantas, ligeramente diferentes de los valores propuestos,

como ha sido detallado en la seccion Material y Métodos.

1. 1. 2. 1. Invierno.

La Tabla Ill.1-2 muestra los rendimientos obtenidos en el invierno

de 2002, cuando han transcurrido casi dos afnos desde el momento de la

plantacion. Es importante recordar que esta es la cuarta recoleccion

efectuada a estas plantas, tras un primer corte realizado en diciembre de
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2000, a los siete meses de iniciarse el cultivo, y las siegas de invierno y

primavera de 2001. Los tratamientos de riego diferenciado comienzan a

aplicarse en julio de ese mismo ano.

Tabla 111.1-2. Valores de produccion, en funcién de la ETo, correspondientes a invierno de 2002.

% ETo
80 (81) 60 (63) 40 (44) 20 (30)
Kg MF/ha | 7.518,8 + 2.060,95 | 6.974,4 +2.043,33 | 6.596,9 + 946,51 5.751,6 £ 449,72
% MS 34,85 31,83 34,17 34,46
Kg MS/ha | 2.620,3 +£718,24 2.219,9 £ 650,39 2.254,2 + 323,42 1.982,0 + 154,97
% HS/MS 66,67 69,56 68,83 69,23
Kg HS/ha 1.747,0 £ 478,85 1.544,2 + 452 41 1.551,5 + 222,61 1.372,1 £ 107,29

+ Desviacion estandar.

Tras ocho meses en los que las plantas han estado recibiendo
diferentes aportes de agua, no existen diferencias estadisticamente
significativas entre los distintos niveles de riego en la produccion de
fitomasa, siendo también similares los porcentajes de materia y hoja
secas obtenidos con los cuatro tratamientos hidricos. Solo el porcentaje
de materia seca correspondiente al 60% de la ETo es ligeramente inferior

al resto.

En esta primera recoleccion efectuada tras el inicio del riego
diferenciado se observa, no obstante, que estas plantas tienden a elevar
su produccion de material en fresco a medida que aumenta la cantidad de
agua que reciben, pudiéndose superar los 7.500 Kg/ha cuando se riega
con el agua necesaria para compensar el 80% de la ETo. Sin el factor
limitante de la disponibilidad de agua, las plantas se pueden desarrollar
mas y mejor, compensando asi el menor numero de las mismas

encontrado respecto a riegos mas reducidos.
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En un trabajo experimental previo, desarrollado en secano,
Sanchez Gémez et al. (1989) obtienen para Th. hyemalis una produccién
en fresco de 3.178 Kg/ha transcurrido un afo desde la implantacion del
cultivo, y 3.376 Kg/ha en el segundo ano, resultados que corresponden a
una densidad de 25.000 plantas/ha.

Centrandonos en los kilos de hoja seca por hectarea, parametro
mas importante desde el punto de vista comercial de los contemplados en
este apartado, los mas de 1.500 Kg obtenidos, 1.300 en el caso del menor
aporte hidrico, son significativamente superiores a los alcanzadas por
Sotomayor (1998), con un rendimiento maximo, obtenido en el tercer afno
de cultivo en secano, de 808 Kg/ha para esta especie, con 25.000

plantas/ha.

Sotomayor et al. (2001), detallan en una publicacion los resultados
alcanzados tras la primera recoleccion efectuada a las plantas objeto de
esta Tesis, con un periodo de cultivo de tan solo siete meses. En dicha
recoleccion aun no ha comenzado a aplicarse el riego diferenciado,
recibiendo todas las plantas la cantidad de agua necesaria para
compensar el 60% de la ETo. El material en fresco obtenido para Th.
hyemalis en estas condiciones alcanza los 7.059 Kg/ha, con un
rendimiento en hoja seca de 1.200 Kg/ha. A pesar del temprano estado de
desarrollo de los tomillos en esta primera cosecha, el producto fresco
alcanza un valor similar al conseguido en 2002 con los riegos mas
abundantes. Sin embargo, el rendimiento en hoja seca en 2002 es
superior al citado en la mencionada publicacion, incluso con un menor
suministro de agua. Esto puede ser debido a que las plantas jovenes
presentan tallos mas herbaceos y un menor desarrollo de la estructura

foliar.
En la recoleccion de invierno de 2003 (Tabla 111.1-3) continuan sin

advertirse diferencias significativas en ningun caso, aunque se puede

constatar un cambio de tendencia el la produccién de fitomasa de esta
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especie, ya que el mejor resultado, en promedio, obtenido tanto para el
material en fresco como para la hoja seca por hectarea corresponde al

menor aporte hidrico, contrariamente a lo ocurrido en 2002.

Tabla 111.1-3. Valores de produccién, en funcién de la ETo, correspondientes a invierno de 2003.

% ETo
80 (81) 60 (63) 40 (44) 20 (30)
Kg MF/ha | 6.671,3+1.238,17 | 6.906,0 + 3.657,28 | 6.772,3+2.122,81 | 7.213,7 + 1.607,58
% MS 38,45 39,13 36,89 33,51
Kg MS/ha | 2.565,1+476,08 | 2.702,3+1.431,09 | 2.4983+78310 | 2.417,3+538,70
% HS/MS 47,99 51,11 57,03 61,56

Kg HS/ha | 1.231,0 + 228,47 1.381,2 + 731,43 1.424,8 + 446,60 1.488,1 + 331,62

+ Desviacion estandar.

En 2003 también se aprecian mayores diferencias entre los
porcentajes de materia seca relativos a los cuatro tratamientos de riego,
con valores mas bajos en los tratamientos que conllevan menor humedad,
contrariamente a lo que cabria esperar. Este comportamiento se explica
considerando que Th. hyemalis es un tomillo que se hace mas lefioso a
medida que transcurren las recolecciones, pero este efecto no es
perceptible con los suplementos hidricos mas escasos dado el menor
tamafo que generalmente alcanzan las plantas que disponen de poca
agua para su crecimiento. Sin embargo, el porcentaje de hoja seca
aumenta a medida que desciende la cantidad de agua que reciben las
plantas. En este afo, por lo tanto, con un bajo nivel de riego obtenemos
menor rendimiento en materia seca, pero un mayor porcentaje de la

misma corresponde a hoja.
La tendencia que empezaba a sugerirse en 2003 se hace patente

en 2004 (Tabla 1ll.1-4), cuarto afio de cultivo, en el cual la produccién

obtenida con el aporte hidrico mas bajo, tanto de material en fresco como
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desecado, es significativamente superior a la perteneciente a los
tratamientos de mas agua. El marcado incremento en la mortalidad de
estos tomillos que acompana a los riegos elevados, acaba influyendo

decisivamente en la productividad del cultivo.

Tabla 111.1-4. Valores de produccion, en funcién de la ETo, correspondientes a invierno de 2004.

% ETo

80 (81) 60 (63) 40 (44) 20 (30)
Kg MF/ha | 4.956,9+722,77°% | 6.245,6+986,27 % |7.164,8 + 1.606,54 % | 8.899,0 + 2.282,08 °
% MS 38,28 38,27 39,26 39,71
Kg MS/ha | 1.897,5+276,68° | 2.390,2+377,45° | 2.812,9+630,73% | 3.533,8 + 906,21 °
% HS/MS 62,10 61,52 64,39 63,87

Kg HS/ha | 1.178,3+171,82% | 1.470,4+232,20 % | 1.811,2+ 406,13 | 2.257,0 +578,80 °

2 b.¢ valores con distinto superindice en la misma linea presentan diferencias estadisticamente

significativas, de acuerdo con el test de la Menor Diferencia Significativa de Fisher (P < 0,05).
1 Desviacion estandar.

Los porcentajes de materia seca obtenidos con el 40 v,
especialmente, el 20% de la ETo, se elevan respecto al afio anterior, por
lo que la estructura lefiosa de Th. hyemalis se acentua también con el

paso del tiempo en condiciones de riego escaso.

Respecto a la hoja seca, se puede observar que los porcentajes
determinados en 2004 superan también a los de 2003 con todos los
tratamientos hidricos. En el ultimo afio de ensayo, suministrar a las
plantas una cantidad de agua que compense el 20 6 el 40% de la ETo
mejora significativamente el rendimiento en esta materia prima respecto al

resultado alcanzado con el 80%.
Si bien no se encuentran diferencias en ningun caso entre

administrar un riego equivalente al 40 6 al 20% de la ETo, es con este

ultimo tratamiento con el que se alcanzan los mejores promedios de
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produccion en esta recoleccion. Esta cantidad de agua, que en la practica
ha supuesto el 30% de la ETo, equivale a 370 mm anuales, solo
ligeramente superior a la pluviometria media de la zona en la que se han

cultivado las plantas, que es de 308,3 mm/ano.

Dado que la Region de Murcia es una zona con una manifiesta
escasez de agua, estos resultados son bastante positivos desde el punto
de vista del establecimiento de cultivos de esta especie de tomillo, ya que
queda demostrado que estas plantas pueden ofrecer un rendimiento

importante con unos requerimientos hidricos minimos.

Los resultados de 2003 y 2004 corresponden al tercer y cuarto aio
de cultivo, con una plantacién completamente establecida y madura, por
lo que parece que son estas las maximas producciones que se pueden

conseguir con las condiciones de cultivo descritas.

. 1. 2. 2. Primavera.

El comportamiento de las plantas en la segunda recoleccion anual
es distinto al encontrado en invierno, tanto en 2002 como en 2004.

En 2003 la parcela sufrio unas condiciones climaticas inusuales,
con temperaturas muy elevadas en mayo y junio, originando una floracion
precipitada en plantas con escasa masa vegetativa, por lo que se ha
decidido no incluir en esta memoria los resultados correspondientes a la

primavera de este afio.

Este tomillo ofrece un rendimiento sensiblemente inferior en la
cosecha de primavera, lo que se justifica facilmente teniendo en cuenta
que, tras dicha recoleccion, las plantas disponen de varios meses hasta la
siguiente cosecha, en invierno, para completar su ciclo vegetativo.

Cuando se procede a la siega de invierno, la nueva floracion se

produce tan solo tres meses despues, por lo que los tomillos tienen poco
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tiempo desde el corte anterior para desarrollarse. De ahi que, con
frecuencia, su aspecto morfolégico sea distinto al que presentan en
invierno, momento o6ptimo para la recoleccion de esta planta. En
primavera las plantas son en general mas pequefas, y con pocos tallos

que diferencian inflorescencias.

En los datos de produccion de la primavera de 2002 (Tabla 1ll.1-5),
no se aprecian diferencias significativas entre tratamientos, siendo por lo
tanto aparentemente indistinto regar con mas o menos agua. Sin
embargo, en esta segunda recoleccidon de 2002 se manifiesta una mayor
retencidbn de agua por parte de las plantas cuando reciben un riego
abundante, por lo que, aunque no es posible distinguir una tendencia
clara en cuanto al rendimiento en materia fresca, el porcentaje de materia
seca obtenido a partir de la misma es mayor en los tratamientos que
implican un menor aporte hidrico, especialmente en el equivalente al 20%
de la ETo. Esto conduce a la obtencidén de valores medios mas elevados

de producto desecado al aplicar dicho riego.

Tabla Ill.1-5. Valores de produccion, en funcién de la ETo, correspondientes a primavera de 2002.

% ETo
80 (81) 60 (63) 40 (44) 20 (30)
Kg MF/ha 4.242,8 + 865,90 4.244 .4 + 306,79 4.087,4 +1.115,95 4.274,6 +724,24
% MS 34,72 35,88 38,91 43,95
Kg MS/ha 1.473,1 + 300,64 1.522,9 + 110,07 1.590,4 + 434,22 1.878,7 + 318,31
% HS/MS 53,96 54,44 55,02 53,55
Kg HS/ha 7949 + 162,23 829,1 + 59,92 875,0 + 238,91 1.006,0 + 170,45

+ Desviacion estandar.

En 2004 tampoco se encuentran diferencias con significacion
estadistica (Tabla 11l.1-6), pero los resultados de este afo permiten
advertir una cierta disposicion en las plantas, ya que los mejores

promedios se obtienen con los riegos equivalentes al 60 y 40% de la ETo,
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siendo bastante sefalada esta tendencia en lo referente a la produccion

de hoja seca.

Tabla 111.1-6. Valores de produccién, en funcién de la ETo, correspondientes a primavera de 2004.

% ETo
80 (81) 60 (63) 40 (44) 20 (30)

Kg MF/ha | 3.397,2+876,97 | 4.341,7 +1.200,88 | 4.160,7 + 2.215,46 | 3.012,6 + 1.029,99

% MS 38,90 38,25 40,08 40,33

Kg MStha | 1.321,5+ 341,14 1.660,7+ 459,34 1.667,6 + 887,96 1.215,0 + 415,39

% HS/MS 43,79 48,80 51,16 53,72

Kg HS/ha | 578,7 149,39 810,4 + 224,16 853,1 + 454,28 652,7 + 223,15

+ Desviacion estandar.

Es interesante advertir que el porcentaje de hoja seca disminuye de
2002 a 2004 con todos los tratamientos, salvo con el correspondiente al
20% de la ETo, al contrario de lo que ocurre con el porcentaje de materia
seca, que aumenta de un afo a otro exceptuado dicho tratamiento. Es
decir, en 2004, de la produccidon en fresco se obtiene un mayor
rendimiento en materia seca, sin embargo, la cantidad de hoja obtenida a
partir de la planta desecada es inferior a la alcanzada el primer ano de

ensayo, excepto en el caso del menor aporte de agua.

De los datos de la segunda recoleccién de esta planta resulta mas
dificil extraer conclusiones, ya que en 2002 el efecto de los cuatro
tratamientos es muy semejante, y es en 2004 cuando aparece la
tendencia a mejorar la produccion con los suplementos hidricos
intermedios, lo cual se puede deber a diferencias en la climatologia de
ambos afios, o puede ser efectivamente resultado de la adaptacion de las
plantas a las condiciones de cultivo. No disponer de los datos de 2003
imposibilita verificar dicha tendencia.

No obstante, en términos generales, podemos concluir que en

primavera la cantidad de agua que reciben las plantas no afecta a la
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produccion de biomasa, aunque los resultados sugieren que en esta
segunda siega Th. hyemalis acaba respondiendo mejor con un suministro
de agua mayor del que requiere en invierno para alcanzar el éptimo de
produccion, muy probablemente para compensar la mayor temperatura a
la que estan expuestas las plantas en los meses primaverales. Este
mayor aporte hidrico seria el equivalente al 40 6 60% de la ETo, pero ya
que los riegos elevados incrementan la mortalidad de estas plantas, el

40% se revela como el tratamiento mas adecuado.

lll. 1. 2. 3. Comparativa invierno/primavera.

Una vez constatado el rendimiento en biomasa sensiblemente
inferior que ofrece esta planta en la segunda recoleccidén, en este

apartado determinaremos si tal descenso es o0 no significativo.

Tras comparar los datos de produccién mediante un ANOVA, se
comprueba que los resultados de invierno son, en efecto,
significativamente superiores a los de primavera en la mayoria de los
casos, como se aprecia en la Tabla Ill.1-7. Aplicar un tratamiento hidrico
u otro no compensa la menor productividad de las plantas en primavera,
especialmente en cuanto a la obtencién de hoja seca, parametro que

siempre es significativamente inferior en esta estacion.

Resulta interesante que, en 2004, con el riego equivalente al 40%
de la ETo, las diferencias en produccién de materia fresca y seca entre
invierno y primavera no son significativas. Esto puede explicarse por la
elevada desviacion estandar que presenta este tratamiento en la segunda
recoleccion (Tabla 111.1-6), lo que implica puntos de solapamiento con la

produccion de invierno.
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Tabla lll.1-7. Andlisis estadistico de las recolecciones de invierno y primavera.

Kg MF/ha Kg MS/ha Kg HS/ha
2002 2004 2002 2004 2002 2004
80 (81) D D D D D D
L_OJ 60 (63) D D ND D D D
s | 40(44) D ND D ND D D
20 (30) D D ND D D D

D = Diferencias estadisticamente significativas entre estaciones (P < 0,05).
ND = No existen diferencias.

[ll. 1. 3. RENDIMIENTO EN ACEITE ESENCIAL.

Esta seccion se refiere tanto al aceite esencial obtenido por
destilacién individual, en un sistema Clevenger, de las partes aéreas de
las plantas recolectadas para su analisis, como a la produccion por
hectarea de esta sustancia. En ambos casos, el rendimiento en aceite se
presenta respecto al peso seco, calculandose en base a los mililitros de
aceite obtenidos por gramos de planta seca destilados, y en litros por
hectarea al considerar la produccién de toda la parcela.

Al igual que en el apartado anterior, los primeros datos analizados
corresponden a las recolecciones de invierno, presentandose

posteriormente los resultados de primavera.

lll. 1. 3. 1. Invierno.

Con la recolecciéon de invierno, época natural de floracidén de esta
labiada, se obtienen en general los mejores rendimientos en aceite
esencial, tanto considerando las plantas individuales como la produccion

por hectarea.
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A) Destilacion de plantas individuales.

El aceite esencial de Th. hyemalis, de un caracteristico color
amarillo, puede alcanzar rendimientos de mas del 4% en algunas plantas,
habiendo encontrado individuos que superan el 5%. Siendo esta
sustancia el producto mas valorado de los obtenidos del tomillo, este
elevado rendimiento sitia a esta especie entre las mas interesantes
desde el punto de vista comercial, especialmente teniendo en cuenta que
su fenologia invernal convierte a esta planta en fuente unica de materias
primas, en una época en la que aun no han comenzado a florecer la
mayoria de los tomillos.

Otras especies de este género, como Th. mastichina (Salgueiro et
al, 1997a), Th. pectinatus (Vardar-Unli et al., 2003) o Th. lotocephalus
(Salgueiro et al., 2000a) presentan rendimientos medios sensiblemente

inferiores, alcanzando el 2,1, 1,8 y 1,1% (volumen/peso) respectivamente.

La elevada variabilidad intraespecifica encontrada en esta labiada
afecta notablemente a su rendimiento en aceite, por lo que el porcentaje
alcanzado varia mucho de unas plantas a otras, lo cual dificulta
determinar si el hecho de aplicar distintos tratamientos de riego influye
significativamente en la produccion de aceite esencial.

La presencia o ausencia de diferencias significativas se determina
mediante el analisis de la varianza, comparando los valores medios
obtenidos para las 12 plantas recolectadas en funcién de cada aporte
hidrico.

Con tales datos se elaboran las graficas que se presentan a
continuacién, correspondiendo los intervalos a la menor diferencia

significativa de Fisher, con un nivel de significacién del 5%.

En la Figura I1lIl.1-2 quedan reflejados los resultados que
proporciona Th. hyemalis en invierno de 2002, recoleccion en la que
recibir distintas cantidades de agua no parece afectar a la sintesis de

aceite esencial por parte de las plantas.
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Thymus hyemalis (invierno 2002)

5,4 =+

4,9

4.4 =+ =+

% AE/MS

3,9

3,4

20 40 60 80 % ETo

Fig. I1l.1-2. Rendimiento en aceite esencial, en funcion del riego, en invierno de 2002.

Los rendimientos obtenidos oscilan entre 3,6 + 0,43% y 4,6 £
1,15%. Se puede advertir que con el riego equivalente al 40% de la ETo
se consigue un resultado ligeramente superior, proporcionando el resto de

tratamientos unos valores muy homogéneos.

En 2003 sin embargo, tras dos afios de aplicacién del riego
diferenciado, el efecto del mismo sobre este parametro se hace evidente
(Figura Il1.1-3), encontrando que los tratamientos correspondientes al 60
y 40% de la ETo mejoran significativamente los resultados obtenidos con
el 80%, y que con el aporte de agua equivalente al 20% ETo se alcanza
un rendimiento superior a todos los demas.

En esta cosecha, los resultados se situan entre el 4,1 £ 1,18% del

menor aporte hidricoy el 2,1 + 0,50% correspondiente al 80% de la ETo.
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Thymus hyemalis (invierno 2003)

4,7
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Fig. 111.1-3. Rendimiento en aceite esencial, en funcién del riego, en invierno de 2003.

La recoleccion del invierno de 2004 (Figura 1ll.1-4) es distinta a los

dos afios anteriores, ya que con el fin de realizar un estudio de la

variabilidad encontrada en la composicion quimica de estas sustancias,

se elevd el numero de muestras analizadas respecto a 2002 y 2003,

recolectandose seis plantas por tratamiento en cada una de las cuatro

repeticiones.

Thymus hyemalis (invierno 2004)

4.4 =

4,1

3,8

% AE/MS

3,5

3,2

2,9

20

40

60

80

% ETo

Fig. lll.1-4. Rendimiento en aceite esencial, en funcion del riego, en invierno de 2004.
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En la figura precedente es posible apreciar que también en 2004
aparecen diferencias significativas entre tratamientos, obteniéndose con
el riego equivalente al 40% de la ETo un rendimiento en aceite
significativamente mejor al alcanzado con el 80%, en tanto que el 20% de
la ETo proporciona un resultado manifiestamente superior al 60 y al 80%.
Tales valores oscilan entre 4,1 £ 1,06% y 3,2 + 0,85%, logrados con el
menor y el mayor aporte hidrico respectivamente.

La diferencia con el afio anterior radica en que en 2004 resulta
indiferente regar con el 40 o el 20% de la ETo, mientras en 2003 el 20%
es significativamente mejor que el 40%. Esto puede ser atribuido al
aumento en el rendimiento determinado con este ultimo tratamiento en
2004 respecto al alcanzado en 2003, aunque en promedio, un riego
minimo resulta mas beneficioso para la produccidon de aceite también en
2004.

Observando las sucesivas recolecciones, los datos indican que
someter a estas plantas a un riego diferenciado influye en su produccion
de aceite esencial, aumentando significativamente la sintesis de esta
sustancia a medida que disminuye el agua que reciben las plantas. Esto
verifica que una de las razones que induce a la elaboracion de aceites por

parte de los tomillos es la defensa frente a la desecacion (Morales, 1989).

B) Produccion por hectarea.

Conocidos los rendimientos en aceite esencial alcanzados con las
plantas destiladas, se puede determinar la produccion por hectarea de
esta materia prima, aplicando los correspondientes porcentajes a los kilos

de materia seca obtenidos con los diferentes riegos.
Los resultados se presentan en la Tabla I1l.1-8, en la que figuran

los litros de aceite esencial obtenidos en las recolecciones de invierno de

los tres afnos de ensayo.
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Tabla 111.1-8. Valores de produccién de aceite esencial, en funcion de la ETo,
correspondientes a las recolecciones de invierno.

% ETo
80 (81) 60 (63) 40 (44) 20 (30)
o | 2002 95,4 + 26,14 80,8 + 23,67 103,9 + 14,91 73,4 +5,74
§ 2003 54,9 + 10,19 83,2 + 44,08 78,2 + 24,51 98,1+ 21,87
-

2004 61,5+ 8,96 ° 85,1+ 13,44 106,9 + 23,97 ° 145,6 + 37,34 ¢

2 b ¢y/alores con distinto superindice en la misma linea presentan diferencias estadisticamente

significativas, de acuerdo con el test de la Menor Diferencia Significativa de Fisher (P < 0,05).
+ Desviacion estandar.

En invierno de 2002 no se presentan diferencias significativas entre
los distintos niveles de agua, obteniéndose el mejor promedio de

produccion con el riego equivalente al 40% de la ETo.

En el trabajo que Sotomayor et al. (2001) publican acerca de los
resultados que proporcionan, tras soélo siete meses de cultivo, las plantas
empleadas en esta Memoria, la cantidad alcanzada con esta especie es
de 68,5 L/ha, con un riego equivalente al 60% de la ETo. Este valor es
inferior a los obtenidos en la primera recoleccion del presente ensayo con
cualquiera de los tratamientos hidricos aplicados, por lo que parece que a
medida que las plantas maduran, se optimiza su rendimiento en aceite

esencial.

En 2003 tampoco se aprecian diferencias significativas, aunque en
esta cosecha se advierte una tendencia a aumentar los valores medios de
produccion con el menor riego, debido al elevado contenido en aceite
esencial de las plantas a las que se suministra dicho tratamiento en este

ano (4,1 £ 1,18%). El peor resultado corresponde al 80% de la ETo.
Esta tendencia senalada en 2003 se evidencia en 2004, cosecha

en la que ya aparecen diferencias con significacion estadistica que

determinan que un riego elevado (80 y 60% de la ETo) conlleva una
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menor produccion de aceite esencial por hectarea, e incluso el
rendimiento obtenido con el 40% es significativamente inferior al que se
alcanza aplicando el aporte hidrico mas bajo, a pesar de que no existieran
diferencias significativas entre estos dos tratamientos en cuanto a la
cantidad de aceite que se extrae de las plantas destiladas, como se

aprecia en la Figura I11.1-4.

Estos resultados confirman que la obtencion de aceite esencial se
ve claramente favorecida aportando una cantidad de agua minima al

cultivo.

ll. 1. 3. 2. Primavera.

En este apartado, las graficas y tablas que presentan los resultados

se han realizado siguiendo los criterios descritos anteriormente.

A) Destilacion de plantas individuales.

Los rendimientos que se obtienen tras la destilacion en esta
segunda recoleccion anual se situan alrededor del 3%, superandose

raramente el 4%.

En primavera de 2002 (Figura lll.1-5), la prueba ANOVA no
aprecia diferencias significativas entre tratamientos, obteniéndose los
mejores resultados con los riegos necesarios para compensar el 20 (3,4 +
0,10%) y el 40% de la ETo (3,6 £ 0,60%). Este ultimo tratamiento
proporciona igualmente el mejor rendimiento en la recoleccidén de invierno

de este afio (Figura I11.1-2).
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Thymus hyemalis (primavera 2002)
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Fig. lll.1-5. Rendimiento en aceite esencial, en funcion del riego, en primavera de 2002.

Los resultados correspondientes a 2004, a pesar del aumento en el
namero de plantas muestreadas, tampoco presentan diferencias
significativas (Figura IIl.1-6), contrariamente a lo que ocurria en la
cosecha de invierno. Se debe aclarar que en primavera se pretendia
recolectar para su analisis las mismas plantas tomadas en invierno, sin
embargo, el numero de muestras resultd ser finalmente ligeramente
inferior, dado que algunos de los tomillos estudiados en marzo no
rebrotaron en junio.

Asimismo, en la segunda cosecha de 2004, no es posible distinguir
una tendencia concreta en cuanto al efecto que el riego diferenciado
pueda tener en la produccion de aceite esencial, lo que, junto a los
menores porcentajes alcanzados, constituye la principal diferencia con
los resultados de invierno de este ultimo afio, en los cuales si se observa
una manifiesta trayectoria descendente en rendimiento a medida que
aumenta la cantidad de agua que reciben las plantas. La explicacion se
encuentra en el efecto de la variabilidad intraespecifica, que se evidencia
mas en primavera debido al menor numero de plantas recolectadas

respecto a invierno.
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Thymus hyemalis (primavera 2004)
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Fig. 111.1-6. Rendimiento en aceite esencial, en funcion del riego, en primavera de 2004.

Sin embargo, al igual que ocurre en la primera cosecha anual, el
tratamiento que proporciona el mejor promedio en junio es el equivalente
al 20% de la ETo, con un rendimiento de 3,7 £ 1,23%. Y del mismo modo,
el peor resultado se obtiene con el riego ajustado para compensar el 80%
de la ETo.

De los datos expuestos se puede deducir que la sintesis de aceite
esencial por parte de Th. hyemalis acaba viéndose favorecida por un
escaso aporte hidrico también en su segunda cosecha anual, aunque la
elevada variabilidad intraespecifica presente en estas labiadas dificulta
apreciar con claridad este efecto, determinando la ausencia de diferencias

significativas entre tratamientos en primavera.
B) Produccioén por hectarea.
Los litros de aceite esencial conseguidos con las recolecciones de

primavera, al igual que ocurre con la produccion de biomasa, son

inferiores a los que se pueden alcanzar en invierno.
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La Tabla 111.1-9 muestra los resultados de las recolecciones de
primavera, apreciandose en 2002 diferencias significativas entre los
tratamientos correspondientes al 80 y 20% de la ETo, mejorando la
produccion con este ultimo.

Regar con el agua necesaria para compensar el 80% de la ETo
produce también una cantidad de materia seca ligeramente inferior, en
promedio, al resto de tratamientos en la primavera del primer afio de
estudio (Tabla 1ll.1-5), y, asimismo, el rendimiento en aceite esencial
obtenido por destilacion es también inferior con dicho aporte hidrico
(Figura 111.1-5), lo que explicaria las diferencias apreciadas con el 20% de
la ETo, riego que resulta ser el mas adecuado, dados los promedios

alcanzados, en esta cosecha.

Tabla 111.1-9. Valores de produccién de aceite esencial, en funcion de la ETo,
correspondientes a las recolecciones de primavera.

% ETo
80 (81) 60 (63) 40 (44) 20 (30)

2002 41,7+8,50° 48,0 +3,47 % 57,8 + 15,78 % 64,2 +10,88°

L AE/ha

2004 34,0 + 8,77 53,8 + 14,88 51,4 + 27,35 45,2 £ 15,45

2P v/alores con distinto superindice en la misma linea presentan diferencias estadisticamente
significativas, de acuerdo con el test de la Menor Diferencia Significativa de Fisher (P < 0,05).
+ Desviacion estandar.

En 2004, sin embargo, no hay diferencias significativas entre los
distintos niveles de agua, pero se aprecia la misma tendencia encontrada
en la produccion de fitomasa de este afo (Tabla Ill.1-6), ya que los
mejores promedios de produccion se alcanzan con los riegos equivalentes
al 40 y 60% de la ETo. Esto es lo que cabria esperar, teniendo en cuenta
que los litros de aceite esencial por hectarea se calculan en base a la
produccion de materia seca y al porcentaje de dicho aceite obtenido tras

la destilacion. Este porcentaje, algo mas elevado en las plantas que han
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recibido el aporte hidrico equivalente al 20% de la ETo (Figura I11.1-6),
determina un mejor promedio de produccion por hectarea para este

tratamiento respecto al correspondiente al 80%.

Asi pues, la produccion de aceite esencial en primavera tiende a
ser mas elevada con los tratamientos hidricos intermedios al hablar de
rendimiento por hectarea, dado que tal parametro va a depender de la
generacion de biomasa, que es mayor con dichos tratamientos. El mejor
resultado que proporciona el 20% de la ETo, tras la destilacién individual
de estos tomillos, no compensa la mayor produccion de materia seca que

se logra con el 40 y 60%.

[ll. 1. 3. 3. Comparativa invierno/primavera.
Comparando los resultados de produccion de aceite esencial de

invierno y primavera (Tabla 111.1-10), observamos que las diferencias

entre ambas estaciones no siempre presentan significacion estadistica.

Tabla 111.1-10. Andlisis estadistico de las recolecciones de invierno y primavera.

% AE/MS L AE/ha
2002 2004 2002 | 2004

80 (81) D D D D

,u_fj 60(63) | ND ND D D
< |40(44) | ND D D D
20(30) | ND ND ND D

D = Diferencias estadisticamente significativas entre estaciones (P < 0,05).
ND = No existen diferencias.

En 2002, las diferencias en cuanto al contenido en aceite esencial

de estas plantas, determinado por destilacién, sélo son significativas con
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el tratamiento hidrico correspondiente al 80% de la ETo. Los litros por
hectarea, sin embargo, resultan significativamente superiores en invierno
con los aportes de agua necesarios para compensar el 80, 60 y 40% de la
ETo.

El mejor rendimiento en materia seca del 20% en primavera (Tabla
[11.1-5), unido al descenso en produccidén de la misma en invierno con
este tratamiento (Tabla 111.1-2), justifican la no existencia de diferencias
significativas al comparar los litros de aceite esencial por hectarea

obtenidos en ambas estaciones con el menor aporte hidrico.

Respecto a 2004, los resultados de invierno son en general
significativamente superiores a los de primavera, salvo en los porcentajes
de aceite obtenidos de las plantas individuales con el 60 y 20% de la ETo,
tratamientos con los que se alcanza el mejor rendimiento, en promedio,
en la recoleccion de primavera de dicho afo, presentando ademas unos
intervalos de confianza bastante amplios, por lo que los valores

alcanzados se pueden solapar en ambas estaciones.

ll. 1. 4. EFECTO DEL RIEGO SOBRE LA EVOLUCION DEL CULTIVO.

Examinar el efecto de las sucesivas siegas sobre cada uno de los
aspectos que determinan el interés econémico de este género, es un
factor obligado porque aporta informacidon necesaria sobre la adaptacion
de estas plantas al cultivo. Por lo que respecta a la biomasa, el aspecto
mas interesante a examinar es la produccion de material vegetal
desecado, en tanto que el aceite esencial representa la materia prima
mas importante de las obtenidas de estas labiadas desde el punto de
vista comercial. Estudiar las tendencias de produccion a lo largo de los
tres afios de ensayo es fundamental como referencia para considerar el

interés de cada especie para ser cultivada.
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Para facilitar la interpretacion de la repercusion que las
recolecciones tienen sobre la sintesis de estos productos, se ha
considerado interesante realizar una representacion grafica de los datos
que aparecen en las Tablas Ill.1-2 a Ill.1-6, asi como [ll.1-8 y I11.1-9,
ademas de las Figuras 1ll.1-2 a Ill.1-6, con el fin de obtener una mejor
visualizacion de la evolucion de la plantacion, y efectuar un analisis de la
influencia de cada uno de los cuatro tratamientos de riego, de forma
independiente, sobre la produccién de fitomasa y aceite esencial a lo
largo del tiempo. Con ello se pretende confirmar la idoneidad de

determinados tratamientos sobre otros.

Se debe sefalar que en los resultados de cada afno, ademas del
numero de cortes que puedan haber sufrido las plantas, influye de manera
importante la climatologia. Sin embargo, es posible determinar
tendencias, bastante claras en algunos casos, que pueden aportar una
informacion basica sobre la evolucion de la plantacion en funcion del

aporte hidrico recibido.

lll. 1. 4. 1. Invierno.

Observando la grafica correspondiente al material desecado
(Figura lll.1-7a) se puede determinar el claro comportamiento que
presenta Th. hyemalis ante el efecto combinado del aporte hidrico y las
repetidas siegas: a medida que se suceden las recolecciones, y a pesar
del descenso en el numero de plantas viables, se origina un aumento en
los promedios de produccion de materia seca de 2002 a 2004 en los
tratamientos correspondientes al 20 y 40% de la ETo, ocurriendo lo
contrario con los de mayor aporte hidrico.

La prueba ANOVA aplicada a cada tratamiento por separado
concluye que las diferencias entre los tres afios no son significativas con
los riegos equivalentes al 80, 60 y 40% de la ETo, pero si son

sustancialmente diferentes los resultados obtenidos con el 20%, ya que el
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analisis estadistico interpreta la producciéon del afio 2004 con este aporte
de agua como significativamente superior a las de 2002 y 2003, que
formarian un grupo homogéneo.

Centrandonos en el 40 y especialmente en el 20% de la ETo, el
aumento en la produccidén que se observa con el tiempo se debe a que, si
bien el numero de plantas vivas por subparcela desciende a lo largo de
los tres anos de estudio, cabe pensar que las plantas supervivientes se
adaptan bien a este bajo aporte hidrico y, al tener menos competencia por
los recursos, pueden alcanzar mayor tamafo respecto a afios anteriores,

por lo que se produciria ese aumento de fitomasa.

Respecto a la produccion de hoja seca por hectarea (Figura I11.1—
7b), los analisis estadisticos determinan los mismos resultados anteriores:
no hay diferencias con el 80, 60 ni 40% de la ETo entre los tres afos,
pero si las hay con el 20%, tratamiento que, segun el test de Fisher,
presenta un rendimiento en hoja significativamente superior en 2004.

Acerca del cambio de tendencia advertido entre 2002 y 2003
respecto a la figura que refleja la evolucién del material desecado, se
debe considerar que el porcentaje de hoja seca alcanzado en el segundo
ano de ensayo, como se aprecia en la Tabla I11.1-3, es mas bajo que el
conseguido en 2002 y 2004 (Tablas 1ll.1-2 y Ill.1-4) con todos los
tratamientos hidricos. Esto justifica la produccion mas baja de esta
materia prima en 2003, si la comparamos con el rendimiento en materia

seca.
Para estudiar el aceite esencial, analizaremos en primer lugar el

rendimiento en aceite obtenido por destilacion, directamente de las

plantas recolectadas (Figura Ill.1-7c).
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Realizada la prueba ANOVA a los datos de cada tratamiento por
separado, se determina que no existen diferencias significativas entre los
tres afos con los riegos equivalentes al 60 y al 20% de la ETo, con un
nivel de significacion del 5%. Si las hay, sin embargo, cuando se analizan
los valores alcanzados con el 80 y 40%. Con ambos aportes hidricos, los
resultados de 2003 son significativamente inferiores a los de 2002 y 2004,
que no presentan diferencias entre si.

Por otra parte, si nos centramos en el aporte hidrico mas bajo
(20%), se observa que el rendimiento obtenido es bastante similar en los
tres anos, con un ligero aumento del promedio de 2002 a 2004 aunque,
como se ha dicho, sin significacion estadistica. En el resto de
tratamientos, los promedios de 2002 son mejores que los de los afos
siguientes, siendo mas parecidos a los de 2004, probablemente por las

condiciones climaticas un tanto atipicas de 2003.

Al contemplar la evolucion de los litros de aceite producidos por
hectarea (Figura Il1l.1-7d), es posible advertir que, al igual que ocurria con
el rendimiento de las plantas individuales, en el caso del riego equivalente
al 20% de la ETo la produccion aumenta de un afio a otro, revelando
ademas el analisis estadistico de los datos que con este minimo aporte
hidrico existen diferencias significativas entre los tres afos, ya que la
productividad alcanzada en 2004 es significativamente superior a las de
2002 y 2003, analogamente a lo que sucede con la generacion de materia
seca. Por el contrario, con el 80% de la ETo la cantidad de aceite
conseguida en 2002 es significativamente mas elevada que las de 2003 y
2004, debido a que en dicho tratamiento se suman la menor produccion
de materia seca de 2004 respecto a los otros dos anos, y el bajo
rendimiento obtenido por destilacion en 2003 (2,1% en promedio frente a
3,6% de 2002 y 3,2% de 2004), determinando ambos factores el
descenso en cuanto a litros de aceite por hectarea alcanzados los dos
ultimos afos.

Los tratamientos intermedios tendrian un efecto similar a lo largo

de las tres recolecciones.
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Analizando todo lo expuesto, es un hecho que, con el transcurso
del tiempo, Th. hyemalis se adapta mejor a condiciones de cultivo que
impliquen un escaso aporte de agua, siendo perjudicial para la planta
someterla a un riego abundante. Esta tendencia es especialmente

perceptible en 2004.

Por otra parte, a la vista de estos resultados, cabe plantearse le
modificacion del marco inicial de plantacion, ya que tanto en lo referente a
produccion en fresco como en seco, los mejores rendimientos se
consiguen con el riego equivalente al 20% de la ETo en 2004, superando
a los de afos anteriores, con mayor numero de plantas. Considerando
que el numero inicial de plantas es de 140 por subparcela, y que las
marras correspondientes a dicho tratamiento en ese ano alcanzan el 42%,
los individuos que han persistido en las correspondientes subparcelas
rondarian un promedio de 82, cantidad que seria suficiente para un buen
rendimiento de la plantacion, y que, extrapolando a hectareas,
proporciona una densidad de plantas de aproximadamente 53.000/ha,
sensiblemente inferior a las 89.400 propuestas originalmente en el
ensayo. Esto es muy importante, ya que con un numero inferior de
plantas, disminuyen los costes iniciales del cultivo, y se facilitan las
labores agricolas, sin que exista, como se ha comprobado, ninguna
merma en la produccion. Pero es también importante sefalar que esto
solo seria posible partiendo de plantas seleccionadas, resistentes a las

siegas, como las que subsisten en 2004.

lll. 1. 4. 2. Primavera.
La evolucion que presentan estas plantas en los tres afios de

estudio en lo referente a las recolecciones de primavera ofrece unos

resultados distintos a los encontrados en invierno (Figura 111.1-8).
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Acerca de la produccidon de materia seca (Figura Ill.1-8a), la
prueba ANOVA detecta diferencias con el aporte hidrico mas bajo (20%
ETo), significativamente superior en 2002 respecto a 2004, al contrario
de lo que ocurre en la primera recoleccion anual. El resto de tratamientos
afecta de la misma forma los dos afios también en primavera.

Las diferencias encontradas en el caso del riego mas escaso se
pueden explicar, por una parte, por el menor porcentaje de materia seca
obtenido a partir del tomillo fresco en 2004 respecto a 2002, en tanto que
con el resto de tratamientos aumenta dicho porcentaje. Pero, por otra
parte, es igualmente posible que en primavera la productividad se vea
afectada por el descenso en el numero de plantas viables que se aprecia
afo tras afo, las cuales, con el 20% de la ETo, pasan de un promedio de
113 en 2002 a 82 en 2004 y, al no alcanzar las plantas un gran tamafio en
la segunda recoleccién anual, no es posible compensar la produccién

COMmo ocurre en invierno.

Por lo que respecta a la hoja seca (Figura 111.1-8b), los
rendimientos conseguidos en 2002 y 2004 también difieren de forma

significativa unicamente con el 20% de la ETo.

En cuanto al aceite esencial, el analisis estadistico del contenido en
esta sustancia entre las plantas recolectadas en primavera (Figura IIl.1-
8c), no aprecia diferencias significativas al comparar los valores obtenidos

con cada tratamiento en 2002 y 2004.

Finalmente, extrapolando a litros de aceite esencial por hectarea
(Figura 111.1-8d), tampoco se aprecian diferencias al comparar los datos
de los dos afos en ningun caso. La tendencia de ambos afos es similar a
la encontrada en la produccion de materia seca, aunque se observa que
con el 40% de la ETo los litros de aceite esencial alcanzados, en
promedio, son ligeramente inferiores en 2004 respecto a 2002, al
contrario de lo que sucedia con el producto desecado. Esto se debe a

que, en la primavera de 2004, el contenido medio en aceite esencial de
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las plantas regadas con este tratamiento es de los mas bajos (Figura
[11.1-6), y al aplicar ese porcentaje a los kilos de materia seca, se reduce
ligeramente la produccion por hectarea de estos aceites respecto al
primer afo de ensayo.

También se puede comentar la evolucién advertida con el 20%
ETo, riego con el que el rendimiento conseguido al destilar, el mas
elevado en promedio en la segunda cosecha de 2004, atenua las
diferencias que encontrabamos entre los dos afos con el mencionado
tratamiento al analizar la produccién de material desecado, de forma que
en lo referente a litros de aceite por hectarea, tales diferencias no son

significativas.

A la vista de estos datos, aunque con las oportunas reservas, dado
que faltan los datos de 2003, podemos confirmar que a medida que se
suceden las cosechas, la segunda recoleccion de Th. hyemalis se ve
favorecida si el riego aportado al cultivo se eleva respecto al invierno,
siendo el 40% de la ETo el suplemento hidrico mas aconsejable. Los
extremos, tanto por defecto como por exceso de agua, perjudican a la

produccion de esta planta en primavera.

lll. 1. 5. PERFIL CROMATOGRAFICO DEL ACEITE ESENCIAL.

Las propiedades beneficiosas que muestran estos aceites se
fundamentan en su composicion quimica, siendo por lo tanto este dato el

mas importante a la hora de valorar econédmicamente estas sustancias.

Actualmente, de los distintos constituyentes presentes en los
aceites esenciales, son los compuestos fendlicos los mas cotizados por
las diferentes industrias que utilizan estas sustancias como materia prima,
especialmente timol y carvacrol, ya que tales constituyentes han
demostrado ser los mas activos en la mayor parte de los ensayos

realizados.
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Es precisamente en la composicion de estos aceites donde se
hace mas patente la gran variabilidad intraespecifica que presentan estas
labiadas. La constatacion de este hecho en las recolecciones de 2002 y
2003 nos llevd a duplicar el numero de muestras analizadas en 2004, con
el fin de plantear un estudio en profundidad de los distintos perfiles
volatiles que se pueden encontrar en estas plantas. Se debe sefalar que
estas variaciones son siempre cuantitativas, ya que en general, los
aceites esenciales de las plantas de este género son cualitativamente
muy semejantes, siendo las cantidades relativas de los constituyentes lo
que determina su calidad.

De esta forma, este apartado se va a abordar considerando por
una parte las recolecciones de 2002 y 2003, con cuyos datos se analiza el
efecto de las distintas condiciones hidricas sobre la calidad de los aceites;
y por otra parte se exponen resultados de 2004, recoleccion en la que se
estudia la variaciéon en las proporciones relativas de los componentes del
aceite entre las distintas plantas.

Las muestras de aceite esencial extraido de las plantas
recolectadas son analizadas mediante Cromatografia de Gases vy
Espectrometria de Masas, proporcionando los datos que se exponen en
las diferentes tablas presentadas en este apartado. Tales tablas se
realizan comparando, con la prueba ANOVA, los resultados obtenidos con
los cuatro tratamientos hidricos. Si con dicha prueba se concluye que
recibir mas o menos cantidad de agua afecta al perfil volatil de estos
aceites, se realiza el Test de Fisher para determinar, en cada caso,
aquellos tratamientos que resultan significativamente diferentes de los

demas.

lll. 1. 5. 1. Efecto del riego sobre la composicién quimica del aceite

esencial.

En Th. hyemalis, arbusto endémico del Sudeste Ibérico, la

variabilidad intraespecifica es particularmente notoria, ya que esta planta
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ha resultado ser la mas compleja desde el punto de vista quimico de las
incluidas en esta Memoria. Esta variacion comporta la existencia de
diferentes quimiotipos dentro de la especie. Es oportuno recordar aqui el
concepto de quimotaxonomia, clasificacion de las plantas en funcion de la
composiciéon quimica de sus aceites esenciales, de forma que los
componentes mas abundantes de cada aceite determinan los distintos

taxones quimicos o quimiotipos.

Por lo que se refiere al presente ensayo, los analisis
cromatograficos realizados al aceite esencial de Th. hyemalis han
establecido un quimiotipo fendlico, con el timol como principal

componente, para una proporcion mayoritaria de las plantas analizadas.

Esto coincide con lo encontrado por Saez (1995b) en su
publicacion sobre esta especie, en la cual afirma que el quimiotipo timol
es el mas representado en las formaciones vegetales en las que Th.
hyemalis es predominante, y no existen interacciones con otras especies.
Igualmente, Jiménez et al. (1989) determinan el caracter claramente
fendlico de esta planta en un estudio llevado a cabo en cinco
localizaciones de la provincia de Almeria. Por su parte, Stahl-Biskup
(1991), en su revisidn sobre la composicion quimica de los aceites
esenciales en el género Thymus, incluye también a esta especie entre
aquellas que contienen fenoles. Sin embargo, Cabo et al. (1987),
encuentran 1,8-cineol como componente mas importante en plantas
recolectadas en la Sierra de Alfacar (Granada), apareciendo los fenoles
en concentraciones inferiores al 3% en la mayoria de los analisis
practicados, por lo que en este trabajo se clasifica a Th. hyemalis como

tomillo “no fendlico”.

Dada la presencia dominante de timol en esta labiada, el estudio
de la repercusion de los distintos niveles de riego sobre la composicion
quimica de su aceite esencial se lleva a cabo unicamente sobre este

quimiotipo, descartandose para la realizacion de las correspondientes
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tablas, tanto en 2002 como en 2003, aquellas plantas cuyo analisis

cromatografico determina un quimiotipo distinto.

El examen del perfil volatii de esta especie ha permitido la
identificacion de un total de 105 componentes, incluyendo 31
hidrocarburos terpénicos, 25 alcoholes, 14 aldehidos, 13 cetonas, 12
ésteres, seis fenoles, tres epoxidos y un éter, los cuales suponen
aproximadamente el 97,3% de los constituyentes detectados por el

cromatografo.

De ellos, 64 son descritos por primera vez en esta variedad de

tomillo, incluyendo:

e Hidrocarburos terpénicos: m-xileno, tricicleno, verbeneno, a-
copaeno, a-gurjeneno, calereno, a-humuleno, elemeno, B-selineno,
valenceno, a-muuroleno, y-cadineno, &-cadineno.

e Alcoholes: butanol, 3-metil-3-buten-1-ol, 3-penten-2-ol, 3-metil-2-
buten-1-ol, (Z)-3-hexen-1-ol, (E)-2-hexen-1-ol, hexanol, 1-octen-3-
ol, 3-octanol, (Z)-hidrato de sabineno, (E)-pinocarveol, (E)-verbenol,
isoborneol, p-cimen-8-ol, carveol, nerol.

e Aldehidos: (E)-2-butenal, pentanal, hexanal, furfural, (E)-2-hexenal,
heptanal, benzaldehido, nonanal, decanal, perialdehido.

e Cetonas: 3-hexanona, 3-heptanona, 3-octanona, [-tujona,
pinocarvona, dihidrocarvona, carvona, timoquinona, (Z)-jasmona,
a-ionona, B-ionona.

o Esteres: acetato de etilo, butirato de metilo, butirato de etilo,
acetato de bencilo, caprilato de etilo, acetato de timilo, acetato de
nerilo, caprilato de butilo.

e [enoles: éter metilico de timol, éter metilico de carvacrol, eugenol,
(E)-isoeugenol.

e Epoxidos: (Z)-0xido de linalol, (E)-6xido de linalol.
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Muchos de estos compuestos han sido identificados en otras
especies del género Thymus, como Th. vulgaris, Th. zygis, Th.
pulegioides, Th. serpyllum, Th. satureioides, Th. praecox Th. broussonetii,
Th. maroccanus, Th. pallidus, Th. granatensis, Th. orospedanus, Th.
chamaedris, Th. carnosus, Th. serpyllum, Th. quinquecostatus, Th. funkii,
Th. aestivus, Th. baeticus, Th. camphoratus, y Th. sibthorpii (Nijssen et
al., 1996).

Para presentar los resultados obtenidos con los diferentes
suplementos hidricos, expondremos en primer lugar los resultados de los
analisis efectuados a las plantas recolectadas en invierno de 2002 (primer
afo de ensayo); posteriormente, los datos de primavera de ese mismo

ano; y por ultimo, la composicion obtenida en 2003.

Ill.1.5.1. 1. Invierno 2002.

Al examinar los datos debe tenerse en cuenta la gran variabilidad
quimica presente en estas plantas, capaz de enmascarar en muchos
casos el efecto que el riego diferenciado pueda tener sobre las
concentraciones relativas de los constituyentes del aceite.

La Tabla 111.1-11 muestra el perfil volatil de las plantas analizadas
en invierno de 2002. Los componentes en los que los analisis estadisticos
han detectado diferencias significativas en sus concentraciones relativas
en funcién del riego recibido son: a-tujeno, mirceno, a-felandreno, As-
careno, y-terpineno, a-gurjeneno, aloaromadendreno, elemeno,
valenceno, a-muuroleno, y-cadineno, &-cadineno, butanol, hexanol, m-
xileno, linalol, isoborneol, p-cimen-8-ol, a-terpineol, carveol, nerol,
citronelol, geraniol, acetato de linalilo, espatulenol, (E)-2-hexenal,
heptanal, nonanal, mirtenal, dihidrocarvona, decanal, cuminaldehido,
neral, carvona, 3-octanona, alcanfor, pinocarvona, verbenona, (Z2)-
jasmona, B-ionona, acetato de bencilo, caprilato de etilo, acetato de

terpenilo, acetato de timilo, timol, carvacrol y (Z)-6xido de linalol.
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El componente mayoritario es timol, con altos niveles de los
precursores p-cimeno Yy y-terpineno. Recordemos que la secuencia que

acaba en la sintesis de timol o su isémero carvacrol es:

y-terpineno — p-cimeno — timol/carvacrol

Las concentraciones de ambos terpenos no cambian de acuerdo
con las variaciones de sus correspondientes productos fendlicos, lo cual
puede ser atribuido a la mencionada variabilidad intraespecifica (Saez,
1995b). Segun este autor, la presencia en cantidades importantes de
componentes como cineol, borneol o a-pineno se debe a interacciones

con otras especies de tomillo, como Th. vulgaris o Th. baeticus.

Con relacién a los hidrocarburos terpénicos, los que se han
identificado en mayor concentracién, ademas de p-cimeno y y-terpineno,
son a-tujeno, a-pineno, canfeno, a-terpineno, limoneno, (E)-cariofileno,
mirceno y valenceno.

El comportamiento de los terpenos en base al aporte hidrico no es
igual en todos los casos. La sintesis de algunos de ellos parece verse
perjudicada con un riego minimo, como ocurre con Ajs-careno, que
presenta un porcentaje significativamente inferior cuando la planta recibe
el agua equivalente al 20% de la ETo, afectandole por igual el resto de
tratamientos. Otro componente, el a-tujeno, muestra diferencias
significativas entre el aporte hidrico mas alto y el mas bajo, alcanzando su
maximo porcentaje con el 80% de la ETo. En el caso de mirceno y o-
felandreno, tanto el riego mas elevado como el mas escaso originan un
descenso en su concentracion relativa, viéndose ésta favorecida con los
aportes intermedios (60 y 40% de la ETo). El precursor y-terpineno ofrece
su mejor resultado con el 20% de la ETo, significativamente superior a los
restantes suplementos hidricos. El p-cimeno, sin embargo, no presenta
diferencias significativas en sus porcentajes, aunque el peor resultado, en

promedio, se obtiene con el riego correspondiente al 20% de la ETo.
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Tabla 111.1-11. Composicion porcentual del aceite esencial de Th. hyemalis, en funcion del aporte

hidrico (Invierno 2002).

% ETo

COMPONENTES l. R. 80 (81) 60 (63) 40 (44) 20 (30)
Hidrocarburos terpénicos

Tricicleno* 931 0,03 + 0,03 0,01 + 0,01 0,02 + 0,01 0,03 + 0,04
a-Tujeno* 940 1,34+0,558° 095+0,06%° 0,96+0,13%° 0,58+0,06°
a-Pineno 949 0,58 +0,37 0,84 + 0,96 1,32 £ 0,70 1,68 + 1,53
Canfeno 969 1,11+ 1,08 0,44+0,17 0,50+ 0,66 1,26 + 1,34
Verbeneno* 976 0,05+ 0,00 0,04 + 0,01 0,06 +0,02 0,06+ 0,02
Sabineno 1001 0,22 +0,21 0,18+0,14  023+0,24  0,30%0,29
B-Pineno 1007 0,24 +0,22 0,30+0,15 0,16+ 0,11 0,22+ 0,23
Mirceno 1026 0,75+0,30° 0,90+0,05® 095+0,16° 0,74 +0,07°
a-Felandreno 1042 0,45+0,01* 0,19+0,02° 0,19+0,03° 0,15+0,03°
Ag-Careno 1048 0,06+0,01° 0,07+0,01% 0,06+0,00° 0,05+0,01°
a-Terpineno 1058 1,28 + 0,01 1,83+0,49  2,00+0,69 1,55 + 0,65
p-Cimeno 1068 26,67 +11,20 2429+276 2541+506 2228+6,40
Limoneno 1073 0,87 £+ 0,10 0,85 + 0,29 1,35+ 0,42 1,28 + 0,69
(Z)-B-Ocimeno 1086 0,02 + 0,02 0,01+0,00 0,03+0,05  0,02+0,02
(E)-B-Ocimeno* 1097  0,21+0,22 0,04 +0,03 044+0,73  0,06+0,03
y-Terpineno 1109 10,81+1,78% 13,38+2,327 12,85+3,87% 17,58 +4,59°
Terpinoleno + (E)-Oxido de linalol 1141 0,21 £ 0,01 0,29 £ 0,21 0,25+0,19 0,35+ 0,25
a-Copaeno 1378 0,01 +0,00 0,01+0,00  0,01+0,01 0,01+ 0,00
a-Gurjeneno* 1408 0,02+0,01° 0,01+0,00® 0,01+000* 0,03+0,01°
(E)-Cariofileno 1419 0,80 +0,23 1,23 + 0,45 1,08 + 0,74 1,00 + 0,51
Calereno 1432 tr 0,01+0,00 0,01+0,00  0,01+0,01
Aromadendreno 1440 0,06 + 0,05 0,06 +0,02 0,05+0,03 0,05%0,06
a-Humuleno 1457 0,05+ 0,02 0,08+0,05 0,06+0,02 0,13+0,14
Aloaromadendreno 1465 0,09+0,01° 0,08+0,03° 0,08+0,04° 0,19+0,08°
Elemeno* 1481 0,01+0,00° 0,01+0,00° 0,01+000° 0,02+0,01°
B-Selineno* 1485 0,01+ 0,00 0,02 + 0,01 0,01 + 0,01 0,02 + 0,01
Valenceno 1510 0,37 £0,03° 0,27 +0,14% 0,44+0,15° 0,76 +0,43"
a-Muuroleno* 1516  0,02+0,01° 0,02+0,01% 0,02+0,01% 0,05+0,03°
y-Cadineno* 1537  0,04+0,02° 0,05+0,04° 0,07+0,02%° 0,09+0,04°
5-Cadineno 1553  0,09+0,04° 0,08+0,05% 0,3+0,04%° 0,20+0,10°
Alcoholes

Butanol 742  0,01+0,01° tr * 0,01 +£0,00 * tr°
3-Metil-3-buten-1-ol 766 tr tr tr tr
3-penten-2-ol* 784 tr tr tr tr
3-metil-2-buten-1-ol* 789 tr tr tr tr
(Z)-3-Hexen-1-ol 852 tr tr tr tr
(E)-2-Hexen-1-ol 865 tr tr tr tr
Hexanol + m-Xileno 867 0,02+0,01% 0,03+0,02° 0,01+0,00° 0,01+0,00°
1-Octen-3-ol 1009 0,26 + 0,05 0,18+0,13  0,27+0,16 0,18+ 0,07
3-Octanol 1031 0,11 +0,06 0,07+0,06 0,04+0,03 018%0,18
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Tabla [1l.1-11 (continuacién)

% ETo
COMPONENTES I R. 80 (81) 60 (63) 40 (44) 20 (30)
Alcoholes (continuacion)

(E)-Hidrato de sabineno 1116 0,62+0,15 1,39 +1,28 2,00 £2,83 1,78 £2,43
(Z)-Hidrato de sabineno* 1151 0,17 £ 0,05 174+248  029+022  0,48+0,58
Linalol 1152  2,19+0,04° 154+1,16° 0,89+056° 8,63+8,.22°
(E)-Pinocarveol 1186 0,16 + 0,05 0,20+0,02 0,18+0,05 0,20+ 0,07
(Z)-Verbenol 1189 0,29 + 0,02 0,38+0,22 0,56+0,15 0,38+ 0,24
(E)-Verbenol* 1197 0,04 + 0,01 0,03 + 0,01 0,04+0,02  0,05+0,02
Isoborneol 1203  0,01+0,00° tr? 0,01 +0,00° 0,02+0,00°
Borneol 1211 3,35+2,95 0,38+0,38 1,46 + 2,21 417 + 3,67
Terpinen-4-ol 1220 0,47 +0,15 148+159  152+175  231+349
p-Cimen-8-ol 1227 0,15+0,02° 0,29+0,06° 0,22+0,06° 0,24 +0,05”
a-Terpineol 1231  4,71+518% 057+0,26° 0,59+0,35° 0,69+0,52°
Carveol 1252 tre 0,01+0,01° 0,04+0,03° 0,06+0,01°
Nerol + Citronelol 1260 0,02+0,00° 0,02+0,01° 0,02+0,00° 0,04+0,01°
Geraniol + Acetato de linalilo 1281 tr? 0,02+0,01* 0,01+0,01% 0,05+0,02°
Espatulenol 1640 0,24+0,09° 0,28+0,07° 0,32+0,10° 0,46 +0,12°
Aldehidos

(E)-2-Butenal* 735 tr tr tr tr
Pentanal 754 tr tr tr tr
Hexanal + Butirato de etilo 802 0,01 £ 0,00 tr tr tr
Furfural 832 tr tr tr tr
(E)-2-Hexenal 849  0,01+0,00® 0,01+0,00® 0,01+0,000 0,02+0,01°
Heptanal 904 tr?® 0,01 +0,01° tr’ tr’
Benzaldehido 987 0,01 £ 0,00 tr tr tr
Nonanal 1157  0,03+0,00° 0,04+0,02?° 0,08+0,04” 0,09+0,04°
Mirtenal + Dihidrocarvona 1235 0,09+0,05° 0,10+0,05% 0,43+0,02° 0,21+0,10°
Decanal 1243  0,04+0,02° 0,04+0,02° 0,14+0,08° 0,16 +0,06"
Cuminaldehido 1268 0,04+0,01° 0,02+0,01% 0,04+0,02* 0,13+0,09°
Neral + Carvona 1270 tr @ 0,02+0,01* 0,15+0,13° 0,04 +0,02°
Geranial + Perialdehido 1292 0,05+ 0,03 0,07+0,06 0,15+0,14 0,08 + 0,02
Cetonas

3-Hexanona 795 tr tr tr tr
3-Heptanona* 888 tr tr tr tr
3-Octanona 1019 0,19+0,02° 0,03+0,03° 0,09+0,03° 0,08+0,02°
B-Tujona 1158 0,02 + 0,01 0,01+0,02  0,01+0,00  0,03+0,02
Alcanfor 1193  0,59+0,29° 0,81+0,24%® 0,92+0,19” 1,18+0,29°
Pinocarvona* 1208 0,02+0,02%* 0,02+001% 0,02+001% 0,05+0,03°
Verbenona 1245 2,22+056%° 152+1,01° 4,01+1,83° 313+1,.22"
Timoquinona 1276 0,02 + 0,01 0,03+0,03 0,02+ 0,01 0,03 + 0,02
(Z)-Jasmona 1399 tr? tr? 0,01 +0,00® 0,01+0,00°
a-lonona 1428 0,01+ 0,00 0,01+0,00 0,01+0,00  0,01+0,01
B-lonona 1497 0,01 +0,00° tr® tr® 0,03 +0,02°
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Tabla [ll.1-11 (continuacién)

% ETo
COMPONENTES . R. 80 (81) 60 (63) 40 (44) 20 (30)
Esteres
Acetato de etilo 732 tr tr tr tr
Butirato de metilo 763 tr tr tr tr
Acetato de bencilo 1214  0,15+0,05° 0,05+0,01° 0,05+0,01° 0,04+0,01°
Caprilato de etilo 1239 0,03+0,00° 0,03+0,01% 0,05%0,01 b 0,04 +0,02%
Acetato de bornilo 1302 0,15+ 0,08 0,13 +£0,08 0,09 + 0,05 0,65+ 0,85
Acetato de terpenilo 1353 tr@ tr? 0,03 +0,03° tr@
Acetato de timilo* 1356  0,19+0,20° 0,04+0,04” 0,03+0,02° 0,14+0,10%
Acetato de nerilo 1366 0,02 + 0,00 0,02 + 0,01 0,01 £ 0,00 0,01 £ 0,01
Acetato de geranilo 1385 0,02 +0,02 0,07 £ 0,10 0,01 +£0,01 0,01 £ 0,00
Caprilato de butilo 1388 0,01 £ 0,00 0,01 £ 0,01 0,02 + 0,01 0,02 + 0,01
Fenoles
Eter metilico de timol 1265 0,06 £ 0,00 0,38 £0,43 0,13+£0,15 0,87 £ 1,58
Eter metilico de carvacrol 1272 0,70 £ 0,01 0,07 £ 0,08 0,44 + 0,57 0,30 £ 0,41
Timol 1308 29,55+3.99% 31,20+2.08° 2592+4.07° 19,21 +4.23"°
Carvacrol 1314 1,57i0,166b 1,74 £0,18° 1,2910,38"’"’ 1,1310,39b
Eugenol 1358 0,02 + 0,00 0,04 £ 0,04 0,08 +0,12 0,01 £ 0,00
(E)-Isoeugenol 1453 0,02 + 0,01 0,01 £ 0,01 0,02 + 0,01 0,03 £ 0,02
Epéxidos
(2)-Oxido de linalol 1123 0,02+0,01® 0,01+0,01 0,01+000° 0,04+0,03"
Oxido de cariofileno 1650 0,19 £ 0,01 0,23 £ 0,06 0,24 £ 0,14 0,34 £ 0,16
Eter
1,8-Cineol 1076 2,32+ 2,64 3,30+ 2,86 1,26 + 2,29 1,89 + 3,46

ab,c

Valores con distinto superindice en la misma linea presentan diferencias estadisticamente

significativas, de acuerdo con el test de la Menor Diferencia Significativa de Fisher (P < 0,05).

+ Desviacion estandar.

* Identificacion tentativa.

I. R. Indices de Kovats (HP-5).
tr = trazas (< 0,01%).

El m-xileno, que eluye con el hexanol, muestra su mejor

rendimiento con las cantidades mas altas de agua. El resto de

hidrocarburos terpénicos cuya sintesis se ve afectada por el riego en esta
recoleccion (a-gurjeneno, aloaromadendreno, elemeno, valenceno, a-
y ©O-cadineno), alcanzan sus maximas

muuroleno, y-cadineno

concentraciones con el aporte hidrico mas bajo.
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En cuanto a los alcoholes, los mas abundantes en esta especie de
tomillo son (E) y (Z)-hidrato de sabineno, linalol, borneol, terpinen-4-ol y a-
terpineol. En este grupo quimico, 11 componentes se ven afectados por el
riego diferenciado (butanol, hexanol, linalol, isoborneol, p-cimen-8-ol, a-
terpineol, carveol, nerol, citronelol, geraniol y espatulenol). El butanol se
encuentra en baja concentracion, y alcanza sus mejores porcentajes con
el tratamiento correspondiente al 80% de la ETo, significativamente
superior al obtenido con el 20%. El a-terpineol, al igual que el hexanol, se
ven favorecidos con el maximo aporte hidrico, aunque este ultimo no
parece distinguir entre el 80 y el 60% de la ETo. Por el contrario, linalol,
isoborneol, carveol, nerol, citronelol, geraniol (integrado junto al acetato
de linalilo) y espatulenol mejoran significativamente sus porcentajes con
una cantidad de agua minima. En los aceites esenciales ricos en linalol,
uno de los componentes que se determina con mayor intensidad en las
pruebas olfatométricas realizadas al aceite extraido de Th. hyemalis
(Goodner et al., 2006), se ha medido también una importante actividad
antirradicalaria (Lax et al., 2007). Por ultimo, p-cimen-8-ol presenta su
concentracion mas baja con el agua equivalente al 80% de la ETo,

significativamente inferior al resto de tratamientos.

Los aldehidos, por su parte, no son especialmente abundantes en
Th. hyemalis, encontrandose diferencias significativas en siete casos.
Mirtenal y cuminaldehido ven significativamente aumentadas sus
proporciones relativas cuando reciben el menor riego, en tanto que
nonanal y decanal responden por igual al 40 y 20% de la ETo, con
concentraciones significativamente superiores a las obtenidas cuando se
les suministra mas agua. El heptanal alcanza su mejor porcentaje con el
60% ETo, en tanto que el neral presenta un resultado significativamente
superior con el 40%. (E)-2-hexenal no muestra diferencias entre 80, 60 y
20% de la ETo, siendo el porcentaje obtenido con el 40%
significativamente inferior al alcanzado con el 20%. Todo esto nos lleva a
pensar que en la presente recoleccion, la sintesis de estos compuestos se

ve favorecida, en general, por bajos aportes hidricos.
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Debe tenerse en cuenta que tanto mirtenal como neral se integran
junto a dihidrocarvona y carvona respectivamente, y al igual que ocurre
con los casos anteriormente mencionados en los que dos componentes
distintos comparten el mismo pico cromatografico, resulta dificil
determinar si su comportamiento esta motivado por su caracter aldehidico

o cetonico.

Respecto a las cetonas, ademas de en las mencionadas
dihidrocarvona y carvona, el analisis estadistico detecta diferencias
significativas en seis casos mas. Verbenona y alcanfor son los
compuestos de este tipo mas abundantes en Th. hyemalis. El alto
contenido en verbenona es caracteristico de esta especie, alcanzando su
maxima proporcion relativa con el aporte hidrico equivalente al 40% de la
ETo, que resulta ser significativamente superior a la conseguida con el 80
y 60%. El 20% parece tener el mismo efecto que el 40 en este caso, al
igual que ocurre con el alcanfor, cuyo mejor porcentaje se obtiene con
estos dos tratamientos, en tanto que el alcanzado con el 80% de la ETo
es significativamente mas bajo. El riego equivalente al 60% de la ETo es
el menos adecuado en el caso de 3-octanona, componente que mejora su
rendimiento con el aporte hidrico mas alto. Por el contrario, B-ionona, (Z)-
jasmona 'y pinocarvona incrementan  significativamente  sus
concentraciones relativas con la menor cantidad de agua. La B-ionona, a
pesar de encontrarse en baja concentracién, presenta una elevada

intensidad de aroma (Goodner et al., 2006).

Los ésteres que se presentan en mayor proporcidon en esta labiada
son acetato de bornilo, acetato de timilo y acetato de bencilo. Los distintos
niveles de riego producen cambios significativos en cinco de estos
componentes. El acetato de linallo muestra un porcentaje
significativamente superior al resto de tratamientos con el aporte hidrico
mas bajo. Por el contrario, el acetato de bencilo alcanza su mayor
concentracion con el 80% de la ETo, al igual que el acetato de timilo,

aunque este ultimo no presenta diferencias significativas entre el 80 y el
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20%, debido probablemente a la elevada desviacidn estandar detectada
en ambos tratamientos. Por ultimo, caprilato de etilo, y especialmente
acetato de terpenilo, mejoran significativamente sus porcentajes si se
riegan con el agua necesaria para compensar el 40% de la ETo, efecto
que en el caso del caprilato de etilo es equiparable al conseguido con el
20%.

El apartado dedicado a los compuestos fendlicos es especialmente
importante, teniendo en cuenta que el timol estda considerado como el
componente definitorio de calidad en estos aceites. Este fenol alcanza su
maxima concentracion relativa con el 60% de la ETo (31,2 £ 2,08%), no
apreciandose diferencias significativas entre este tratamiento y los
correspondientes al 80 y 40%. El aporte hidrico mas bajo resulta ser el
menos adecuado para la sintesis de este constituyente en invierno de
2002, con un porcentaje de 19,2 + 4,23%, significativamente inferior al
resto. El carvacrol presenta unas proporciones relativas que varian con el
riego de forma semejante a lo mencionado con el timol, aunque en este
caso las unicas diferencias con significacion estadistica las encontramos
entre el 60 y el 20% de la ETo. Ambos constituyentes muestran
propiedades similares, pero el carvacrol suele aparecer en menor
proporcion en la mayoria de las plantas de esta especie, como quedara

de manifiesto en el capitulo dedicado a la variabilidad intraespecifica.

Finalmente, sélo en un epdxido, (Z)-6xido de linalol, se aprecian
diferencias significativas entre tratamientos, consiguiéndose el mejor
resultado con el riego equivalente al 20% de la ETo, al igual que ocurria
con el linalol, aunque tal resultado, en el caso del epdxido, no es

significativamente superior al conseguido con el 80%.
Mencionar que el unico éter identificado en esta labiada, 1,8-cineol,

si bien no presenta diferencias significativas entre tratamientos, muestra

sus mejores porcentajes con los aportes hidricos mas altos, aunque la
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variabilidad determina una desviacion estandar muy elevada en todos los

Ccasos.

En resumen, considerando especialmente la tendencia observada
en el timol, y que otros componentes responden igualmente bien con una
cantidad de agua no demasiado alta, ademas del hecho de que
numerosos constituyentes no parecen verse afectados por el riego
diferenciado, podemos afirmar que en esta recolecciéon un suplemento de
agua que compense el 40% de la ETo es suficiente para asegurar una

buena calidad en el aceite esencial.

ll. 1. 5. 1. 2. Primavera 2002.

El analisis cromatografico del aceite esencial extraido a las plantas
de Th. hyemalis recolectadas en primavera (Tabla 111.1-12), muestra
variaciones con respecto a la recoleccion de invierno, que en algunos
casos son bastante marcadas, no sélo por la presencia de diferencias
significativas donde antes no las habia y viceversa, sino también por las
distintas concentraciones relativas de los componentes en ambas

recolecciones.

Los hidrocarburos terpénicos que en primavera muestran
diferencias significativas (tricicleno, a-pineno, canfeno, verbeneno,
sabineno, Ags-careno, terpinoleno, aromadendreno, aloaromadendreno,
elemeno, B-selineno, d-cadineno y m-xileno) no coinciden con los de
invierno en muchos casos. Tricicleno, canfeno, verbeneno, sabineno y
terpinoleno responden mejor en primavera con niveles bajos de agua (40
0 20% de la ETo), en tanto que en invierno no se muestran sensibles a los
diferentes riegos. Otro compuesto, el a-pineno, presenta en la segunda
recoleccion un porcentaje significativamente mas bajo cuando a las
plantas se les aplica el riego equivalente al 80% de la ETo. No hay

diferencias para este terpeno entre el 60, 40 y 20%, tratamientos con los
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que eleva sus promedios respecto a invierno. EI aromadendreno, por el
contrario, disminuye su concentracién con todos los tratamientos al
cambiar la estacion, y el rendimiento alcanzado con el suplemento hidrico
mas elevado es significativamente superior a los obtenidos con el 40 y
20% de la ETo en primavera. El B-selineno no varia apenas sus
porcentajes respecto a invierno, aunque en primavera responde
significativamente mejor con el 60% de la ETo, al igual que &-cadineno,
que reduce la cantidad detectada respecto a invierno con los suplementos
hidricos mas bajos. El elemeno presenta en primavera diferencias al
comparar el 80 con el 40 y 20% de la ETo, resultando los menores
aportes hidricos significativamente mas eficaces. La presencia de Aas-
careno en la segunda cosecha se incrementa significativamente con el
80%, en tanto que en invierno le sucede lo propio con el 20%. ElI m-xileno,
en la recoleccion de mayo, unicamente muestra diferencias significativas
entre el 60 y 20% de la ETo, siendo mas adecuado el primero; por su
parte, el aloaromadendreno aumenta significativamente sus proporciones
relativas con el 80%, pero no se aprecian diferencias entre dicho
tratamiento y el equivalente al 20% de la ETo, con el que en invierno

alcanza su mejor resultado.

De los alcoholes que demuestran distinguir entre riegos en la
primavera de 2002, sdlo hexanol, isoborneol, p-cimen-8-ol, a-terpineol y
espatulenol lo hacen también en invierno. El hexanol, con diferencias
significativas entre el 60 y 20% de la ETo en primavera, eleva su
concentracion con el 40 y 20% respecto a invierno. El isoborneol consigue
sus mejores resultados con el 60 y 40% de la ETo, aunque sin diferencias
significativas con el 20%. El a-terpineol incrementa significativamente su
porcentaje con el 60% de la ETo en la segunda recoleccién, aunque
registra una elevada desviacion estandar en muchos casos, lo que
demuestra de nuevo la variabilidad presente entre estas plantas. En
primavera, espatulenol y p-cimen-8-ol necesitan poca cantidad de agua
(20 6 40% de la ETo) para alcanzar concentraciones Optimas, al igual que

en invierno.
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Tabla 111.1-12. Composicién porcentual del aceite esencial de Th. hyemalis, en funcién del aporte

hidrico (Primavera 2002).

% ETo

COMPONENTES l. R. 80 (81) 60 (63) 40 (44) 20 (30)
Hidrocarburos terpénicos

Tricicleno* 931  0,01+0,01° 001+000° 0,03+0,02° 0,01+0,00%
a-Tujeno* 940 1,04 + 0,22 1,18 + 0,81 1,30 + 0,41 0,63 + 0,04
a-Pineno 949 0,34+0,06° 247+219° 146+082% 224+177"
Canfeno 969 0,35+0,46% 0,29+0,10° 1,06+0,95° 0,35+0,03°
Verbeneno* 976 0,05+0,04%® 0,03+0,02° 0,09+0,05° 0,05+0,02%
Sabineno 1001 0,14+0,10° 0,40+0,15° 0,50+0,32° 0,83+0,04°
B-Pineno 1007 0,27 +0,15 0,20 + 0,06 0,30 + 0,21 0,16 + 0,02
Mirceno 1026 0,90 + 0,33 1,27 £ 0,74 1,07 £ 0,37 0,79 + 0,05
a-Felandreno 1042 0,18 £ 0,03 0,18 + 0,06 0,17 + 0,04 0,16 + 0,01
Ag-Careno 1048 0,07+0,01° 0,05+0,02° 0,06+0,01° 0,04+0,00°
a-Terpineno 1058 1,33 +0,51 1,26 + 0,47 1,51 + 0,47 1,70 £ 0,06
p-Cimeno 1068 27,29+7,87 27,62+950 2894+635 22,49+0,72
Limoneno 1073  1,61+0,64 1,34 + 0,46 1,79+ 0,79 2,18+ 0,52
(Z)-B-Ocimeno 1086 0,04 + 0,04 0,11+0,18 0,06 + 0,07 0,04 + 0,04
(E)-B-Ocimeno* 1097 0,17 £ 0,21 0,52 + 0,85 0,38 + 0,46 0,18+0,17
y-Terpineno 1109 9,42 +4,25 9,24+245  10,99+3,89 9,07 +0,82
Terpinoleno + (E)-Oxido de linalol 1141  0,20+0,03° 0,35+0,18° 0,38+0,17° 0,54 +0,03°
a-Copaeno 1378 tr 0,01 £ 0,00 tr tr
a-Gurjeneno* 1408 0,01+ 0,01 0,01 + 0,01 0,01 + 0,01 0,02 + 0,01
(E)-Cariofileno 1419  0,72+0,23 0,76 + 0,61 0,88 + 0,35 0,31 +0,10
Calereno 1432 0,01 £0,02 tr 0,01 £ 0,01 tr
Aromadendreno 1440 0,04 +0,02° 0,03+0,02®® 0,02+0,01° 0,01+0,01°
a-Humuleno 1457 0,03 + 0,01 0,07 + 0,09 0,05 + 0,02 0,01 + 0,00
Aloaromadendreno 1465 0,43+0,05% 0,07+0,02° 0,07+0,01° 0,12+0,03°
Elemeno* 1481 0,01+0,00° 0,01+0,00®® 0,01+0,00° 0,02+0,00°
B-Selineno* 1485 0,01+0,00° 0,02+0,01° 0,01+0,00° 0,01+0,00°
Valenceno 1510 0,27 + 0,08 0,32+0,17 0,32 + 0,04 0,41 + 0,04
a-Muuroleno* 1516 0,02 + 0,01 0,04 + 0,01 0,03 + 0,02 0,02 + 0,01
y-Cadineno* 1537 0,05+ 0,02 0,09 + 0,03 0,06 + 0,05 0,05 + 0,02
5-Cadineno 1553  0,10+0,02° 0,13+0,02° 0,08+0,04° 0,090,037
Alcoholes

Butanol 742 tr tr tr tr
3-Metil-3-buten-1-ol 766 tr tr tr tr
3-penten-2-ol* 784 tr tr tr tr
3-metil-2-buten-1-ol* 789 tr tr tr tr
(Z)-3-Hexen-1-ol 852  0,01+0,00 0,01 + 0,00 0,01 + 0,00 0,01 + 0,00
(E)-2-Hexen-1-ol 865 tr tr tr tr
Hexanol + m-Xileno 867 0,02+0,01*® 0,03+0,01° 0,03+0,00® 0,02+0,00°
1-Octen-3-ol 1009  0,13+0,12 0,20 + 0,14 0,13 + 0,07 0,15 + 0,05
3-Octanol 1031  0,02+0,02® 0,03+0,03° 0,01 +0,00° 0,09+0,10°
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Tabla [11.1-12 (continuacién)

% ETo
COMPONENTES I R. 80 (81) 60 (63) 40 (44) 20 (30)
Alcoholes (continuacion)
(E)-Hidrato de sabineno 1116 0,67 +0,24° 2,76 +237% 332+322° 1542+0,28°
(Z)-Hidrato de sabineno* 1151 0,17 £ 0,06 4,04 £4,24 3,19 £ 4,51 1,05+0,19
Linalol 1152 3,18 +2,43 1,87 + 1,53 1,58 + 1,28 1,54 + 0,04
(E)-Pinocarveol 1186  0,25+0,28 0,22 + 0,02 0,23+ 0,11 0,20 + 0,03
(Z)-Verbenol 1189  0,38+0,13°  0,86+0,52° 0,83+040° 0,86+0,08°
(E)-Verbenol* 1197 0,04 +0,01° 0,03+0,01° 0,02+0,00° 0,06+0,03°
Isoborneol 1203 tr@ 0,01+0,00° 0,01+0,00° tr 2
Borneol 1211 1,09+0,35° 123+0,50° 3,84+364° 1,33+0,00%
Terpinen-4-ol 1220 0,51 +0,14° 1,34+1,04° 3,05+267° 414+0,18°
p-Cimen-8-ol 1227 0,48+0,04%  0,14+0,11% 0,25+0,04° 0,24 +0,05"
a-Terpineol 1231  0,62+0,26° 12,83+13,70° 1,98+237% 1,54+0,05°
Carveol 1252 0,04 +0,02 0,02 + 0,01 0,04 + 0,03 0,05 + 0,02
Nerol + Citronelol 1260 0,04 + 0,01 0,04 + 0,01 0,03 + 0,01 0,03 + 0,02
Geraniol + Acetato de linalilo 1281 0,06 + 0,05 0,04 + 0,01 0,03 + 0,01 0,03 + 0,01
Espatulenol 1640  0,34+0,06° 0,29+0,11% 0,37+0,09%® 0,46 +0,08°
Aldehidos
(E)-2-Butenal* 735 tr tr tr tr
Pentanal 754 tr tr tr tr
Hexanal + Butirato de etilo 802 tr tr tr tr
Furfural 832 tr tr tr tr
(E)-2-Hexenal 849 tr 0,01 + 0,00 0,01 + 0,00 0,01 + 0,00
Heptanal 904 tr tr tr tr
Benzaldehido 987 tr 0,01 + 0,00 0,01 + 0,00 0,01 + 0,01
Nonanal 1157 0,04 +0,06 0,04 + 0,02 0,08 + 0,07 0,11 + 0,01
Mirtenal + Dihidrocarvona 1235 0,13+0,08 0,12 £ 0,05 0,16 £ 0,09 0,22 £ 0,05
Decanal 1243 0,06 +0,04° 0,13+0,17% 0,22+0,15° 0,23+0,06°
Cuminaldehido 1268 0,03 +0,02 0,07 + 0,04 0,05+ 0,02 0,06 + 0,02
Neral + Carvona 1270 0,02 £ 0,02 0,03 + 0,01 0,02 + 0,02 0,03 + 0,03
Geranial + Perialdehido 1292 0,19 £ 0,07 0,21 £ 0,02 0,23+0,10 0,13+0,03
Cetonas
3-Hexanona 795 tr tr tr tr
3-Heptanona* 888 tr tr tr tr
3-Octanona 1019 0,07 +£0,04 0,04 + 0,02 0,06 + 0,06 0,03 + 0,00
B-Tujona 1158 0,02+ 0,02 0,03 + 0,02 0,03 + 0,04 0,03 + 0,00
Alcanfor 1193  0,96+0,48°  0,64+0,16° 1,04+026% 150+0,71°
Pinocarvona* 1208 0,01+ 0,00 0,03 + 0,02 0,03+ 0,03 0,02 + 0,00
Verbenona 1245  4,33+2,52 2,01 +£1,37 4,10 + 2,84 4,45 + 1,20
Timoquinona 1276 0,03 0,01 0,03 + 0,03 0,03+ 0,03 0,04 + 0,03
(Z)-Jasmona 1399 tr® 0,01+0,00®  0,01+0,01° tr®
a-lonona 1428 0,01 +0,00° 0,01+0,00®  0,01+0,00° tr®
B-lonona 1497  0,02+0,01° 0,02+0,01° 0,01+0,01°® tr ®
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Tabla I11.1-12 (continuacién)

% ETo
COMPONENTES l. R. 80 (81) 60 (63) 40 (44) 20 (30)
Esteres
Acetato de etilo 732 tr tr tr tr
Butirato de metilo 763 tr tr tr tr
Acetato de bencilo 1214  0,14+0,14 0,10 + 0,03 0,08 + 0,02 0,07 + 0,00
Caprilato de etilo 1239 0,07 £ 0,04 0,04 + 0,01 0,07 + 0,04 0,08 + 0,00
Acetato de bornilo 1302 0,09 +0,02 0,10 + 0,04 0,11 + 0,01 0,08 + 0,02
Acetato de terpenilo 1353 tr 0,04 £ 0,05 0,02 £ 0,02 tr
Acetato de timilo* 1356 0,01 +0,00 0,01 + 0,01 0,01 + 0,00 0,01 + 0,01
Acetato de nerilo 1366 0,03 +0,02 0,01 + 0,01 0,01+ 0,02 tr
Acetato de geranilo 1385 0,03 +0,05 0,02 +0,02 0,01 £ 0,01 tr
Caprilato de butilo 1388 0,01+0,01%*  0,02+0,01% 0,01+0,01" tr °
Fenoles
Eter metilico de timol 1265 0,53 +0,55 0,18 £ 0,31 0,13+0,09 0,48 £ 0,55
Eter metilico de carvacrol 1272 0,28 + 0,30 0,43 +0,35 0,70 £ 0,59 0,07 £ 0,04
Timol 1308 29,20+2,68° 17,15+8,62° 1446+324° 1655+2,12°
Carvacrol 1314 2,05+ 0,25° 1,39+0,79° 0,98+024° 127+0,30°
Eugenol 1358 0,08 + 0,02 0,12+ 0,03 0,07 + 0,06 0,08 + 0,02
(E)-lsoeugenol 1453  0,03+0,01°  0,01+0,01° 0,02+0,01° 0,02+0,00"
Epoxidos
(2)-Oxido de linalol 1123 0,02+0,01° 0,02+0,01% 0,01+£0,01% tr®
Oxido de cariofileno 1650 0,25+ 0,07 0,27 +0,12 0,33+ 0,08 0,19 + 0,07
Eter
1,8-Cineol 1076 2,06 + 2,21 1,41+ 1,55 1,69 + 2,04 0,61+ 0,68

2b¢ valores con distinto superindice en la misma linea presentan diferencias estadisticamente
significativas, de acuerdo con el test de la Menor Diferencia Significativa de Fisher (P < 0,05).

+ Desviacion estandar.

* Identificacion tentativa.

I. R. indices de Kovats (HP-5).
tr = trazas (< 0,01%).

Por otra parte, alcoholes como 3-octanol, (E)-hidrato de sabineno,

(Z) y (E)-verbenol, borneol y terpinen-4-ol, presentan diferencias con

significacién estadistica que no aparecen en invierno. Los dos primeros

aumentan significativamente sus proporciones relativas con el nivel de

agua mas bajo, siendo esto especialmente relevante en el caso del (E)-

hidrato de sabineno, que incrementa su concentracion 23 veces al

comparar con el 80% de la ETo; (Z)-verbenol muestra su peor porcentaje
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con el 80% de la ETo, significativamente inferior al resto, elevando sus
promedios respecto a invierno. Y (E)-verbenol presenta una concentracion
significativamente superior con el 20% en primavera, con unos valores
medios similares a los de invierno. Por ultimo, terpinen-4-ol y borneol
mejoran significativamente su respuesta en la cosecha de mayo con los
dos niveles de agua mas bajos.

Cabe destacar el comportamiento del linalol, que en invierno
alcanza valores significativamente mas altos con el menor aporte hidrico,

y en primavera no se muestra sensible a los distintos niveles de agua.

Sélo un aldehido, el decanal, presenta diferencias significativas en
primavera. En esta estacion, al igual que en invierno, los mejores
resultados se consiguen con el 40 y 20% de la ETo, con la diferencia de
que en la segunda recoleccién, el valor alcanzado con el 60% no es

significativamente distinto de los demas.

Alcanfor, (Z)-jasmona, a y [-ionona, son las cetonas cuyos
porcentajes presentan diferencias en funcién de agua recibida por las
plantas en mayo. El alcanfor, que incrementa su presencia en el aceite
esencial respecto a invierno con casi todos los tratamientos, mejora
significativamente su concentracion en primavera con el 40 v,
especialmente, el 20% de la ETo. La (Z)-jasmona coincide en responder
igualmente bien con el 40%, pero dicho tratamiento no es diferente del
60%. Otra cetona, a-ionona, cuya sintesis no se ve afectada en invierno
por ningun riego, reduce significativamente su concentracién en primavera
con el 20% de la ETo, y B-ionona, por su parte, también obtiene en la
recoleccion de mayo su peor resultado con el nivel de agua mas bajo,

pero en este caso sin mostrar diferencias con el 40% de la ETo.
Respecto a los ésteres, el caprilato de butilo es el unico que

distingue entre riegos en la segunda recoleccion, alcanzando con el 60%

de la ETo un porcentaje significativamente superior al conseguido con el
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40 y el 20%. Este componente no muestra diferencias entre tratamientos

en invierno.

Timol y carvacrol manifiestan también en primavera diferencias en
sus concentraciones en funcidn del riego. El primero presenta un
porcentaje significativamente superior con el aporte hidrico mas elevado,
que ademas es el unico tratamiento con el que se mantiene una
proporcion relativa similar a la de invierno, ya que con el resto, este fenol
reduce su presencia en el aceite esencial. El carvacrol adopta un
comportamiento similar, con una concentracion significativamente mas
alta con el 80% de la ETo, pero en este caso se incrementa el porcentaje
alcanzado respecto a invierno tanto con dicho tratamiento como con el
20%, en tanto que disminuye con el 60 y 40%. Otro fenol, (E)-isoeugenol,
que en invierno no muestra diferencias significativas, presenta en mayo

una proporcion significativamente mejor con el 80% de la ETo.

Finalmente, el (Z)-6xido de linalol alcanza con el 20% de la ETo
una cantidad relativa significativamente inferior a las mostradas con el 80
y 60%, en tanto que en invierno exhibe un comportamiento opuesto, ya

que obtiene su mejor porcentaje con el aporte hidrico mas bajo.

A la vista de estos resultados, se puede concluir que la segunda
recoleccion de Th. hyemalis requiere un aporte hidrico superior al de
invierno para garantizar la calidad del aceite esencial, ya que parece que
en primavera, los fenoles cuya sintesis se ve favorecida por un
determinado nivel de riego mejoran sus porcentajes con la cantidad de
agua mas elevada de todas las ensayadas, aunque otros componentes de
estas sustancias, entre los que se incluyen algunos terpenos y alcoholes
con concentracion relativa importante, no manifiestan este
comportamiento, ya que incrementan su presencia en el aceite con

suplementos hidricos bajos.
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[ll. 1. 5. 1. 3. Comparativa invierno/primavera 2002.

Resulta interesante analizar si el perfil volatil del aceite esencial
varia significativamente con el cambio de estacién. Por ello, se ha
realizado un estudio estadistico en el cual se determina, con los
principales constituyentes de estos aceites, la presencia o ausencia de
diferencias entre invierno y primavera en todos los tratamientos de riego
(Tabla I11.1-13).

Mirceno y p-cimeno, a pesar de elevar sus concentraciones en
primavera con todos los tratamientos, no presentan diferencias
significativas respecto a invierno. El y-terpineno, sin embargo, muestra
mayores porcentajes en la primera recoleccion, los cuales son incluso

significativamente mas altos con el 60 y 20% de la ETo.

Tabla I11.1-13. Andlisis estadistico comparativo invierno/primavera 2002.

% ETo
Componentes 80 (81) | 60 (63) | 40 (44) |20 (30)
Mirceno ND ND ND ND
p-Cimeno ND ND ND ND
y-Terpineno ND D ND D
(E)-Hidrato de sabineno ND ND ND D
(Z)-Hidrato de sabineno ND ND ND ND
Linalol ND ND ND ND
Alcanfor ND ND ND ND
Borneol D D ND ND
a-Terpineol D ND ND D
Verbenona ND ND ND ND
Timol ND D D ND
Carvacrol D ND ND ND

D = Diferencias estadisticamente significativas entre estaciones (P < 0,05).
ND = No existen diferencias.
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Los alcoholes (E) y (Z)-hidrato de sabineno también incrementan
su presencia en el aceite en mayo, especialmente el primero, que con el
aporte hidrico equivalente al 20% de la ETo multiplica casi por nueve por
su concentracion respecto a invierno, lo que explica las diferencias
significativas detectadas en ese tratamiento. Con el linalol se obtienen
mejores resultados en primavera, al comparar con la primera recoleccion,
con el 80, 60 y 40% de la ETo, pero no con el 20%, aunque este
tratamiento, en invierno, si bien proporciona una concentracion bastante
alta en promedio, muestra una desviacion estandar igualmente elevada, lo
cual explica la ausencia de diferencias significativas. El borneol, por su
parte, presenta en invierno porcentajes superiores en los tratamientos que
implican el mayor y menor aporte hidrico, bajando su concentracién con
los tratamientos intermedios respecto a primavera, aunque las diferencias
entre estaciones soélo son significativas con el 80 y 40% de la ETo. En
cuanto al a-terpineol, su concentracion de mayo se ve incrementada
respecto a febrero con todos los tratamientos, excepto el 80% de la ETo,
y se detectan diferencias significativas entre las dos estaciones con el 80
y 20%, a pesar del contraste en cuanto a presencia de este componente

que encontramos en estas plantas.

La verbenona, cuya presencia en concentraciones relativamente
altas caracteriza a Th. hyemalis, muestra en general un porcentaje
superior en primavera, pero sin diferenciarse significativamente de
invierno; en tanto que el aumento que presenta el alcanfor en su
concentracion en la segunda recoleccion con todos los tratamientos, salvo

el correspondiente al 60% de la ETo, no resulta ser significativo.

Analizando el comportamiento del timol, vemos que la reduccion de
los porcentajes de este fenol en primavera respecto a invierno es
significativa con el 60 y 40% de la ETo, ya que con ambos tratamientos el
descenso en el contenido de timol es bastante notable, mientras el valor
alcanzado con el 80% es muy semejante en ambas estaciones. El aporte

hidrico mas bajo no resulta adecuado para la produccién de timol en el
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primer afio de aplicacion del riego diferenciado en ninguna estacion, ya
que el valor alcanzado con dicho riego es relativamente bajo en ambos
casos. El carvacrol, por su parte, sélo muestra diferencias significativas
entre estaciones con el 80% de la ETo, con una concentracion superior en

primavera.

Basandonos en los datos comentados hasta ahora, es posible
afirmar, a modo de resumen, que un porcentaje importante de
componentes se ven favorecidos por los aportes hidricos mas bajos (20 6
40% de la ETo) en ambas estaciones, encontrandose entre éstos, en la
recoleccion de invierno, y-terpineno, aloaromadendreno, elemeno,
valenceno, a-muuroleno, linalol, isoborneol, carveol, nerol, citronelol,
geraniol, espatulenol, mirtenal, decanal, cuminaldehido, neral, alcanfor,
dihidrocarvona, verbenona, carvona, (-ionona, caprilato de etilo, acetato
de linalilo, acetato de terpenilo y (Z)-6xido de linalol; en primavera, los
componentes que destacan con estos tratamientos son tricicleno,
canfeno, verbeneno, sabineno, terpinoleno, 3-octanol, (E)-hidrato de
sabineno, (E)-verbenol, borneol, terpinen-4-ol, p-cimen-8-ol, espatulenol,
decanal y alcanfor.

Los riegos mas abundantes, por el contrario, benefician en invierno
a m-xileno, hexanol, a-terpineol, heptanal, 3-octanona y acetato de
bencilo; y en primavera, los componentes que se destacan con el 80 6
60% de la ETo son Ajs-careno, aromadendreno, B-selineno, d-cadineno,
a-terpineol, caprilato de butilo, timol, carvacrol y (E)-isoeugenol.

El resto de componentes no muestran diferencias o bien no
manifiestan una afinidad claramente definida hacia una cantidad escasa o
elevada de agua, ya que pueden reaccionar igualmente bien con aportes

hidricos muy diferentes.

Teniendo todo esto en cuenta, regar con el agua equivalente al
40% de la ETo es lo mas indicado en la recoleccién de invierno
correspondiente al primer afo de ensayo, ya que la calidad del aceite

esencial no mejora significativamente aplicando mayores cantidades de
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agua. Por el contrario, en primavera de este mismo afo, primero con riego
diferenciado, se necesita mas agua, hasta el 80% de la ETo, para

conseguir una calidad éptima en el aceite.

Puede ser beneficioso, por lo tanto, establecer cultivos de Th.
hyemalis, ya que su primera cosecha anual, con un escaso riego, puede
proporcionar un aceite de calidad, adelantandose a la produccion de otras
especies de tomillo. La siega de primavera, ya que en nuestra regiéon no
resulta rentable aumentar el suplemento hidrico hasta el 80%, se podria
dedicar a la obtencion de hoja para ser empleada como condimento
alimentario, puesto que en lo referente a la produccion de biomasa, la
segunda recoleccidn de 2002 no se ve mermada por aplicar un escaso

aporte de agua, que podria ser el equivalente al 40% de la ETo.

ll.1.5.1. 4. Invierno 2003.

En esta recoleccion (Tabla I1l.1-14), el efecto que los distintos
tratamientos de riego pueden tener sobre el perfil volatil de estos aceites
parece haberse atenuado, si lo comparamos con el invierno anterior, ya
que unicamente se aprecian diferencias con significacion estadistica en
seis componentes: linalol, benzaldehido, 3-hexanona, caprilato de butilo,

carvacrol y (Z)-6xido de linalol.

Si nos detenemos en los terpenos, observamos que en esta
recoleccion no se aprecian diferencias significativas entre tratamientos en
ningun caso, a diferencia de lo ocurrido en 2002. De hecho, en algunos
componentes, como a-tujeno y mirceno, el resultado es completamente
distinto en los dos afios, ya que en 2003 aparecen los promedios mas
elevados en los tratamientos que en 2002 proporcionaban los peores
rendimientos. Continuando con el seguimiento a los constituyentes que en
invierno de 2002 mostraban diferencias significativas, el a-felandreno

presenta en 2003 el mejor resultado con el aporte hidrico mas bajo, a
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diferencia de 2002, recoleccion en la que se necesita aumentar el riego
hasta el 40 o0 60% de la ETo para aumentar la concentracion relativa de
este compuesto. EI m-xileno mejora sus porcentajes en 2003 respecto a
2002 con aportes de agua bajos. Por el contrario, aloaromadendreno,
elemeno, valenceno, a-muuroleno y y y &-cadineno necesitan en 2003
mas agua que en 2002 para alcanzar sus mejores promedios. Por su
parte, la tendencia de As-careno y a-gurjeneno en 2003 es igual a la de
2002, ya que el primero disminuye su concentracion relativa con el
suplemento de agua mas bajo, y el segundo la aumenta. El precursor
fendlico y-terpineno ve mejorado su porcentaje en 2003 a medida que
disminuye el agua que reciben las plantas.

Es importante recordar que, por lo que respecta a los terpenos, en
2003 sdélo podemos sefnalar tendencias, ya que el diferente aporte de
agua no afecta significativamente a su presencia en el aceite esencial de

la planta.

En cuanto a los alcoholes, sélo el linalol se muestra sensible a los
distintos tratamientos hidricos en esta recoleccién, alcanzando cantidades
relativas significativamente mas elevadas con los riegos abundantes,
equivalentes al 80 y 60% de la ETo. El porcentaje mas bajo aparece con
el 20%, tratamiento con el que en 2002 se consigue el mejor resultado. El
resto de alcoholes que anteriormente mostraban diferencias entre riegos
varian ligeramente su respuesta en 2003. Algunos de ellos, como
hexanol, no necesitan en 2003 un suplemento hidrico elevado para
obtener un buen resultado, en tanto que nerol y citronelol mejoran el
porcentaje logrado con el 80, 60 y 40% respecto al afo anterior, al igual
que carveol y espatulenol. El butanol aumenta la concentracion alcanzada
con el 40% de la ETo con relaciéon a 2002, al igual que el isoborneol, que
ademas muestra un descenso con el 20% respecto al primer afno de
ensayo. El p-cimen-8-ol y el a-terpineol presentan en 2003 sus promedios
mas elevados con el 80%, y el geraniol pasa, con dicho tratamiento, de
aparecer en trazas en 2002 a tener un promedio relativamente alto en

2003, pero con una desviacion estandar muy elevada.

194



Resultados y Discusion/Th. hyemalis

Tabla 111.1-14. Composicién porcentual del aceite esencial de Th. hyemalis, en funcién del aporte

hidrico (Invierno 2003).

% ETo
COMPONENTES l.R. 80 (81) 60 (63) 40 (44) 20 (30)
Hidrocarburos terpénicos
Tricicleno*® 931 0,02 £ 0,02 0,02 + 0,01 0,02 £ 0,02 0,03 £ 0,02
a-Tujeno* 940 0,83+0,12 1,05+ 0,32 0,96 + 0,39 1,16 £ 0,84
a-Pineno 949 1,19+ 1,09 1,10+ 0,48 0,98 £ 0,26 2,72+277
Canfeno 969 0,99 £ 1,01 0,69 + 0,36 0,92 + 0,62 1,10 £ 0,63
Verbeneno* 976 0,09 £ 0,03 0,08 £ 0,02 0,06 £ 0,03 0,10 £ 0,07
Sabineno 1001 0,12+ 0,11 0,17 £ 0,16 0,20 £ 0,25 0,27 £ 0,30
B-Pineno 1007 0,22+0,17 0,18 +0,13 0,11 £ 0,01 0,29 £ 0,21
Mirceno 1026 0,86 + 0,63 0,63+0,16 0,69 +0,24 0,85+0,23
a-Felandreno 1042 0,12+0,03 0,15+ 0,02 0,15 £ 0,01 0,16 £ 0,03
/A3-Careno 1048 0,06 + 0,01 0,06 + 0,01 0,06 + 0,01 0,05 + 0,01
a-Terpineno 1058 0,97 £ 0,41 1,29 £ 0,32 1,39+ 0,39 1,51+ 0,67
p-Cimeno 1068 32,36 +2,73 30,73+555 31,42+10,16 26,68 +7,43
Limoneno 1073 0,97 £0,36 1,14 £ 0,29 1,24 £ 0,16 1,38+0,34
(Z)-B-Ocimeno 1086 0,03 +0,03 tr 0,05 + 0,06 0,01 +£0,00
(E)-B-Ocimeno* 1097 0,07 £0,08 0,03 £ 0,01 0,34 £ 0,45 0,05+ 0,02
y-Terpineno 1109 6,23+ 3,57 9,31 +£4,07 10,28 £ 2,47 11,50 + 3,76
Terpinoleno + (E)-Oxido de linalol 1141 0,24 + 0,06 0,23+0,12 0,23+0,10 0,28 £ 0,27
a-Copaeno 1378 0,01 £0,01 0,01 £0,00 0,01 £0,00 0,01 £0,00
a-Gurjeneno® 1408 0,02 +0,01 0,02 £ 0,01 0,02 £ 0,01 0,06 £ 0,05
(E)-Cariofileno 1419 0,78 £0,25 1,23+ 0,59 0,82 £ 0,22 0,51+0,25
Calereno 1432 0,01 +0,00 0,01 £ 0,00 0,01 £0,00 0,01 £ 0,00
Aromadendreno 1440 0,05+0,04 0,11 £ 0,06 0,06 + 0,07 0,05+ 0,03
a-Humuleno 1457 0,06 £ 0,02 0,07 £ 0,07 0,04 £ 0,02 0,03 £ 0,02
Aloaromadendreno 1465 0,06 £ 0,02 0,07 £ 0,07 0,11 £ 0,06 0,03 £ 0,02
Elemeno* 1481 0,01 +£0,00 0,02 + 0,01 0,01 £ 0,01 0,01 £ 0,01
B-Selineno* 1485 0,01 +0,00 0,01 £ 0,01 0,02 £ 0,00 0,02 £ 0,01
Valenceno 1510 0,24 £ 0,07 0,48 £ 0,37 0,39 £ 0,27 0,34 £ 0,16
a-Muuroleno* 1516 0,02 £ 0,01 0,02 £ 0,01 0,03 £ 0,00 0,02 £ 0,01
y-Cadineno* 1537 0,04 £0,02 0,09 £ 0,06 0,09 £ 0,03 0,07 £ 0,01
0-Cadineno 1553 0,08 £ 0,02 0,12 £ 0,06 0,15+ 0,04 0,11 £ 0,02
Alcoholes
Butanol 742 0,01 £ 0,01 0,01 £0,00 0,01 £ 0,01 tr
3-Metil-3-buten-1-ol 766 tr tr tr tr
3-penten-2-ol* 784 tr tr tr tr
3-metil-2-buten-1-ol* 789 0,01 +£0,00 tr tr tr
(Z)-3-Hexen-1-ol 852 tr tr tr tr
(E)-2-Hexen-1-ol 865 tr tr tr tr
Hexanol + m-Xileno 867 0,03 £ 0,01 0,02 £ 0,01 0,03 £ 0,02 0,02 £ 0,01
1-Octen-3-ol 1009 0,19+0,07 0,18+0,13 0,18 £ 0,04 0,17 £ 0,09
3-Octanol 1031 0,04 £0,02 0,02 £ 0,01 0,03 £ 0,01 0,06 £ 0,05
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Tabla [1l.1-14 (continuacién)

% ETo
COMPONENTES l. R. 80 (81) 60 (63) 40 (44) 20 (30)
Alcoholes (continuacion)
(E)-Hidrato de sabineno 1116 0,75%0,35 1,24 £1,35 3,44 £4,76 1,33+£1,38
(Z)-Hidrato de sabineno* 1151 0,46 £0,57 0,84 + 1,50 0,35+ 0,27 1,65+2,90
Linalol 1152 221+054° 1,78+0,63% 0,90%0,32° 0,45+0,25"
(E)-Pinocarveol 1186 0,23+0,12 0,22 £ 0,08 0,20 £ 0,01 0,33+0,15
(Z)-Verbenol 1189 0,50+0,24 0,78 £ 0,45 0,52 £ 0,20 0,69 £ 0,26
(E)-Verbenol* 1197 0,07 £ 0,04 0,06 + 0,01 0,07 £ 0,02 0,07 £ 0,02
Isoborneol 1203 0,01 +0,00 0,01 £0,00 0,01 £0,00 0,01 £0,00
Borneol 1211 3,63+ 3,51 2,51+1,17 3,51+2,17 3,52 +1,34
Terpinen-4-ol 1220 0,77 +£0,35 1,00 + 1,26 1,09+ 1,16 1,76 £ 2,65
p-Cimen-8-ol 1227 0,38+0,08 0,27 £ 0,05 0,29 £ 0,05 0,29 £ 0,09
a-Terpineol 1231 1,55+2,35 0,45+0,15 0,50 £ 0,33 0,63 £0,28
Carveol 1252 0,05+ 0,02 0,05+ 0,02 0,06 + 0,01 0,06 £ 0,04
Nerol + Citronelol 1260 0,03 +0,02 0,05+ 0,02 0,05 0,03 0,05 £ 0,02
Geraniol + Acetato de linalilo 1281 0,13x0,19 0,02 + 0,01 0,03 £ 0,01 0,02 £ 0,01
Espatulenol 1640 0,41+0,10 0,38 £ 0,22 0,35+0,24 0,33+0,18
Aldehidos
(E)-2-Butenal* 735 tr tr tr tr
Pentanal 754 tr tr tr tr
Hexanal + Butirato de etilo 802 0,01 £0,00 tr tr tr
Furfural 832 0,01 +£0,00 tr tr tr
(E)-2-Hexenal 849 0,01 £0,00 tr tr tr
Heptanal 904 tr 0,01 +£0,00 tr tr
Benzaldehido 987  0,01+0,00° tr® tr® tr®
Nonanal 1157 0,06 + 0,03 0,06 + 0,03 0,06 + 0,02 0,08 £ 0,03
Mirtenal + Dihidrocarvona 1235 0,15 0,08 0,12 £ 0,07 0,13+ 0,01 0,22 + 0,09
Decanal 1243 0,17 +£0,12 0,21 +£0,11 0,21 £ 0,09 0,20 £ 0,09
Cuminaldehido 1268 0,07 £ 0,04 0,05+ 0,02 0,07 £ 0,03 0,06 £ 0,02
Neral + Carvona 1270 0,03+0,04 0,10 £ 0,08 0,17 £ 0,21 0,11 £0,08
Geranial + Perialdehido 1292 0,13+0,05 0,21 +0,15 0,21 +£0,25 0,16 £ 0,11
Cetonas
3-Hexanona 795 tr? 0,01 £0,01° tr® tr?
3-Heptanona* 888 tr 0,01 £ 0,01 tr tr
3-Octanona 1019 0,13+0,10 0,10 £ 0,05 0,12 £ 0,03 0,11 £ 0,09
B-Tujona 1158 0,03 +£0,01 0,03 £ 0,01 0,04 £ 0,01 0,04 £ 0,02
Alcanfor 1193 0,90 £ 0,41 1,06 + 0,32 1,06 £ 0,20 1,36 £ 0,45
Pinocarvona* 1208 0,04 £ 0,02 0,02 £ 0,02 0,03 £ 0,01 0,05 +0,03
Verbenona 1245 3,12+1,99 4,38 £ 1,69 4,13 +£0,81 428 +1,17
Timoquinona 1276 0,06 £ 0,04 0,03 £ 0,01 0,02 £ 0,01 0,03 £ 0,01
(Z)-Jasmona 1399 0,01+0,00 0,01 £0,00 tr 0,01 £ 0,00
a-lonona 1428 0,01 +0,00 0,01 £0,00 0,01 £0,00 0,01 £0,00
B-lonona 1497 0,01 £0,01 0,03 £ 0,01 0,02 + 0,01 0,02 £ 0,01
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Tabla [1l.1-14 (continuacién)

% ETo
COMPONENTES l.R. 80 (81) 60 (63) 40 (44) 20 (30)
Esteres
Acetato de etilo 732 tr tr tr tr
Butirato de metilo 763 tr tr tr tr
Acetato de bencilo 1214 0,04 £ 0,02 0,05 + 0,01 0,05 + 0,01 0,03 £ 0,03
Caprilato de etilo 1239 0,06 £ 0,01 0,07 £ 0,03 0,06 + 0,02 0,07 £ 0,03
Acetato de bornilo 1302 0,09 £ 0,04 0,15+0,12 0,09 + 0,02 0,13+ 0,09
Acetato de terpenilo 1353 tr tr tr tr
Acetato de timilo* 1356 0,04 £ 0,05 0,04 + 0,02 0,02 + 0,01 0,05+ 0,05
Acetato de nerilo 1366 0,03 +0,01 0,02 + 0,02 0,01 £ 0,00 0,01 £ 0,00
Acetato de geranilo 1385 0,01 +£0,01 0,07 £ 0,15 0,01 £ 0,01 0,01 £ 0,01
Caprilato de butilo 1388 tr® 0,02 £0,01° tr@ tr®
Fenoles
Eter metilico de timol 1265 0,92+1,04 0,33+0,43 0,41+ 0,66 0,19+ 0,16
Eter metilico de carvacrol 1272 0,35+0,34 0,21+ 0,26 0,43 +0,62 0,49+ 0,49
Timol 1308 27,38+525 27,31+3,57 24,65+ 2,51 24,24 + 5,00
Carvacrol 1314 1,73+0,05% 1,96 +0,44° 1,33+0,37" 1,24 +0,18°
Eugenol 1358 0,03 +0,01 0,02 + 0,02 0,01 £ 0,00 0,01 £ 0,01
(E)-1soeugenol 1453 0,03 +£0,03 0,03 £ 0,02 0,02 £ 0,00 0,01 +0,00
Epo6xidos
(Z)-Oxido de linalol 1123 0,03+0,01% 0,01+£0,01° 0,02+0,01° 0,01+0,00°
Oxido de cariofileno 1650 0,37 +£0,14 0,34 £+ 0,11 0,24 + 0,08 0,21 +£0,10
Eter
1,8-Cineol 1076 2,80 + 3,27 1,32+ 2,72 0,11 +0,15 2,14 + 2,97

ab,c

Valores con distinto superindice en la misma linea presentan diferencias estadisticamente

significativas, de acuerdo con el test de la Menor Diferencia Significativa de Fisher (P < 0,05).

+ Desviacion estandar.

* Identificacion tentativa.

I. R. Indices de Kovats (HP-5).
tr = trazas (< 0,01%).

Los aldehidos también modifican su comportamiento respecto al
primer afo de estudio, encontrando en 2003 que uUnicamente uno de
estos compuestos, el benzaldehido, distingue entre tratamientos, con un
porcentaje alcanzado con el 80% de la ETo significativamente superior al
resto. Este componente, en 2002, no presenta diferencias entre los
distintos riegos, aunque el resultado sea aparentemente el mismo, al

contrario que el heptanal, que en 2003 no muestra diferencias
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significativas que si se detectan en 2002. El decanal experimenta un
aumento en sus concentraciones relativas en todos los tratamientos en
2003, lo cual atenua las diferencias mostradas en 2002, mientras el (E)-
2-hexenal sufre el efecto contrario, mostrando valores mas bajos con el
60, 40 y 20% de la ETo en 2003. El nonanal también disminuye las
diferencias entre tratamientos en 2003 respecto a 2002, ya que eleva los
porcentajes alcanzados con el 80 y 60%, y los baja ligeramente con el 40
y 20% de la ETo, en tanto que el cuminaldehido muestra igualmente un
peor resultado con el 20%, pero mejora con el resto de aportes hidricos.
Mirtenal y neral mantienen su mejor respuesta al mismo tratamiento, 20 y
40% respectivamente, en ambas recolecciones, pero en 2003 los
promedios conseguidos con todos los riegos estan mas equilibrados,

aunque en el caso del neral con una desviacion estandar muy elevada.

El caso de las cetonas es semejante, con 3-hexanona mostrando
diferencias significativas que no aparecen en 2002; en 2003, el
suplemento hidrico equivalente al 60% de la ETo es significativamente
mejor que el resto. No se detectan mas diferencias en la respuesta al
riego entre estos compuestos en 2003, pero comparando con el afo
anterior, vemos que en la mayor parte de los casos las concentraciones
relativas determinadas en 2003 para las cetonas experimentan un
aumento respecto a 2002. Esto sucede en todos los tratamientos en el
caso de alcanfor, mientras otros constituyentes del aceite, como
pinocarvona, o verbenona mantienen el mismo porcentaje alcanzado en
2002 con algunos tratamientos, y lo mejoran en otros. La 3-octanona, que
en 2002 presenta su mejor resultado con el 80% de la ETo, disminuye
este porcentaje en 2003, en tanto que eleva los promedios conseguidos
con el 60, 40 y 20%. La (Z)-jasmona incrementa sus concentraciones con
los tratamientos hidricos mas abundantes en el segundo afio de ensayo, y
la B-ionona, por su parte, reduce ligeramente en 2003 la proporcidn
alcanzada con el 20%, mejorando visiblemente con el 60 y 40% de la
ETo. Todo esto contribuye a atenuar las diferencias entre riegos

encontradas en 2002.
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El caprilato de butilo es el unico éster cuya produccion se ve
favorecida por un suplemento de agua especifico en 2003.

Concretamente, el porcentaje alcanzado con el 60% de la ETo es
significativamente superior a los demas tratamientos. Este compuesto
experimenta un descenso en sus concentraciones respecto a 2002 en
todos los casos, salvo en el mencionado tratamiento, lo que explica las
diferencias encontradas en el segundo afio de ensayo, las cuales no
aparecen en el primero. Continuando con estos compuestos, el acetato de
bencilo ve disminuidos sus porcentajes con el 80% en 2003, y para el
acetato de timilo el descenso se produce tanto con el 80 como con el
20%. El acetato de terpenilo reduce su presencia a trazas con todos los
tratamientos en la recoleccion de 2003. Otro éster, el caprilato de etilo,
incrementa de forma general sus concentraciones relativas respecto al
afo anterior, y el acetato de linalilo, como ya se ha comentado en el caso

del geraniol, junto al que se integra, aumenta su porcentaje con el 80%.

Por lo que se refiere a los fenoles, es importante mencionar que
para el timol, en 2003 el analisis estadistico no aprecia diferencias
significativas entre los porcentajes alcanzados con los cuatro aportes
hidricos, aunque los promedios mas elevados corresponden al 80 y 60%
de la ETo. El carvacrol, sin embargo, presenta diferencias entre riegos en
2003, al igual que en 2002, siendo el porcentaje conseguido con el 60%

significativamente superior a los alcanzados con el 40 y 20%.

En cuanto a los epoxidos, unicamente el (Z)-6xido de linalol
muestra diferencias significativas en 2003, paralelamente a lo ocurrido en
2002. Tales diferencias aparecen con el tratamiento equivalente al 80%
de la ETo, significativamente superior a los demas. El porcentaje

alcanzado con el 20% disminuye respecto al afio anterior.
Una vez mas, en el 1,8-cineol no se detectan diferencias entre

tratamientos, debido a la gran diversidad cuantitativa que presenta este

componente en estas plantas.
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Se debe comentar que al analizar conjuntamente las recolecciones
de 2002 y 2003 es necesario considerar dos factores: la variabilidad
intraespecifica y la diferente climatologia de ambos afios. Todo ello afecta
al perfil volatil de estas labiadas, haciendo dificil establecer paralelismos
entre dos cosechas distintas. Si nos restringimos a 2003, teniendo en
cuenta las pocas diferencias significativas que se detectan, y que en
concreto el timol, aunque alcanza mejores promedios con los aportes
hidricos mas elevados, no muestra tales diferencias, se puede pensar que
un riego equivalente al 20% de la ETo es suficiente para conseguir un
buen aceite esencial en este segundo ano de aplicacién del riego
diferenciado, al igual que ocurre con la produccién de biomasa y el

rendimiento en dicho aceite.

lll. 1. 5. 2. Estudio de la variabilidad intraespecifica.

Los componentes volatiles presentes en el aceite esencial de Th.
hyemalis presentan variaciones cuantitativas importantes entre las
distintas plantas, como hemos podido comprobar en los analisis

cromatograficos efectuados a las muestras recolectadas en 2002 y 2003.

Esta evidencia es la base del estudio de variabilidad intraespecifica
que se lleva a cabo en 2004, el cual se expone en este apartado. El
estudio, en el caso de esta especie, se lleva a cabo sobre un numero de
individuos superior al propuesto inicialmente para este fin, ya que en lugar
de 96 plantas se recolectan 109, seleccionadas entre los distintos
tratamientos de riego. Tales plantas no muestran diferencias morfolégicas
resefiables, por lo que la diversidad se presenta en los aceites esenciales
extraidos a partir de ellas, afectando tanto a su rendimiento como a su
composicién quimica. Los resultados de este estudio podrian extrapolarse
a la poblacion en general de esta especie, dado que se realiza sobre un
numero bastante elevado de plantas, las cuales proceden de semillas

recolectadas en tomillares silvestres.
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Como se ha mencionado anteriormente, el componente mas
destacado en un porcentaje mayoritario de los aceites analizados en esta
Memoria es el timol, detectandose también concentraciones
considerables de su isdbmero carvacrol, asi como de los precursores
fendlicos p-cimeno y y-terpineno. Por otra parte, algunas plantas
examinadas no presentan quimiotipo fendlico, mostrando como

constituyentes mas abundantes a-terpineol, linalol o borneol.

El aceite esencial de esta labiada ha sido estudiado con
anterioridad por numerosos autores, generalmente analizando plantas

procedentes de poblaciones espontaneas.

Adzet et al. (1976b), en su trabajo, determinan la presencia
dominante de carvacrol, en cantidades que oscilan entre 70-80%. La
proporcion de borneol es también bastante alta, siendo en algunos casos

este alcohol el componente mayoritario, con un porcentaje de 40—-60%.

En otras publicaciones (Cabo et al., 1986; Cabo et al., 1987), se
habla de altas concentraciones de 1,8-cineol, alcanfor, linalol y mirceno

entre las plantas estudiadas.

Saez (1996) identifica 38 componentes en los aceites analizados,
variando sus proporciones en funcién de las localidades de las que
proceden las plantas. El quimiotipo timol es el mas extendido, con unas
cantidades relativas para este fenol de hasta el 36,7%, presentando
algunas plantas su isbmero carvacrol como componente mayoritario, que
puede alcanzar el 56,5%. En ambos casos se encuentran también muy
elevados los precursores de estos fenoles (y-terpineno y p-cimeno). El
quimiotipo linalol también se presenta en esta especie, con una cantidad
maxima del 34,4% para este componente. Otros constituyentes
encontrados por este autor en concentraciones importantes son 1,8-

cineol, borneol, a-terpineol, a-pineno y canfeno.
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En un trabajo previo sobre el perfil volatil de este tomillo creciendo
en condiciones de cultivo, Sotomayor (1998) identifica 30 componentes,
sefialando el quimiotipo timol para todas las plantas analizadas. Las
cantidades de este componente varian en funcion de la edad y el estado

fenologico de las plantas en el momento de su recoleccion.

En el presente estudio, los quimiotipos determinados se distribuyen
tal como se aprecia en la Tabla Ill.1-15, en la que se especifica entre
paréntesis el numero de plantas que presenta cada uno de ellos, asi
como el porcentaje que suponen sobre el total de las plantas analizadas
(109). Tales quimiotipos se exponen de mayor a menor presencia en la

poblacion.

Tabla 111.1-15. Quimiotipos determinados y porcentaje de los mismos en la poblacién.

Quimiotipos (n° de plantas) Porcentaje (%)
Fendlico*, timol > 20% (55) 50,46
Fenolico*, timol < 20% (18) 16,51 | 74,317
Fendlico* (timol < 20%), con precursores elevados (8) 7,34

Mixto, a-terpineol/timol (7) 6,42

Linalol* (6) 5,50

Fendlico*, carvacrol (4) 3,67

Mixto, borneol/timol* (3) 2,75

Mixto, linalol/timol* (2) 1,83
a-Terpineol (2) 1,83
1,8-Cineol* (1) 0,92

Mixto, carvacrol/(E)-hidrato de sabineno (1) 0,92

Mixto, linalol/a-terpineol (1) 0,92

Mixto, mirceno/hidrato de sabineno (1) 0,92

N° total de plantas: 109

M Este porcentaje equivale a la suma de los tres primeros, que presentan al timol
como componente mas importante.
* Quimiotipos identificados por otros autores en esta especie.
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Dentro del quimiotipo fendlico, el mas abundante, se distingue
entre plantas con un contenido en timol claramente superior al resto de
componentes, y otros tomillos en los que si bien el timol continua siendo
mayoritario, aparecen distintos constituyentes que también alcanzan una
cantidad relativa en algunos casos similar a la de timol, o incluso superior
cuando se trata de quimiotipos fendlicos con una concentracion
predominante de los precursores p-cimeno y y-terpineno. Los tres
primeros grupos que aparecen en la tabla engloban a estos individuos.

Se ha estimado conveniente hacer esta distincion entre ellos,
unicamente a titulo informativo, con el fin de aportar una explicacion
detallada sobre el modo en que se distribuyen los componentes en las
plantas, en base al contenido en timol y su relacion con los precursores
fendlicos y otros constituyentes del aceite esencial. No obstante, los tres
grupos presentan el timol como componente destacado, y sumando las
plantas que integran dichos grupos encontramos un porcentaje del
74,31%, visiblemente mayoritario en la poblacion, al cual hay que afadir
aquellos tomillos con presencia dominante de carvacrol en sus aceites, lo

que les confiere también quimiotipo fendlico.

A continuacién se exponen las principales caracteristicas de los
diferentes perfiles volatiles encontrados, siguiendo el mismo orden que

aparece en la tabla anterior.

Quimiotipo fendlico, con timol > 20%

Las plantas de esta categoria suponen el 50,46% del total de
muestras recolectadas. Presentan un quimiotipo simple, con el timol como
componente destacado, ya que la concentracién de este fenol es superior
al 20% en todos los casos. Sobre este grupo, que constituye un
porcentaje mayoritario de las plantas analizadas, se ha llevado a cabo un
estudio similar al de afios anteriores, para comprobar el comportamiento
de los tomillos frente al diferente aporte hidrico en este tercer afio de

ensayo. Sus resultados se muestran en las Tablas I11.1-16 y [Il.1-17, en
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las que se recogen los porcentajes determinados para los distintos
constituyentes del aceite esencial en las recolecciones de invierno y
primavera, respectivamente. En tales tablas aparecen uUnicamente
aquellos componentes para los que se determina una concentracion
relativa igual o superior a 0,1%, lo que supone un total de 45
constituyentes, ya que el propdsito del apartado que nos ocupa es el
estudio de la variabilidad quimica presente en estas plantas, por lo que se
ha considerado suficiente hacer un seguimiento de la respuesta frente al
riego en 2004 solo sobre aquellos componentes que se encuentran en
proporciones importantes. Tales componentes representan el 95,7% del

total.

A) Invierno.

Como se puede ver en la Tabla Il1.1-16, en invierno de 2004 sdlo
un compuesto, (E)-hidrato de sabineno, muestra una respuesta diferente

en funcion del riego recibido por las plantas.

La concentracion de los hidrocarburos terpénicos no varia
significativamente al aplicar los distintos tratamientos en esta recoleccion,
al igual que ocurre en 2003. Dado que en 2002 si se aprecian diferencias,
parece que las plantas se van adaptando a los recursos hidricos de los
que disponen, de forma que suplementos de agua que en el primer ano
de ensayo provocan un aumento o descenso en la sintesis de
determinados terpenos, no tienen un efecto significativamente distinto del
resto de tratamientos en el segundo y tercer afio.

Compuestos como a-tujeno, a-pineno, canfeno, a-terpineno y
limoneno, ademas de p-cimeno y y-terpineno, son los terpenos mas
abundantes en esta recoleccion. Respecto a ambos precursores
fendlicos, la presencia de p-cimeno en invierno de 2004 es similar a la de
afios anteriores con todos los tratamientos; en tanto que el y-terpineno

experimenta un descenso en casi todos sus promedios en 2004 con
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relacion al primer afio de ensayo, especialmente marcado en el caso del
20% de la ETo.

Los alcoholes son el unico grupo en el que se aprecian diferencias
significativas en esta cosecha, ya que (E)-hidrato de sabineno, que en
2002 y 2003 no muestra tales diferencias, presenta en 2004 una
concentracion significativamente superior cuando a las plantas se les
aplica el agua necesaria para compensar el 20% de la ETo, aunque dicha
concentracion no es distinta de la alcanzada con el 40%. Como ya
ocurriera en la primavera de 2002, la sintesis de este alcohol acaba
viéndose favorecida por aportes bajos de agua también en la primera
recoleccion anual, transcurridos tres afos desde el inicio del riego
diferenciado.

Del resto de alcoholes, linalol y borneol destacan por su marcada
presencia en el aceite esencial, detectandose en ambos una desviacion

estandar bastante alta.

La sintesis de los cuatro aldehidos mayoritarios en esta recoleccion
no esta influida por el riego, como tampoco lo esta la de las cetonas.
Verbenona y alcanfor son las que presentan las proporciones relativas

mas elevadas.

El acetato de bornilo, por su parte, no ha visto afectada su
presencia en los aceites por los distintos niveles de riego en ninguna
recoleccion, al igual que ocurre con las recolecciones invernales de los

epoxidos (E)-oxido de linalol y 6xido de cariofileno.
En la concentracion de los fenoles incluidos en la tabla de 2004

tampoco se encuentran diferencias significativas en funcion del

suplemento hidrico.
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Tabla 111.1-16. Composicién porcentual del aceite esencial de Th. hyemalis, quimiotipo timol, en
funcién del aporte hidrico (Invierno 2004).

% ETo

COMPONENTES I.R. 80 (81) 60 (63) 40 (44) 20 (30)

Hidrocarburos Terpénicos

a-Tujeno* 940 0,90 £ 0,23 1,00 £ 0,14 1,02+0,16 0,94 +0,10
a-Pineno 949 1,73+ 1,59 1,09 £ 0,44 1,59 £ 0,87 1,32 £ 1,09
Canfeno 969 0,41+0,15 1,46 + 1,05 1,10+ 0,84 1,07 £ 1,04
Verbeneno* 976 0,10 £ 0,07 0,09 + 0,02 0,07 £ 0,03 0,07 £ 0,03
Sabineno 1001 0,13+ 0,09 0,15+0,13 0,18 £ 0,10 0,16 £ 0,11
B-Pineno 1007 0,20+ 0,15 0,20+ 0,15 0,26 £ 0,15 0,19+ 0,17
Mirceno 1026 0,81 +0,23 0,75+ 0,26 0,88+ 0,16 0,79+0,15
a-Felandreno 1042 0,17 £ 0,03 0,16 + 0,03 0,18 £ 0,03 0,16 + 0,03
a-Terpineno 1058 1,17 £ 0,34 1,28 £ 0,39 1,44 £ 0,28 1,25+0,35
p-Cimeno 1068 24,54+6,89 2860+6,84 2563+4,89 23,7816,61
Limoneno 1073 1,26 £ 0,51 1,07 £ 0,18 1,08 £ 0,31 1,09 £ 0,33
(E)-B-Ocimeno* 1097 0,08 £0,12 0,73 +1,46 0,30+ 0,45 0,27 £ 0,60
y-Terpineno 1109 8,99 + 2,93 11,07 £4,52 12,94 + 4,16 9,80 + 2,67
Terpinoleno + (E)-Oxido de linalol 1141 0,23 £ 0,08 0,20 £ 0,03 0,18 £ 0,04 0,20 £ 0,05
(E)-Cariofileno 1419 0,88 + 0,38 0,95+ 0,35 0,82 £ 0,31 0,78 £ 0,29
Aloaromadendreno 1465 0,170 £ 0,06 0,11 £ 0,03 0,09 + 0,05 0,12 £ 0,06
Valenceno 1510 0,40 + 0,24 0,49+ 0,24 0,50 + 0,37 0,54 + 0,34
0-Cadineno 1553 0,177 £ 0,10 0,13 +0,08 0,14 + 0,08 0,11 £ 0,08
Alcoholes

1-Octen-3-ol 1009 0,27 £ 0,20 0,23+0,15 0,14 £ 0,08 0,18 £ 0,09
(E)-Hidrato de sabineno 1116 0,47+0,11° 0,58+0,15° 0,62+0,25 0,82+0,39"
(Z)-Hidrato de sabineno* 1151 0,11 £ 0,03 0,17 £ 0,05 0,22 +0,19 0,18 £ 0,07
Linalol 1152 4,35+ 4,09 2,69+ 234 1,81+ 1,13 2,02+1,22
(E)-Pinocarveol 1186 0,20 £ 0,11 0,15+ 0,05 0,17 £ 0,05 0,18 + 0,06
(Z)-Verbenol 1189 0,67 + 0,40 0,51 +0,14 0,48 £ 0,27 0,51+ 0,20
Borneol 1211 1,57 £ 0,82 5,05 +3,73 3,46 £ 2,44 4,07 + 3,99
Terpinen-4-ol 1220 0,50 + 0,05 0,65+0,19 0,57 £ 0,26 0,60+0,18
p-Cimen-8-ol 1227 0,23 £ 0,06 0,23+0,10 0,21+ 0,05 0,19 £ 0,07
a-Terpineol 1231 0,53+ 0,32 0,46 £ 0,24 0,52 +£0,32 0,75+0,75
Espatulenol 1640 0,34 +0,14 0,41 +£ 0,21 0,31+0,18 0,38 +0,18
Aldehidos

Mirtenal + Dihidrocarvona 1235 0,16 + 0,07 0,11 £0,03 0,14 £ 0,03 0,14 £ 0,08
Decanal 1243 0,19+0,15 0,15+ 0,08 0,11 +£ 0,06 0,20 + 0,20
Geranial + Perialdehido 1292 0,12+ 0,11 0,14 £ 0,11 0,08 £ 0,06 0,08 £ 0,04
Cetonas
3-Octanona 1019 0,15+ 0,09 0,13+ 0,09 0,10 £ 0,08 0,07 £ 0,04
Alcanfor 1193 1,00 £ 0,55 1,01 £0,32 0,89 + 0,26 0,97 + 0,46
Verbenona 1245 4,85+ 2,22 3,14 £ 1,05 2,94 +1,28 3,77 £ 1,53
Ester
Acetato de bornilo 1302 0,10 £ 0,05 0,12 + 0,06 0,08 £ 0,03 0,21+ 0,20
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Tabla I11.1-16 (continuacién)

% ETo
COMPONENTES I.R. 80 (81) 60 (63) 40 (44) 20 (30)
Fenoles
Eter metilico de timol 1265 1,04 £ 1,19 0,10+£0,10 0,37 £ 0,53 0,51 £ 0,96
Eter metilico de carvacrol 1272 0,47 +0,47 0,23 +£0,29 0,11 +0,12 0,44 + 0,45
Timol 1308 31,55+3,67 2691+4,34 29,75+417 33,06 +8,79
Carvacrol 1314 2,04 £0,94 1,77 £ 0,42 1,91 +£0,28 1,80 £ 0,58
Epéxido
Oxido de cariofileno 1650 0,24 + 0,09 0,27 £0,13 0,19+ 0,05 0,21 +£0,10
Eter
1,8-Cineol 1076 2,12+ 2,77 1,16 £ 2,32 2,30+ 2,16 1,59 + 2,09

2P \/alores con distinto superindice en la misma linea presentan diferencias estadisticamente
significativas, de acuerdo con el test de la Menor Diferencia Significativa de Fisher (P < 0,05).

+ Desviacion estandar.
* Ideptificacic’)n tentativa.
I. R. Indices de Kovats (HP-5).

El timol, componente mas importante desde el punto de vista
comercial, alcanza con el 20% de la ETo un porcentaje medio que supera
a los conseguidos con el resto de tratamientos, contrariamente a lo
ocurrido los dos afios anteriores. En la Figura 1l11.1-9 se describe la
distribucion de las diferentes plantas, en funcién de la ETo, de acuerdo a
su contenido en timol. La grafica muestra la mediana (linea negra) y la
media (linea roja discontinua), asi como los percentiles 10, 25, 75 y 90,
representados como cajas verticales con barras de error. En esta figura
es posible apreciar que con el riego equivalente al 20% de la ETo, de
acuerdo con el valor de la mediana, la mitad de los tomillos recolectados
tienen un contenido en timol superior al 32%, muy semejante a lo que
ocurre con el 80% de la ETo.

Sin embargo, al observar el P75, encontramos que con el aporte
hidrico mas bajo, el 75% de las plantas presenta una concentracién de
este fenol igual o inferior al 40%, en tanto que en el caso del riego mas
elevado, el valor del mismo percentil nos situa en un porcentaje de timol
igual o inferior al 34%. Esto indica que una proporcion importante de

tomillos que han recibido el suplemento hidrico necesario para compensar
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el 20% de la ETo son mas ricos en timol que aquellos que han sido
regados mas abundantemente, por lo que parece que un escaso aporte
de agua es mas favorable para la sintesis de este componente, a pesar

de la ausencia de diferencias significativas entre tratamientos.

Thymus hyemalis (invierno 2004)
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Fig. Il1.1-9. Distribucion de las plantas segun su contenido en timol.

El peor resultado corresponde al 60% de la ETo, ya que con esta
cantidad de agua, el 50% de las plantas tiene una proporcion de timol

inferior al 25,11%, que es el valor de la mediana en este caso.

También es interesante advertir como, en este ultimo afo de
ensayo, los porcentajes medios determinados para el timol con cada
aporte hidrico resultan inversos al perfil seguido por el p-cimeno,
coincidiendo el maximo de uno con el minimo del otro (Figura 111.1-10). Al
tratarse de precursor y producto final, esto es lo que cabria esperar,
aunque el hecho no es tan evidente los dos afos anteriores, debido
probablemente a que al haber un mayor numero de muestras en 2004, se

ha atenuado el efecto de la variabilidad intraespecifica.
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Precursores/timol 2004
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Fig. 11.1-10. Estudio comparativo del comportamiento del timol y sus precursores, en
funcion del aporte hidrico.

Por ultimo, el carvacrol, cuya produccion se ve afectada por el riego
tanto en 2002 y 2003, presenta en 2004 unos porcentajes mas igualados,

de forma que ya no hay diferencias entre tratamientos.

Teniendo todo esto en cuenta, se puede afirmar que, si bien la
variabilidad intraespecifica y la climatologia influyen de nuevo en estos
resultados, es posible advertir una tendencia en los tomillos hacia el
equilibrio entre los distintos tratamientos, ya que, aunque en un principio
la respuesta de los plantas ante la modificacién de los suplementos
hidricos que reciben se traduce en una alteracion en la sintesis de
componentes volatiles, efecto que se hace patente en 2002, tales plantas
se readaptan a la nueva situacién, imponiéndose el condicionamiento
genético y logrando una sintesis de componentes relativamente estable,
sin influencias del riego, aunque la produccién de timol acaba viéndose
favorecida en esta especie por aportes de agua minimos.

La predisposicién observada, que conduce a la equivalencia entre
tratamientos, coincide con lo publicado por LozZiené y Venskutonis (2005),
trabajo en el que queda de manifiesto que una modificacion repentina de

las condiciones de crecimiento de Th. pulegioides puede afectar al perfil
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volatil de algunas de estas plantas, las cuales, transcurrido un tiempo,
recuperan una composicién similar a la que mostraban originalmente. La
conclusién alcanzada apunta a una composicion cualitativa estable del
aceite esencial de estos individuos, la cual estaria predeterminada

genéticamente.

B) Primavera.

Por lo que respecta a la primavera de 2004 (Tabla 111.1-17),
ninguno de los componentes considerados en dicha recoleccién ve

afectada su sintesis por el aporte hidrico recibido.

(E)-cariofileno, aloaromadendreno, valenceno y ©-cadineno,
hidrocarburos terpénicos mas complejos estructuralmente, tienden a
disminuir su concentracion respecto a invierno con todos los tratamientos
hidricos. El resto de los terpenos, en general, son mas abundantes en
primavera, aunque en algunos casos, como canfeno, verbeneno, o-
terpineno, p-cimeno, (E)-B-ocimeno, y-terpineno vy terpinoleno, el
porcentaje alcanzado en promedio en la segunda recoleccidon aumenta
respecto a la primera solo con determinados tratamientos. El p-cimeno, en
concreto, incrementa su proporcion en junio unicamente con el 40% de la
ETo.

(E)-hidrato de sabineno, alcohol que en invierno mejora su
respuesta con el aporte hidrico mas bajo, disminuye sus porcentajes en
primavera con dicho tratamiento, de manera que en la segunda
recoleccion las concentraciones estan mas igualadas y las diferencias

entre los distintos niveles de agua no son significativas.
En los aldehidos, se puede apreciar una tendencia a mejorar su

concentracion relativa respecto a la de invierno con el 40 y 20% de la

ETo, especialmente en el caso de geranial y perialdehido.
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Tabla l11.1-17. Composicién porcentual del aceite esencial de Th. hyemalis, quimiotipo timol, en
funcion del aporte hidrico (Primavera 2004).

% ETo
COMPONENTES l. R. 80 60 40 20
Hidrocarburos Terpénicos
a-Tujeno* 940 0,97 £ 0,22 1,08 £ 0,08 1,02+ 0,14 0,96 + 0,14
a-Pineno 949 3,43 +£2,95 1,91+ 0,36 2,77 £1,75 2,58 + 1,47
Canfeno 969 0,49 + 0,45 3,05 +1,97 0,92 + 0,86 1,90+ 1,90
Verbeneno* 976 0,08 + 0,05 0,08 + 0,04 0,10+ 0,05 0,14 £ 0,09
Sabineno 1001 0,22+ 0,17 0,21 +0,11 0,34 + 0,26 0,31+0,30
B-Pineno 1007 0,32+ 0,21 0,40 £ 0,25 0,44 + 0,31 0,41+0,34
Mirceno 1026 1,09 £ 0,39 0,95+0,17 0,96 + 0,06 1,11+ 0,41
a-Felandreno 1042 0,20 £ 0,06 0,18+ 0,03 0,21+ 0,03 0,19+ 0,02
a-Terpineno 1058 1,38 £ 0,50 1,43 + 0,38 1,54 + 0,25 1,23+ 0,22
p-Cimeno 1068 23,55+6,36 22,54+3,77 27,70+3,08 19,59 17,21
Limoneno 1073 1,64 £ 0,68 1,28 £+ 0,24 1,60+ 0,48 1,52 £ 0,27
(E)-B-Ocimeno* 1097 0,30+0,46 0,85+ 1,33 0,27 £ 0,55 0,98 +1,70
y-Terpineno 1109 12,01+4,86 13,26+5,80 13,44 2,60 9,63 £ 1,60
Terpinoleno + (E)-Oxido de linalol 1141 0,21 £ 0,04 0,25 £ 0,07 0,21 £ 0,05 0,20 £ 0,05
(E)-Cariofileno 1419 0,66 + 0,28 0,84 +0,18 0,52 + 0,30 0,47 £ 0,35
Aloaromadendreno 1465 0,06 + 0,01 0,09 + 0,02 0,07 £ 0,05 0,08 + 0,03
Valenceno 1510 0,31+0,18 0,34 £ 0,17 0,48 £ 0,27 0,40 £ 0,20
0-Cadineno 1553 0,12+0,05 0,13 £ 0,02 0,11+ 0,08 0,06 + 0,01
Alcoholes
1-Octen-3-ol 1009 0,13+0,09 0,31+ 0,09 0,15+ 0,13 0,22+ 0,14
(E)-Hidrato de sabineno 1116  0,49+0,10 0,64 + 0,21 0,76 £ 0,59 0,60 + 0,20
(Z)-Hidrato de sabineno* 1151 0,21 +0,17 0,24 + 0,10 0,17 £ 0,05 0,18 £ 0,07
Linalol 1152 1,92 +0,77 3,03+1,12 1,61+0,43 2,15+ 0,47
(E)-Pinocarveol 1186 0,17 £ 0,05 0,14 + 0,06 0,19 £ 0,09 0,23+ 0,09
(Z)-Verbenol 1189 0,67+0,45 0,54 + 0,20 0,77 £ 0,39 0,92 + 0,29
Borneol 1211 1,41+ 1,00 8,77 £ 5,23 2,61+242 6,22 + 6,32
Terpinen-4-ol 1220 0,73+0,27 0,63 £ 0,09 0,79+0,49 0,62 +£0,21
p-Cimen-8-ol 1227 0,17 £ 0,04 0,14 £ 0,04 0,24 + 0,04 0,20 + 0,09
a-Terpineol 1231 0,66 + 0,34 0,42 + 0,09 0,76 £ 0,52 0,70 £ 0,47
Espatulenol 1640 0,31+0,15 0,32+0,18 0,39 + 0,26 0,36 £ 0,13
Aldehidos
Mirtenal + Dihidrocarvona 1235 0,14+ 0,07 0,11+ 0,04 0,16 £ 0,05 0,17 £ 0,14
Decanal 1243 0,13 +0,09 0,11+ 0,06 0,21+0,14 0,22+0,19
Geranial + Perialdehido 1292 0,18+0,14 0,12 £ 0,06 0,15+ 0,04 0,19+0,10
Cetonas
3-Octanona 1019 0,08 £0,05 0,09 + 0,02 0,05 + 0,04 0,11+ 0,08
Alcanfor 1193 0,96 £+ 0,56 1,31+ 0,39 1,07 £ 0,22 1,57 £ 0,79
Verbenona 1245 417 +2,84 2,18+1,18 3,63 +1,53 4,32+ 1,08
Ester
Acetato de bornilo 1302 0,12+0,08 0,18+ 0,12 0,06 + 0,01 0,30+ 0,37
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Tabla I11.1-17 (continuacién)

% ETo
COMPONENTES l. R. 80 60 40 20
Fenoles
Eter metilico de timol 1265 0,60 +0,48 0,05+ 0,03 0,31 0,41 0,72 +0,97
Eter metilico de carvacrol 1272 0,30+ 0,17 0,40 £ 0,40 0,07 £ 0,04 0,12+ 0,07
Timol 1308 30,14+ 3,68 24,14+459 2294+484 28,34 +6,56
Carvacrol 1314 1,82+ 0,31 1,46 £ 0,34 1,63 £ 0,37 1,91 £ 0,54
Epo6xido
Oxido de cariofileno 1650 0,26 +0,17 0,27 £ 0,04 0,23 £0,06 0,21 +£0,13
Eter
1,8-Cineol 1076 2,79+ 3,80 1,37 £ 1,37 4,13 14,54 3,25+£4,40

@ Valores con idéntico superindice en la misma linea no presentan diferencias estadisticamente
significativas, de acuerdo con el test de la Menor Diferencia Significativa de Fisher (P < 0,05).

1 Desviacion estandar.

* Identificacién tentativa.

l. R. indices de Kovats (HP-5).

Y las cetonas muestran mejores promedios en la recoleccién de
junio si se aplica el aporte hidrico mas bajo. Por su parte, el acetato de
bornilo incrementa su presencia en el aceite esencial en primavera con

todos los tratamientos, salvo el 40% de la ETo.

El timol, por el contrario, es menos abundante en la recoleccion de
primavera, y el mejor promedio en esta recoleccion se obtiene con el nivel
de agua mas alto, aunque no es significativamente diferente del resto. En
este punto se debe mencionar que en primavera de 2002, el resultado
conseguido con dicho aporte hidrico es significativamente superior a los
alcanzados con los otros tratamientos.

Lo que ocurre es que este fenol ha incrementado su concentracion
en la segunda recoleccién de 2004 respecto a la de 2002 especialmente
con el 60, 40 y 20% de la ETo, por lo que los porcentajes obtenidos en
este tercer afio de ensayo estan bastante ponderados, compensandose

las diferencias observadas en 2002.
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En la Figura 11l.1-11 se puede apreciar el comportamiento de las

plantas en cuanto a la sintesis de timol en funcién del riego.

Thymus hyemalis (primavera 2004)
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Fig. lll.1-11. Distribucion de las plantas segun su contenido en timol.

En este caso, con el menor suplemento de agua, el valor de la
mediana corresponde a una concentracion de timol del 28,8%, y con el
aporte hidrico mas elevado tal valor se situa en el 32,0%. Los resultados
obtenidos con el 60 y 40% de la ETo son semejantes, determinandose
para la mitad de las plantas en ambos tratamientos una concentracion de

timol igual o inferior al 25%.

Al igual que sucede con el timol, la sintesis de carvacrol no se

muestra afectada por el riego en 2004.

Se puede concluir, por todo ello, que la tendencia de las plantas
hacia el equilibrio entre tratamientos a medida que transcurre el tiempo
también se hace patente en primavera, por lo que en 2004, a diferencia

de 2002, la ausencia de diferencias significativas implica que no es
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necesario un aporte hidrico elevado para conseguir una buena calidad en

el aceite esencial.

Por otra parte, en 2004, de la misma forma que en el primer afo de
ensayo, se ha realizado un analisis comparativo con los componentes
volatiles mas abundantes, a fin de determinar si las diferencias entre las
concentraciones de invierno y primavera son o no significativas. Los

resultados de ese analisis se muestran en la Tabla I11.1-18.

Tabla 111.1-18. Analisis estadistico comparativo invierno/primavera 2004.

% ETo
Componentes 80 (81) | 60 (63) |40 (44) 20 (30)
Mirceno ND ND ND ND
p-Cimeno ND ND ND ND
y-Terpineno ND ND ND ND
(E)-Hidrato de sabineno ND ND ND ND
(Z)-Hidrato de sabineno ND ND ND ND
Linalol ND ND ND ND
Alcanfor ND ND ND ND
Borneol ND ND ND ND
a-Terpineol ND ND ND ND
Verbenona ND ND ND ND
Timol ND ND D ND
Carvacrol ND ND ND ND

D = Diferencias estadisticamente significativas entre estaciones (p < 0,05).
ND = No existen diferencias.

En la gran mayoria de componentes los resultados son
equiparables en las dos recolecciones, y el incremento en la
concentracion de timol en invierno respecto a primavera es soélo
significativo con el aporte hidrico equivalente al 40% de la ETo. Todo ello
confirma que, en este tercer afio de ensayo, también en primavera es

posible dedicar la cosecha a la obtencion de un aceite esencial de
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excelentes propiedades con un escaso riego, por lo que la segunda
cosecha que presenta esta planta en condiciones de cultivo es interesante

ya que asegura una produccion adicional de aceite y hoja al agricultor.

Como nota de interés, podemos incluir aqui un apunte sobre el
comportamiento especifico de algunas plantas en lo referente a la sintesis
de compuestos al cambiar de estacion. En concreto, se ha detectado que
el descenso en timol en la segunda recoleccion es muy acusado en
determinados casos, pudiendo reducirse incluso hasta la mitad, y en
algun individuo aumenta notablemente la presencia de linalol o borneol en

primavera, descendiendo la concentracion de timol.

Las condiciones ambientales y el hecho de realizar dos cortes al
afo afectan, por lo tanto, a la sintesis de componentes volatiles por parte
de estas plantas, siendo esto particularmente evidente en algunas de

ellas.

C) Evolucion de la influencia del riego en la sintesis de fenoles.

Dada la importancia que actualmente tienen los compuestos
fendlicos en el mercado de plantas aromaticas, estudiar el grado de
incidencia de las siegas periddicas sobre su produccion, es un punto
necesario para determinar el interés que pueden tener estas plantas para

ser consideradas como un cultivo rentable.

Para una correcta visualizacion de estos datos, se representan
graficamente, en funcion del aporte hidrico recibido por las plantas, los
porcentajes de timol y carvacrol detectados en los diferentes analisis
cromatograficos. Se han empleado con este fin aquellos tomillos para los
cuales se ha determinado un quimiotipo timol simple, cuyo perfil volatil se
muestra en las Tablas I1l.1-11, 11.1-12, Il.1-14, 1l.1-16 y lll.1-17.
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En la Figura 1l1l.1-12 aparece la evolucion de estos componentes

correspondiente a las recolecciones de invierno de Th. hyemalis.

Thymus hyemalis Thymus hyemalis

—e— 2002

40

35 4

30

25

20 ~

—a— 2003 3,0 —

—a— 2004

2,5

2,0

% carvacrol

—e— 2002
—a— 2003
—a— 2004

20 40 60 80 100 0 20 40 60 80
% ETo % ETo

Fig. lll.1-12. Evolucién de la sintesis de compuestos fendlicos (invierno).

El timol (Figura lll.1-12a) eleva en 2004 el promedio alcanzado
respecto a 2002 y 2003 con todos los tratamientos, excepto con el 60%
de la ETo. La subida es particularmente relevante en el caso del aporte
hidrico mas bajo, de forma que los porcentajes alcanzados por este fenol
en 2004 con el 20% de la ETo son significativamente superiores a los de
los dos afos precedentes. Esto es muy importante, ya que confirma que
el timol aumenta de forma manifiesta su presencia en el aceite esencial, a
medida que pasa el tiempo, cuando a las plantas se les suministra el riego
mas reducido.

Es interesante destacar que la tendencia observada en la grafica
correspondiente a este componente es practicamente opuesta en 2002 y
2004, lo que permite apreciar ciertamente la rectificacion progresiva de la

respuesta de estas plantas ante los distintos suministros de agua.
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En el caso del carvacrol (Figura 111.1-12b), los riegos equivalentes
al 80 y 60% de la ETo tienen un efecto comparable los tres afios de
estudio, pero los aportes hidricos mas bajos afectan a la sintesis de este
componente a medida que transcurren las cosechas, ya que los
resultados conseguidos en 2004 con el riego necesario para compensar el
40% de la ETo son significativamente superiores a los de 2002 y 2003, en
tanto que con el 20%, los porcentajes del ultimo afo mejoran

significativamente a los del primero.

En Th. hyemalis, la trayectoria seguida en cuanto a la produccion
de timol y carvacrol en funcion del riego, muestra un cierto paralelismo en
2002 y 2003, con valores que aumentan a medida que se incrementa el
riego hasta el 60% de la ETo, y descienden o se mantienen entre el 60 y
el 80%. En 2004, sin embargo, la tendencia cambia, invirtiéndose
claramente en el caso del timol, en tanto que el carvacrol modifica su
respuesta respecto a afos anteriores cuando la cantidad de agua se
eleva por encima del 40% de la ETo. Esto lleva a pensar que la sintesis
de ambos fenoles a partir de p-cimeno acaba viéndose favorecida con
suplementos hidricos escasos, ya que los porcentajes determinados en
2004 con niveles bajos de agua mejoran sustancialmente los de anos
anteriores. Si recordamos que a partir de 2003 ya no hay diferencias
significativas entre tratamientos en cuanto a la produccion de timol,
podemos concluir que en una plantacion establecida, un elevado aporte
hidrico no mejora la calidad de estos aceites, lo cual se hace patente ya

en el segundo afo de ensayo.

Por lo que respecta a la primavera, recoleccion que sélo se
considera en 2002 y 2004, la sintesis de timol (Figura 1ll.1-13a) no
muestra diferencias al comparar los valores de los dos afnos cuando a las
plantas se les suministran los mayores aportes hidricos, sin embargo, si
esos riegos se reducen hasta el 40 y 20% de la ETo, los resultados de

2004 son significativamente superiores a los de 2002.
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El carvacrol (Figura 111.1-13b) solo muestra diferencias entre los
dos anos con el riego equivalente al 40% de la ETo, con el que se
obtienen resultados significativamente mejores en 2004. Con el 20%,
aunque superiores en promedio en dicho afo, los porcentajes no son

manifiestamente distintos en las dos recolecciones.

Thymus hyemalis Thymus hyemalis

—e— 2002 25

—a— 2004 = —

2,0 A

% carvacrol
[$,]
|

d
&)

—e— 2002
—a— 2004

T T T T
20 40 60 80 100 0 20 40 60 80

% ETo % ETo

Fig. lll.1-13. Evolucién de la sintesis de compuestos fendlicos (primavera).

Analizado en detalle el quimiotipo timol, continuamos, de forma
mas resumida, con la exposicion del resto de quimiovariedades

encontradas en Th. hyemalis.

Quimiotipo fendlico, con timol < 20%

El segundo grupo que aparece en la Tabla Ill.1-15 lo componen
individuos con quimiotipo fendlico, pero con una concentracién de timol
que oscila entre el 12 y el 20%, inferior a la que presentan las plantas del
apartado precedente, y un contenido en carvacrol del 0,9 al 5,5%. Estos

tomillos suponen el 16,51% de la poblacion, y se caracterizan por mostrar

218

100



Resultados y Discusion/Th. hyemalis

altas concentraciones de los precursores p-cimeno y y-terpineno (hasta
un 45% con la suma de ambos), caracteristicas de los quimiotipos
fendlicos, pero también muestran porcentajes elevados de otros
componentes, como a-pineno (2,2-6,7%), canfeno (1,2-3,5%), 1,8-cineol
(2,3-7,4%), (E)-hidrato de sabineno (2,3-13,0%), (Z)-hidrato de sabineno
(2,8-8,1%), linalol (2,3-8,0%), borneol (2,4-11,4%), terpinen-4-ol (2,6—
7,0%), y verbenona (2,8-9,0%). La presencia en cantidades relativamente
altas de todos estos componentes origina un descenso en el porcentaje
de timol detectado por el cromatégrafo, aunque continua siendo el

componente mayoritario.

Quimiotipo fendlico, con timol < 20%, y precursores elevados

La tercera categoria esta constituida por plantas que manifiestan
igualmente quimiotipo fendlico, pero con una presencia dominante de
ambos precursores, especialmente p-cimeno. Estas plantas representan
un porcentaje del 7,34%, y en ellas el timol se encuentra en una
proporcion fijada entre el 10 y el 20%. Estos individuos se han
considerado en un grupo separado de los anteriores porque en ellos, la
suma de p-cimeno y y-terpineno supera el 50% del porcentaje de area,
pudiendo alcanzar casi el 70% en algun caso. El p-cimeno es el
constituyente mas abundante en estas plantas, mostrando una
concentracion que se situa entre el 30 y el 50%. El y-terpineno suele estar
en menor concentracion, oscilando entre 5 y 27%. Ambos terpenos
mantienen sus niveles elevados independientemente del estado
fenoldgico de la planta, por lo que parece que se trata de tomillos que no
son capaces de sintetizar altas cantidades de timol a partir de sus

precursores.
A modo de ejemplo, podemos ver la evolucion de una de estas

plantas en dos recolecciones diferentes: invierno de 2003 e invierno de
2004.
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Inv 03 Inv 04
Estado fenolégico FL-fr FL-FR
p-cimeno 57,2% 48,9%
y-terpineno 47%  9,4%
Timol 9,2% 13,8%

FL: floracion
FR: fructificacion; fr: fructificacion apenas iniciada

Como se puede apreciar, el contenido en timol varia levemente de
un afo a otro, incrementandose su cantidad en 2004, pero sin alcanzar
concentraciones elevadas. Es importante recordar que estas plantas se
deben recolectar cuando se encuentran en floracion-fructificacién, ya que
este es el estado fenolégico mas adecuado tanto en lo referente a la
produccion de biomasa como al rendimiento y calidad del aceite esencial
(Sotomayor, 1998; Jordan et al., 2006). Teniendo esto en cuenta, se
observa que los porcentajes de p-cimeno y y-terpineno se muestran
diferentes los dos anos. Tales diferencias pueden ser debidas a que la
planta se encontrase en 2003 en un momento mas temprano de su ciclo
fenolégico, habiendo trascurrido menos tiempo desde el inicio de la
fructificacion que en 2004 en el momento de su recoleccién, por lo que en
dicho afo la ruta que conduce a la sintesis de timol a partir de p-cimeno
se ha completado, de ahi el mayor contenido en el fenol, y el porcentaje
mas bajo de su precursor inmediato, y por otra parte, se esta comenzando

a sintetizar mas y-terpineno, preparando un nuevo ciclo.

Quimiotipo mixto a-terpineol/timol

Con este quimiotipo encontramos un 6,42% de la poblacion. Estas
plantas se caracterizan por presentar un porcentaje elevado de ambos
componentes, mostrando un perfil volatil que se puede resumir como se
presenta en la Tabla Il1l.1-19, en la que aparecen unicamente aquellos

constituyentes que en algun caso alcanzan una concentracién superior al
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1%, con los valores maximos y minimos que presentan entre las distintas

plantas.

Proporciones relativas de a-terpineol tan elevadas como los que se
muestran aqui no han sido detectadas por Sotomayor (1998), ni por Saez
(1996). Este ultimo autor encuentra cantidades relativas de este alcohol

que oscilan entre 0 y 16,1%.

Tabla 111.1—19. Composicion porcentual del aceite esencial de Th. hyemalis, quimiotipo
mixto a-terpineol/timol.

Componentes Concentracion (%)
a-Pineno 0,28 — 2,07
Mirceno 1,01 -1,73
a-Terpineno 1,14 - 2,35
p-Cimeno 11,44 — 25,01
Limoneno 0,81 -1,46
(E)-B-Ocimeno* 0,03 -2,09
y-Terpineno 6,25 — 14,65
(E)-Hidrato de sabineno 0,39 - 8,46
(Z)-Hidrato de sabineno* 0,11 -7,04
Borneol 0,31 -4,79
Terpinen-4-ol 0,34 - 5,49
a-Terpineol 15,12 — 28,68
Verbenona 1,82 -3,76
Eter metilico de carvacrol 0,04 - 1,05
Timol 15,19 — 22,65
Carvacrol 0,66 — 1,55

* |dentificacion tentativa.

Como se puede observar en la tabla precedente, los alcoholes (E)
y (£)-hidrato de sabineno, borneol y terpinen-4-ol también aparecen en
porcentajes relativamente altos en las plantas que poseen este
quimiotipo, aunque muestran una notable variacion entre los tomillos

analizados, oscilando entre cantidades minimas y concentraciones
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importantes. La verbenona, componente caracteristico de esta especie,

tiene igualmente una presencia marcada en estos aceites.

Quimiotipo linalol

Se presenta en el 5,50% de los casos, y ha sido determinado
también por Saez (1995b). Muestra como componente mayoritario este
alcohol, distinguiéndose entre un quimiotipo linalol puro, con cantidades
que pueden alcanzar hasta el 74% para este constituyente, y un
quimiotipo mixto linalol/acetato de linalilo. La designacion de un quimiotipo
u otro depende de las concentraciones relativas de ambos componentes.

El primero es mas frecuente, presentandose en cuatro de las seis
plantas que se han encontrado con esta variedad quimica, aunque
porcentajes de linalol que alcancen el 74% no son usuales, ya que solo lo

hemos encontrado en una de las muestras analizadas.

Los terpenos a-pineno y mirceno son también abundantes en estas
plantas, ademas de p-cimeno y y-terpineno, compuestos frecuentes en la

naturaleza aunque no se trate de quimiotipos fendlicos.

La cosecha de invierno proporciona el siguiente resultado:

Tabla 111.1-20. Composicidon porcentual del aceite esencial de Th. hyemalis, quimiotipo
linalol.

Componentes Concentracion (%)
a-Pineno 0,15-2,04
Mirceno 0,37 - 2,29
p-Cimeno 2,67 —-21,71
Limoneno 0,31-1,60
1,8-Cineol 0,01 —2,94
(E)-B-Ocimeno* 0,02 -1,29
y-Terpineno 1,22 -7,19
Linalol 22,89 — 74,27
Borneol 0,44 - 8,73
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Tabla 111.1-20 (continuacion)

Componentes Concentracién (%)
Terpinen-4-ol 0,16 — 1,52
a-Terpineol 0,18 - 6,03
Verbenona 0,70-5,44
Eter metilico de carvacrol 0,02 -1,34
Geraniol + Acetato de linalilo 0,09 - 26,89
Timol 2,21 -12,06
Carvacrol 0,08-1,18
Acetato de geranilo 0,02 -2,97
(E)-Cariofileno 0,27 - 1,93

* Identificacion tentativa.

Los tomillos con este quimiotipo recolectados en primavera ven

disminuido su contenido en linalol respecto a invierno.

Quimiotipo carvacrol

Las plantas que presentan este fenol como componente mas
abundante suponen el 3,67% de las analizadas. Este quimiotipo aparece

en plantas aisladas entre aquellas que contiene timol (Saez, 1995b).

Los fenoles estan ampliamente representados en el género
Thymus, con el timol como componente mas importante en la mayoria de
plantas, en tanto que el carvacrol aparece como constituyente mayoritario
en un numero bastante inferior de individuos. Su precursor comun p-
cimeno conduce a la sintesis de timol o carvacrol, que se suelen
encontrar juntos en la mayoria de las ocasiones, generalmente con la
dominancia de uno de ellos. El que predomine un componente u otro esta
controlado genéticamente, dependiendo de la activacion o inhibicion de
determinadas enzimas de la cadena biosintética de la que ambos son
productos finales (Stahl-Biskup, 1991).
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Los componentes mas destacados encontrados entre estas plantas

son:

Tabla I11.1-21. Composicion porcentual del aceite esencial de Th. hyemalis, quimiotipo
carvacrol.

Componentes Concentracion (%)
a-Tujeno* 0,85-2,14
a-Pineno 0,85-2,38
Canfeno 0,57 - 1,92
Mirceno 0,94 — 8,94
a-Terpineno 1,23 -2,23
p-Cimeno 11,67 — 26,45
Limoneno 0,67 -1,83
1,8-Cineol 0,02 -2,19
(E)-B-Ocimeno* 0,05 -2,22
y-Terpineno 7,63 -17,99
(E)-Hidrato de sabineno 0,40 — 3,86
(Z)-Hidrato de sabineno* 0,11 -6,38
Linalol 0,37 — 2,11
Alcanfor 0,63 —1,26
Borneol 1,83-6,43
Terpinen-4-ol 0,36 — 4,46
Verbenona 1,25 - 3,31
Eter metilico de carvacrol 0,22-1,42
Timol 0,35-4,79
Carvacrol 20,88 — 40,11

* Identificacion tentativa.

En la segunda recoleccion se aprecia en general un descenso en el

contenido de ambos fenoles, mas sefialada en el caso del timol.

Quimiotipo mixto, borneol/timol

Determinado en el 2,75% de las plantas analizadas, este quimiotipo

mixto se caracteriza por presentar una alta concentracion de ambos
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componentes, que en uno de los casos es bastante similar, en tanto que
en los otros dos tomillos encontrados con este quimiotipo el borneol es
mas abundante que el timol.

Los aceites de estas plantas muestran un perfil volatil que se
resume en la Tabla 11.1-22.

La presencia del precursor p-cimeno en estos aceites supera a la
del timol, y en una de las muestras, el linalol alcanza un porcentaje muy

similar al del fenol.

Tabla Il1l.1-22. Composicion porcentual del aceite esencial de Th. hyemalis, quimiotipo
mixto borneol/timol.

Componentes Concentracion (%)
a-Pineno 0,62 — 3,66
Canfeno 4,33 - 5,54
Mirceno 0,55-1,04
a-Terpineno 0,49 -1,94
p-Cimeno 10,00 — 24,58
Limoneno 0,89 -1,93
(E)-B-Ocimeno* 0,01 -1,93
y-Terpineno 3,49 - 11,44
(E)-Hidrato de sabineno 0,54 - 6,49
Linalol 0,82 -11,23
Alcanfor 1,69 —2,94
Borneol 14,72 -17,84
Terpinen-4-ol 0,83 -4,46
a-Terpineol 0,23-4,70
Verbenona 3,09-4,99
Eter metilico de timol 0,14 -1,30
Timol 9,79 -17,27
Carvacrol 0,98 -5,44

* |dentificacion tentativa.

Saez (1996), también encuentra niveles elevados de borneol (hasta
18,1%) en individuos con altas concentraciones de timol y, especialmente,

de ambos precursores fendlicos. Por su parte, Jiménez et al. (1989)
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apuntan a la existencia de una ruta biosintética preferente, cuyo producto
final serian los fenoles, y una segunda via que conduce a la formacién de

borneol.

Es interesante mencionar que en estas plantas, la relacion
borneol/timol varia en primavera respecto a invierno, desplazandose en la
segunda recoleccién hacia un mayor contenido en timol. Es posible, a
falta de mas ensayos, que en estos tomillos se active en primavera la
sintesis de timol en respuesta a la temperatura mas elevada de esta
estacién. Por eso pasaria de tener un quimiotipo mixto en invierno a un
quimiotipo simple en primavera, con el fenol como componente
destacado. En las plantas cuyo perfil se muestra en las Tablas Ill.1-16 y
[.11-17, que presentan en invierno y en primavera el timol como
constituyente mayoritario, éste disminuye su concentracion en la segunda
recoleccion, lo cual contradice lo anterior. Sin embargo, se debe
considerar que en primavera las plantas disponen de menos tiempo para
completar su ciclo fenologico, y la etapa de floracion-fructificacion, en la
que se suele encontrar el maximo contenido en timol, es mas corta,
acelerandose la entrada en plena fructificacion, por lo que la sintesis de
timol no puede alcanzar los porcentajes de invierno. Las plantas con
quimiotipo mixto, cuyo porcentaje de timol no es tan elevado en invierno,
si podrian alcanzar concentraciones mas altas de este componente en

primavera.

Quimiotipo mixto, linalol/timol

Estos tomillos representan el 1,83% de la poblacion analizada. En
ellos, también a-pineno, 1,8-cineol y borneol alcanzan valores elevados,
asi como terpenos menos volatiles, como (E)-cariofileno y valenceno.

En la Tabla 111.1-23, en la que se muestra el perfil volatil de las dos
plantas estudiadas, es posible observar que los porcentajes de linalol y
timol son bastante parecidos en los tomillos que manifiestan este

quimiotipo.
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Tabla I11.1-23. Composicion porcentual del aceite esencial de Th. hyemalis, quimiotipo
mixto linalol/timol.

Concentracién (%)

Componentes Muestral Muestra?2
a-Pineno 2,18 2,67
Canfeno 1,44 1,23
Mirceno 0,86 1,41
a-Terpineno 0,57 1,05
p-Cimeno 13,87 16,38
Limoneno 0,84 1,56
1,8-Cineol 12,58 5,38
(E)-B-Ocimeno* 0,05 1,47
y-Terpineno 4,52 9,78
Linalol 18,56 16,62
Alcanfor 1,36 1,06
Borneol 6,17 4,67
a-Terpineol 1,44 0,98
Verbenona 4,09 4,75
Eter metilico de carvacrol 1,16 1,20
Timol 15,02 16,50
Carvacrol 0,45 0,29
(E)-Cariofileno 0,95 2,07
Valenceno 1,03 0,65

* |dentificacion tentativa.

En primavera se pudo analizar de nuevo una de estas plantas
(muestra 2), advirtiéndose un marcado descenso en su contenido en
linalol (5,89%).También baja, aunque de forma mas ligera, el porcentaje
de timol (13,60%). El 1,8-cineol reduce igualmente de forma notable su
presencia en el aceite en primavera (0,02%), en tanto que se elevan las
concentraciones de (E)-hidrato de sabineno (de 0,40 a 1,56%), (Z)-hidrato
de sabineno (de 0,10 a 2,24%) y terpinen-4-ol (de 0,43 a 3,52%).
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Quimiotipo a-terpineol

Esta variedad quimica se presenta en un porcentaje de plantas
idéntico al anterior, 1,83%. En este quimiotipo, a diferencia del mixto a-
terpineol/timol, la concentracién del alcohol es claramente superior a la
del fenol.

La presencia de precursores fendlicos también destaca en estos
aceites esenciales, junto al linalol y 1,8-cineol, que pueden alcanzar una
proporcion superior al 4%. En la siguiente tabla se representa la
concentracion relativa de los principales constituyentes de las dos

muestras recolectadas.

Tabla 111.1-24. Composiciéon porcentual del aceite esencial de Th. hyemalis, quimiotipo a-
terpineol.

Concentracién (%)

Componentes Muestra 1 Muestra 2

a-Pineno 1,14 0,21
Mirceno 1,87 1,60
p-Cimeno 22,39 8,00
Limoneno 1,58 0,59
1,8-Cineol 4,06 1,95
(E)-B-Ocimeno* 1,60 3,11
y-Terpineno 7,34 7,85
Linalol 3,98 4,06
Borneol 2,34 2,67
a-Terpineol 30,95 48,73
Verbenona 3,77 0,72
Timol 5,38 11,36
Carvacrol 0,42 0,20

* Identificacion tentativa.

Plantas con este quimiotipo no pudieron ser recolectadas en

primavera.
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Quimiotipos cuyo porcentaje no supera el 0,92%

Los cuatro ultimos grupos de la Tabla 111.1-15 se van a considerar
en el mismo apartado, ya que su baja presencia en la poblacién puede
indicar que no se trata de variedades quimicas, sino de hibridaciones

puntuales con otras especies de tomillo.

e El quimiotipo 1,8-cineol ha sido encontrado en Th. hyemalis por
otros autores, como Cabo et al. (1986) y Cabo et al. (1987), que definen
este componente como el mas importante en plantas recolectadas en
Almeria y Granada, con un porcentaje que oscila entre 13,3 y 26,8%, en
funcién de la zona y la época de recoleccién. Parece, por lo tanto, que se
trata realmente de una variedad quimica definida, aunque no muy
frecuente en la zona del Campo de Cartagena, de donde proceden las

semillas empleadas en el presente estudio.

En los trabajos previos citados aparecen, ademas, cantidades
elevadas de mirceno (hasta 31,3%), linalol (hasta 7,3%) y alcanfor (hasta
20,9%). Esos mismos componentes no alcanzan concentraciones tan
elevadas en la muestra recolectada en nuestra parcela, detectandose
porcentajes de 1,27%, 0,56%, y 0,62%, respectivamente, para cada uno

de ellos.
En nuestro caso, el aceite esencial analizado se caracteriza por
una presencia importante de eucaliptol, ademas de a-pineno, a-terpineol y

timol, como puede verse en la tabla que se incluye en este apartado.

La distribucion de los componentes mas abundantes quedaria de la

siguiente forma:
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Tabla I11.1-25. Composicion porcentual del aceite esencial de Th. hyemalis, quimiotipo
1,8-cineol.

Componentes Concentracion (%)

a-Pineno 5,79
B-Pineno 2,17
Mirceno 1,27
p-Cimeno 19,53
1,8-Cineol 29,57
y-Terpineno 7,10
Borneol 2,58
a-Terpineol 8,60
Verbenona 1,41
Timol 8,80
Carvacrol 0,96

e E| quimiotipo mixto binario carvacrol/(E)-hidrato de sabineno
encontrado podria deberse a la introgresion con Th. baeticus, especie que
convive con Th. hyemalis. La planta en la que se determina este perfil
volatil se recolectd tanto en invierno como en primavera (Tabla I11.1-26).

La cantidad de carvacrol y sus precursores es semejante en las

dos recolecciones, con variaciones apenas resefables.

Tabla I11.1-26. Composicion porcentual del aceite esencial de Th. hyemalis, quimiotipo
mixto carvacrol/(E)-hidrato de sabineno.

Concentracion (%)

Componentes Inv. Prim.
a-Pineno 5,32 5,84
a-Terpineno 2,62 3,56
p-Cimeno 14,46 13,10
Limoneno 2,88 3,30
y-Terpineno 15,48 17,04
(E)-Hidrato de sabineno 10,09 4,69
Linalol 4,36 4,25
Borneol 3,62 2,59
Terpinen-4-ol 6,52 10,83

230



Resultados y Discusion/Th. hyemalis

Tabla [11.1-26 (continuacién)

Concentracién (%)

Componentes Inv. Prim.
Verbenona 6,14 4,69
Timol 0,19 0,15
Carvacrol 8,86 10,01

Por otra parte, esta planta ilustra la correlaciéon existente entre (E)-
hidrato de sabineno y terpinen-4-ol, con porcentajes que pasan de 10,1y
6,5%, respectivamente, en invierno, a 4,7 y 10,8% en primavera, es decir,
cuando uno de estos compuestos incrementa su presencia en el aceite, el
otro la reduce, por lo que parece confirmarse que terpinen-4-ol es

precursor de (E)-hidrato de sabineno (Sotomayor, 1998).

e Otro quimiotipo mixto, linalol/a-terpineol, se detecta también en
una sola planta, aunque los quimiotipos simples determinados por los dos
alcoholes por separado son mas abundantes. Los componentes mas

importantes en este tomillo son los que aparecen en la Tabla Ill.1-27.

Tabla I11.1-27. Composicion porcentual del aceite esencial de Th. hyemalis, quimiotipo
mixto linalol/a-terpineol.

Componentes Concentracién (%)
a-Pineno 2,13
p-Cimeno 9,62
y-Terpineno 6,42
(E)-Hidrato de sabineno 2,82
Linalol 19,08
Terpinen-4-ol 4,16
a-Terpineol 19,93
Verbenona 6,25
Timol 6,79
Carvacrol 0,44
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e Por ultimo, el quimiotipo mixto mirceno/hidrato de sabineno
presenta una concentracion destacada del terpeno, asi como de (E) y (2)-
hidrato de sabineno. Como se ha comentado anteriormente,
concentraciones tan altas de mirceno se han encontrado antes en Th.
hyemalis, por parte de Cabo et al. (1986) y Cabo et al. (1987), en plantas

ricas en 1,8-cineol.

Tabla I11.1-28. Composicion porcentual del aceite esencial de Th. hyemalis, quimiotipo
mixto linalol/hidrato de sabineno.

Componentes Concentracion (%)
a-Tujeno* 3,21
a-Pineno 6,64
Mirceno 20,76
p-Cimeno 5,78
Limoneno 2,83
1,8-Cineol 3,27
y-Terpineno 4,31
(E)-Hidrato de sabineno 7,69
(Z)-Hidrato de sabineno* 13,25
Terpinen-4-ol 5,68
Verbenona 4,65
Timol 3,33
Carvacrol 0,23

* |dentificacion tentativa.

Esta riqueza en quimiotipos justifica la importancia comercial de
este tomillo, ya que su variabilidad, asociada a una elevada actividad
antioxidante y antimicrobiana, le permite ofrecer numerosas opciones a
las diferentes industrias, que pueden seleccionar aquellas plantas que

respondan mejor a sus intereses.
En este sentido, se ha realizado un estudio de las propiedades

antioxidantes de los aceites esenciales de esta especie, empleando para

ello muestras pertenecientes a la recoleccion de 2004. Los resultados
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obtenidos varian en base al perfil volatii de cada muestra (Lax et al.,
2007).

Por lo que respecta al quimiotipo timol, se seleccionan los aceites
de tres plantas, en los cuales se observan porcentajes de este fenol del
46, 36 y 25%, determinandose para tales aceites una actividad
antirradicalaria (AA) del 60, 69 y 75% respectivamente, medida en base a
su capacidad de captacion del radical DPPH® (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo).
Como se puede ver, el poder antioxidante de estas sustancias no se
relaciona directamente con un alto contenido en timol, ya que la muestra
mas efectiva de las tres ensayadas es la que presenta una distribucién
mas homogénea de sus constituyentes, especialmente en lo que se
refiere al timol y su precursor p-cimeno.

Por otra parte, Rota et al. (2008) estudian las propiedades
antibacterianas de diferentes aceites esenciales, constando que el
procedente de Th. hyemalis, con un contenido en timol del 43%, resulta
ser el mas activo frente a bacterias que se trasmiten a través de los
alimentos.

Las cualidades de estas sustancias como agentes antimicrobianos
o0 antioxidantes se asocian generalmente a su contenido fendlico,
quedando de manifiesto que lograr el 6ptimo de eficacia requiere
concentraciones relativas de timol mas o menos elevadas en funcion de la

actividad realizada por dichas sustancias.

En el trabajo de Lax et al. (2007) aparecen reflejados también los
resultados obtenidos con otros quimiotipos descritos en Th. hyemalis.

El aceite esencial rico en carvacrol, con un contenido en dicho
componente del 21%, demuestra ser un excelente agente antioxidante, ya
que la AA medida en este caso es del 69%, lo que parece indicar que se
precisa un menor porcentaje de carvacrol que de timol, en los aceites con
quimiotipo fendlico, para conseguir un resultado equiparable. Sin
embargo, analizando la efectividad de ambos componentes en solitario, el
timol parece ser mejor antioxidante que el carvacrol (Yanishlieva et al.,

1999; Youdim et al.,, 2002). Esto confirma la existencia de relaciones
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sinérgicas entre los constituyentes mayoritarios de estas sustancias y
aquellos que se encuentran en menor proporcidon, favoreciendo estas
interacciones la eficacia de los aceites ricos en carvacrol.

Para el quimiotipo mixto borneol/timol, con porcentajes del 18%
para el alcohol y 12% para el fenol, se sefala igualmente una capacidad
de captacion del DPPH® del 69%. La planta estudiada revela ademas un
alto contenido en linalol (11%).

Con relacién a este alcohol, corresponde mencionar que la AA es
también elevada en aceites con quimiotipo mixto linalol/timol, estimandose
un valor de la misma del 67% en la muestra analizada. En dicha muestra
se detectan concentraciones relativas de linalol y timol del 19 y 15%
respectivamente, presentando también una cantidad de 1,8-cineol del
13%.

La efectividad disminuye en los tomillos con quimiotipo linalol puro.
Un porcentaje de este alcohol del 74%, con una proporcién de timol del
4%, manifiesta un poder de captacién del radical DPPH® del 41%. El
menor contenido fendlico es el principal responsable de este descenso.

Lo mismo ocurre con el a-terpineol, ya que aceites con un
porcentaje mayoritario de este alcohol (cercano al 49%) no son tan
buenos agentes antioxidantes como aquellos caracterizados con un
quimiotipo mixto a-terpineol/timol, con una cantidad relativa del 15% para
ambos componentes, y una AA del 58%, frente al 49% del quimiotipo

puro.

Para terminar, con los datos reflejados en este trabajo ha quedado
de manifiesto la necesidad de realizar una seleccién de estos tomillos
previa a la plantacién, tanto para generar plantas resistentes a las siegas
como para asegurar la calidad del aceite esencial y ofrecer un contenido
en timol, componente mas apreciado, adecuado a las exigencias del

mercado.
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lll. 2. THYMUS ZYGIS subsp. GRACILIS.

De las tres especies objeto de esta Tesis, Th. zygis es la mas
interesante desde el punto de vista econdmico, ya que el elevado
contenido en timol de su aceite esencial justifica que, actualmente, sea el
tomillo mas demandado por parte de los sectores implicados en el

comercio de plantas aromaticas.

Como se ha comentado en la introduccion, esta labiada presenta
tres subespecies, de las cuales se ha seleccionado Th. zygis subsp.
gracilis para estudiar su comportamiento en cultivo ante distintos niveles
de riego, dado que es la mas comercializada en Espafia y esta

ampliamente representada en nuestra zona.

La variabilidad intraespecifica encontrada en esta planta no es tan
acusada como en la especie tratada anteriormente, ya que todos los
individuos analizados en este estudio presentan quimiotipo timol, con
cantidades del mismo que pueden superar el 60%. A la buena calidad de
su aceite esencial se suma la considerable produccion de fitomasa que
proporciona este tomillo. Por ello, si bien el rendimiento en aceite obtenido
por destilacion de las plantas individuales no es mejor que el alcanzado
con Th. hyemalis, la mayor generacion de material vegetal, a partir del
cual se extrae dicho aceite, origina una productividad en litros por

hectarea superior con Th. zygis.

Todo ello ha propiciado el desarrollo de plantaciones comerciales
de esta labiada en Murcia y Almeria, asi como cultivos experimentales,
como el descrito por Sotomayor (1998) en dos localidades distintas de

Murcia, en condiciones de secano.
Todas las tablas y graficas que aparecen en el presente capitulo, al

igual que se ha hecho con Th. hyemalis, se han confeccionado siguiendo

los criterios descritos en la seccion Material y Métodos.
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lll. 2. 1. EFECTO DE LAS SIEGAS SOBRE LA SUPERVIVENCIA DE
LAS PLANTAS.

Tal como se hizo con Th. hyemalis, se procede en primer lugar a

exponer las marras totales ocasionadas con cada uno de los tratamientos

hidricos durante los tres afios de ensayo (Tabla Ill.2—1).

Tabla 111.2-1. Porcentaje de marras ocasionadas a lo largo de los tres afos de cultivo.

% ETo
80 | 60 | 40 | 20

% marras
2002 21 13 9 8
2003 54 43 32 24
2004 59 51 44 32

Las marras producidas en 2003 doblan, e incluso triplican, a las
contabilizadas en 2002. La mortalidad de las plantas entre 2003 y 2004 no
es tan elevada. Respecto a los distintos suplementos hidricos, se observa
que la supervivencia de las plantas se ve perjudicada a medida que se

elevan las cantidades de agua suministradas al cultivo.

En la Figura Ill.2-1 se pueden valorar graficamente estos datos,
mostrando la persistencia de las plantas de Th. zygis a medida que
transcurren las sucesivas siegas, en funcién de los tratamientos de riego.

Las plantas, cuyo numero inicial es de 140 por subparcela, son
contadas en los meses de verano.

Tal como se puede ver en dicha figura, se corrobora en esta
especie lo que también se ha observado en Th. hyemalis: una cantidad
excesiva de agua resulta perjudicial para los tomillos, ya que el numero de
plantas vivas desciende cada afo de forma mas acusada en los
tratamientos que implican un mayor aporte hidrico, siendo esto mas
patente en 2003 y 2004.
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Fig. 11l.2—1. Numero de plantas vivas, en funcién de la ETo, encontradas en los tres afios
de estudio.

Ademas, queda patente el significativo descenso en el numero de
plantas viables a partir de 2002. Teniendo en cuenta que la plantacién se
realiza en mayo de 2000, parece que estas labiadas soportan las
condiciones propias de un cultivo de una forma bastante aceptable
durante los dos primeros afios, incrementandose la mortalidad en el
tercero. Dicho de otro modo, las siegas efectuadas son bien toleradas por
estas plantas hasta 2002, momento en que han recibido tres cortes (2000,
2001 y 2002). A partir de esa tercera recoleccion, parecen combinarse
dos fendmenos que originan el incremento de la mortalidad observado en
2003. ElI primero de ellos seria el causado directamente por las
recolecciones, debido a una cierta dificultad para el rebrote en plantas
maduras; el segundo motivo de este descenso en el numero de individuos
viables detectado puede encontrarse en una patologia que afecta a esta

especie, la cual provoca unos sintomas semejantes a los de una
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enfermedad fungica, aunque no se ha conseguido aun aislar el agente
patdgeno.

A pesar de que, en nuestro caso, en 2001 las condiciones cambian
al comenzar a aplicarse los riegos diferenciados, no parece que sea esta
la causa del aumento de la mortalidad, considerando que la reduccién en
la cantidad de plantas vivas es comun a todos los tratamientos hidricos.
Ademas, las diferencias entre 2003 y 2004 no son tan acusadas, lo que
puede indicar que las plantas que se han contabilizado en estos dos afos
son las que presentan mayor resistencia a la siega y mejor adaptacion a
las condiciones en las que se encuentran, lo que facilita su rebrote tras

cada cosecha.

lll. 2. 2. PRODUCCION DE BIOMASA.

Th. zygis, a diferencia de Th. hyemalis, produce una unica cosecha
anual, en junio. Esta especie presenta tallos mas herbaceos, frente a la

estructura lefiosa de las otras dos especies incluidas en esta memoria.

En la Tabla 1ll.2-2 se recogen los resultados obtenidos en 2002,
correspondientes tanto al material vegetal en fresco recolectado en la
parcela, como al producto desecado que se deriva del mismo. Junto a
cada porcentaje de la ETo aparecen las cantidades reales de agua que
han recibido las plantas.

En junio de 2002 se ha cumplido casi un afio desde el inicio del
riego diferenciado, y dos desde que se establecio la plantacién. Se trata
del tercer corte realizado a las plantas, tras los correspondientes a 2000 y
2001. En estas condiciones, como se puede apreciar en dicha tabla, la
produccion obtenida se muestra condicionada por los distintos

suplementos de agua.
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Tabla 111.2-2. Valores de produccion, en funcién de la ETo, correspondientes a primavera de 2002.

% ETo
80 (81) 60 (63) 40 (44) 20 (30)
Kg MF/ha | 20.745,8 +1.153,32% | 18.791,1+ 1.632,66 % | 15.846,7 + 1.819,80° | 11.894,2 +2.225,01 °
% MS 41,20 40,59 46,49 51,62
Kg MS/ha 8.547,3 + 475172 7.627,3 £662,70 % 7.367,1 + 846,03 6.139,8 + 1.148,55°
% HS/MS 52,12 52,42 58,60 56,77
Kg HS/ha 4.454,8 + 247,66 3.998,2 + 347,38 4.317,1 £ 495,77 3.485,6 + 652,03

2P ¢ valores con distinto superindice en la misma linea presentan diferencias estadisticamente
significativas, de acuerdo con el test de la Menor Diferencia Significativa de Fisher (P < 0,05).
1 Desviacion estandar.

Los kilos de materia seca que se consiguen a partir del producto
fresco se elevan significativamente si a las plantas se les aplican los
suplementos hidricos necesarios para compensar el 80 y 60% de la ETo,
aunque no hay diferencias entre estos dos tratamientos y el
correspondiente al 40%. Esto se debe a que el agua retenida por estas
plantas es mayor con los riegos abundantes, por lo que,
consecuentemente, el porcentaje de materia seca aumenta con los
niveles de agua mas bajos. Por ello, la produccion obtenida con el 40%
iguala a las correspondientes a los otros dos tratamientos. Sin embargo,
el excelente porcentaje que muestra el 20% de la ETo no consigue
compensar el menor rendimiento en tomillo fresco que genera este aporte
hidrico, por lo que los resultados logrados en cuanto a las plantas
desecadas, aunque iguales a los del 40%, continuan siendo
significativamente inferiores a los alcanzados con el 80 y 60%. Estos
valores superan claramente, en cualquier caso, a los obtenidos con Th.

hyemalis.

Por otra parte, es importante observar que la cantidad de hoja seca
por hectarea que proporciona esta recoleccion no muestra diferencias
entre tratamientos, punto de considerable interés ya que este producto es

el mas demandado como condimento por las industrias alimentarias. La
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razon esta, como avanzabamos en el parrafo anterior, en los elevados
porcentajes de hoja y materia seca obtenidos con el 40 y 20% de la ETo,
que atenuan las diferencias encontradas en cuanto a produccion en
fresco, de forma que, en lo referente a la hoja seca, el material que se
puede conseguir con el menor aporte hidrico es tan abundante como el

alcanzado con el mayor suplemento de agua.

En trabajos experimentales previos, Torrente (1985), propone para
Th. zygis un rendimiento bianual de entre 8.800 y 8.900 Kg. de material
en fresco por hectarea, en parcelas situadas en Almeria, con una
densidad de 50.000-60.000 plantas/ha. Chumillas (1986), en su ensayo
llevado a cabo en el noroeste de la Region de Murcia, con 30.000
plantas/ha, consigue una produccion de materia fresca con esta especie
de 3.625 Kg/ha en Caravaca, y 4.830 Kg/ha en Moratalla, en tanto que la
materia seca se estima en 2.445 y 1.410 Kg/ha, respectivamente, para
cada localidad. Estos resultados corresponden a una primera siega
realizada a las plantas tras dos afos de cultivo. Por su parte, Sanchez-
Gbémez et al. (1989) alcanzan un rendimiento de 5.228 Kg/ha de producto
fresco transcurrido un afo desde la plantacion, y 9.573 Kg/ha en el
segundo ano, para una densidad de 25.000 plantas/ha. Se trata de
cultivos de secano, como el establecido por Sotomayor (1998) a lo largo
de tres anos, trabajo que resulta ser el mas indicado para extraer
conclusiones acerca de la idoneidad de las condiciones de cultivo
descritas en esta Memoria, ya que una parte del mismo se desarrolla en
la misma finca experimental de Torreblanca (Torre Pacheco) en la que se
realiza el presente ensayo. En el citado trabajo, Th. zygis subsp. gracilis
produce una cantidad maxima de 867 Kg de hoja seca por hectérea,
alcanzada el tercer ano de cultivo. Esta produccion queda por debajo de
la obtenida con cualquiera de los tratamientos hidricos aplicados en este
estudio, aunque también es menor la densidad poblacional, con 25.000
plantas/ha. Pero es precisamente el suministro de agua a la plantacion lo

que permite plantear un menor marco de plantacion, ya que los cultivos
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de secano no pueden sostener una concentracion de poblacion tan
elevada.

Sotomayor et al. (2001), en una publicacién basada en la primera
siega realizada a las plantas objeto de esta Tesis, obtienen para esta
subespecie un rendimiento en materia fresca de 5.564 Kg/ha, y 1.263
Kg/ha de hoja seca, cuando han transcurrido siete meses desde la
plantacidon, y estas plantas se encuentran en estado vegetativo de
crecimiento. El aporte hidrico en el momento de esta recoleccion es el
necesario para compensar el 60% de la ETo, y los resultados presentados
contrastan con los obtenidos tras dos afos de cultivo con el mismo aporte
hidrico, que como se muestra en la tabla anterior alcanzan 18.791 Kg/ha,
en promedio, de producto fresco, y 3.998 Kg/ha de hoja seca. Esto esta
justificado por el escaso desarrollo de las plantas cuando se realiza el

primer corte.
En 2003 (Tabla I1ll.2-3), la produccién alcanzada se reduce

notablemente respecto a la recoleccién anterior, dado el incremento de la

mortalidad detectado en estos tomillos.

Tabla 111.2-3. Valores de produccién, en funcién de la ETo, correspondientes a primavera de 2003.

% ETo
80 (81) 60 (63) 40 (44) 20 (30)

Kg MF/ha @ 8.564,8+71852% | 9.123,8+1.503,59% | 7.800,0 +1.582,20* | 6.072,7 + 1.034,14°

% MS 41,60 42,61 48,64 50,53

Kg MS/ha | 3.563,0 + 298,90 3.887,7 + 640,68 3.793,9 + 769,58 3.068,6 + 522,55

% HS/MS 55,33 56,38 57,71 53,39

Kg HS/ha = 1.971,4 + 165,38 2.191,9 + 361,22 2.189,5 + 444,13 1.638,3 + 278,99

2 " valores con distinto superindice en la misma linea presentan diferencias estadisticamente
significativas, de acuerdo con el test de la Menor Diferencia Significativa de Fisher (P < 0,05).
+ Desviacion estandar.
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En esta recoleccidon se ha podido observar un fendmeno, senalado
anteriormente por Pellin Martinez et al. (1994), que puede afectar a este
tomillo cuando se encuentra en floracién. Dicho fendbmeno tiene su origen
en las condiciones meteoroldgicas, y se produce por la existencia de
nieblas que se disipan a lo largo de la mafana, acompafiadas de altas
temperaturas que provocan que la flor se queme y caiga, con lo que se

acorta el periodo de floracion.

El porcentaje de materia seca mejora a medida que disminuye el
agua suministrada a las plantas también en esta recoleccion, lo que unido
a la produccion algo mas homogénea alcanzada con el tomillo fresco,
origina que en 2003 no existan diferencias entre riegos en lo referente a la

obtencidon de material desecado.

Por lo que respecta a la hoja seca, en la cosecha de 2003 no se
aprecian diferencias entre tratamientos, al igual que en 2002. El nivel de
agua que proporciona el mejor porcentaje de hoja respecto a la materia
seca, coincidiendo también con el afio anterior, es el necesario para
compensar el 40% de la ETo, ya que casi un 58% del producto desecado
corresponde a esta materia prima.

Los promedios, tanto de materia como de hoja seca, alcanzados

con el 60 y 40% de la ETo son muy semejantes.

Como se puede apreciar en el ultimo afno que comprende el ensayo
(Tabla 11l.2—4), las plantas han modificado su respuesta a los diferentes
aportes de agua con el paso del tiempo, de forma que si en 2002 los dos
riegos mas elevados resultaban significativamente mas adecuados para la
obtencién de tomillo fresco, las diferencias detectadas desaparecian en
2003 por lo que respecta al 40% de la ETo, en tanto que en 2004 los
cuatro suplementos hidricos tienen un efecto similar, no encontrandose
entre ellos diferencias con significacion estadistica. En este sentido, Th.
zygis es diferente de Th. hyemalis, ya que en el caso de este ultimo, la

produccion de fitomasa se ve significativamente perjudicada por los
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aportes hidricos elevados a medida que transcurren las recolecciones, en
tanto que Th. zygis no muestra diferencias entre regar con mas o menos
agua en 2004. El incremento en la mortalidad detectado en los
tratamientos que implican un suministro abundante de agua, se ve

compensado por un mayor desarrollo de las plantas supervivientes.

Tabla Ill.2—4. Valores de produccion, en funcién de la ETo, correspondientes a primavera de 2004.

% ETo
80 (81) 60 (63) 40 (44) 20 (30)

Kg MF/ha | 9.014,4+900,81 | 9.672,2 +2.750,17 |10.684,1 +2.300,17 | 8.946,8 + 3.283,42

% MS 46,61 46,15 49,14 52,81

Kg MStha | 4.201,6 +419,87 | 4.463,7 + 1.269,20 | 5.250,2 + 1.130,30 | 4.724,8 + 1.733,97

% HSIMS 48,10 53,72 50,53 56,61

Kg HS/ha | 2.021,0 + 201,96 2.397,9 + 681,82 2.652,9 £ 571,14 2.674,7 £ 981,60

+ Desviacion estandar.

La cantidad de materia y hoja seca, aunque sin diferencias entre
tratamientos, presenta mejores promedios con el 40 y 20% de la ETo. El
mejor rendimiento en hoja corresponde al 20%, con un porcentaje del
56,6% respecto a la materia seca, que permite alcanzar una produccién
que supera en promedio a las obtenidas con el resto de tratamientos, a
pesar de que los kilos de producto fresco que se consiguen con este

aporte hidrico sean los mas bajos.

A la vista de estos resultados, se puede concluir que Th. zygis
subsp. gracilis es una planta que puede desarrollarse y ofrecer un
rendimiento 6ptimo, tanto de producto fresco como seco, con un aporte
hidrico que no supere el 40% de la ETo, especialmente a partir del
segundo ano de cultivo. A pesar de que el rendimiento en hoja seca,

producto comercialmente mas importante, no se ve afectado si ese aporte
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se reduce hasta el 20%, el 40% puede ser mas adecuado para garantizar
una produccién abundante.

Por ello, esta especie de tomillo resulta muy adecuada para su
cultivo en nuestra zona, sumandose sus escasas necesidades de agua a
la cada vez mas importante demanda que de los productos derivados de

esta labiada se puede apreciar en el mercado de plantas aromaticas.

Es razonable pensar que el descenso en la produccion, asociado al
incremento de la mortalidad, detectado en 2003 se mitigaria con el

empleo de plantas seleccionadas, resistentes a la siegas.

[ll. 2. 3. RENDIMIENTO EN ACEITE ESENCIAL.

Th. zygis es una planta con una gran riqueza en aceite esencial, lo
que unido a la notable cantidad de biomasa que puede generar, se

traduce en una importante produccion por hectarea de esta sustancia.

En este estudio, el rendimiento individual se presenta en porcentaje
respecto al peso seco, calculandose en funcion de los mililitros de aceite
obtenidos por gramos de planta seca destilados. La produccion por
hectarea se refiere a los litros que se alcanzan aplicando el porcentaje

anterior a los kilos de materia seca que genera el cultivo.

A) Destilacion de las plantas individuales.

De esta labiada se extrae un aceite esencial de color blanquecino o
amarillo palido, con rendimientos que se pueden situar entre el 3 y el 4%,
aunque se han encontrado plantas que alcanzan casi el 6%, siempre
localizadas en las subparcelas que reciben menos agua.

El aceite esencial, como se viene mencionando a lo largo de este
trabajo, representa la materia prima mas apreciada de todas las obtenidas

del tomillo, por lo que especies que sinteticen esta sustancia en
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cantidades importantes son en principio las mas relevantes a nivel
comercial, dependiendo de la calidad de su aceite. En este caso, la
calidad es también excelente, y por ello, las industrias especializadas, que
se interesan de forma cada vez mas patente por especies concretas que
aseguren unos buenos rendimientos, demandan mayoritariamente esta

labiada.

Al igual que ocurre con Th. hyemalis, la variabilidad intraespecifica
también afecta a la sintesis de aceite esencial por parte de Th. zygis,
dando como resultado porcentajes del mismo que oscilan en rangos mas
o0 menos amplios, por lo que resulta dificil establecer si los distintos riegos

producen un efecto significativo en el rendimiento en aceite.

En la Figura Ill.2-2 se muestran los resultados correspondientes a
junio de 2002.

Thymus zygis (primavera 2002)
41 p
3,9 | =
3,7

% AE/MS
w
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20 40 60 80 % ETo

Fig. 11.2—2. Rendimiento en aceite esencial, en funcién del riego, en 2002.

En esta recoleccién, la prueba ANOVA detecta diferencias
significativas entre tratamientos. Aplicado el test de Fisher, con un nivel

de confianza del 95%, se determina que tales diferencias se presentan
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entre el menor aporte hidrico y los riegos suministrados para compensar
el 60 y 80% de la ETo. Un bajo suplemento de agua favorece la sintesis
de aceite esencial, con un rendimiento alcanzado con el 20% de la ETo
de 3,8 £ 0,40%, frente al 3,2 + 0,22% obtenido con el 80%.

Mold&o-Martins et al. (1999) estudian la variacion estacional en el
rendimiento y la composicion del aceite esencial de Th. zygis subsp
sylvestris en plantas espontaneas del norte de Portugal, empleando
diferentes métodos de extraccion. Los autores encuentran para este
tomillo un rendimiento maximo de 1,4 + 0,03% (volumen/peso seco) en el
periodo de floracion, cuando el aceite esencial se extrae mediante un
sistema Clevenger. Este rendimiento se reduce hasta 0,9 + 0,03% si la
destilacion se realiza por corriente de vapor. Comparando estos
resultados con los obtenidos en el presente estudio, la subespecie gracilis
puede doblar esta produccién incluso cuando se le suministra el riego

mas elevado.

En 2003 (Figura 111.2-3), la sintesis de aceite esencial por parte de
estos tomillos no se ve afectada por la cantidad de agua que reciben,
aunque los mejores promedios se alcanzan con los tratamientos que
implican un menor aporte hidrico, con rendimientos de 3,9 + 0,99% y 4,2 +

0,75% para el 40 y 20% de la ETo, respectivamente.
En la recoleccion de 2004 (Figura 111.2—4) se duplica el numero de

plantas analizadas, lo que atenua el efecto de la variabilidad

intraespecifica.
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En el dltimo ano de ensayo las diferencias entre tratamientos

vuelven a ser patentes, mas incluso que en 2002, ya que el rendimiento

alcanzado con

el suplemento hidrico mas bajo es significativamente

superior a todos los demas, incluido el correspondiente al 40% de la ETo.
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Este riego, a su vez, se presenta como significativamente mas
adecuado que el 80 y 60% para la obtencion de aceite esencial.

Los resultados de esta cosecha oscilan entre un porcentaje de
aceite de 3,6 + 0,71%, conseguido aportando el agua necesaria para
compensar el 20% de la ETo, y el rendimiento correspondiente al nivel de

riego mas elevado, que se situa en 2,3 £ 0,52%.

Considerando todos estos datos, resulta evidente que Ila
produccion de aceite esencial por parte de Th. zygis se ve favorecida por
aportes de agua escasos, disminuyendo significativamente si se eleva el
nivel de riego que reciben las plantas, al igual que ocurre con Th.

hyemalis.

Respecto a esta otra especie, tratada en el capitulo anterior de esta
Memoria, mencionar que los valores que alcanza Th. hyemalis en 2004 en
cuanto a rendimiento en aceite esencial, se muestran en general mas

altos que los obtenidos con Th. zygis este mismo afo.

B) Produccion por hectérea.

Para estudiar la produccion de aceite esencial a nivel agronémico,
expresada en litros por hectarea, es necesario considerar que la cantidad
de materia seca obtenida de la plantacion el primer afno de estudio
aumenta a medida que se incrementa el suplemento hidrico que reciben
las plantas, en tanto que el rendimiento en aceite esencial experimenta el
efecto contrario. La combinacibn de ambos factores origina una
compensacion en los resultados que alcanza dicho aceite por area de
cultivo (Tabla 1ll.2-5), por lo que ya en la primavera de 2002 no se
detectan diferencias con significacion estadistica entre tratamientos de

riego, a diferencia de lo que ocurre con la produccion de fitomasa.
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Tabla 111.2-5. Valores de produccion de aceite esencial, en funcion de la ETo.

% ETo
80 (81) 60 (63) 40 (44) 20 (30)

s | 2002 | 2716+ 15,10 246,2 + 21,39 267,1 + 30,67 2345 + 43,87

§ 2003 = 130,0 + 10,91 138,4 + 22,81 151,4+ 30,71 129,8 + 22,10

- | 2004 97,1+9,70 116,1 + 33,00 163,3 + 35,15 170,1 + 62,42

+ Desviacion estandar.

De hecho, en 2002, como se puede ver en dicha tabla, con el nivel
de riego correspondiente al 40% de la ETo se produce un aumento, en
promedio, en los litros de aceite obtenidos por hectarea respecto al
resultado que se logra con el 60%, contrariamente a lo observado en la
produccion tanto de materia fresca como seca (Tabla Ill.2-2). Este
cambio de tendencia es debido a lo explicado en el parrafo anterior, ya
que el mejor rendimiento en aceite esencial que se consigue con la
destilacién de las plantas que han recibido un suministro escaso de agua,
puede compensar la mayor cantidad de biomasa que proporcionan

suplementos hidricos mas elevados.

Sotomayor et al. (2001), determinan para esta subespecie una
produccion de 55,7 L/ha, regando la parcela con el agua necesaria para
compensar el 60% de la ETo, y transcurridos siete meses desde el
establecimiento del cultivo. Se trata de plantas muy jovenes, en estado
vegetativo, lo que justifica que el resultado registrado sea inferior al que
muestran esas mismas plantas con cualquiera de los tratamientos
hidricos aplicados, cuando se recolectan en el momento 6ptimo de su

ciclo fenologico, y con un desarrollo adecuado.
La recoleccion de 2003 proporciona unos valores que, como cabia

esperar dado el descenso en produccion de biomasa, estan por debajo de

los alcanzados en 2002. El hecho de regar con mas o menos agua
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tampoco afecta a la cantidad de aceite esencial que se obtiene de la
plantacidon, aunque el mejor promedio se consigue con el suplemento

hidrico equivalente al 40% de la ETo.

En 2004, sin embargo, el promedio mas elevado corresponde al
20% de la ETo, aunque tampoco en este ultimo afio de ensayo se
aprecian diferencias significativas entre tratamientos. El destacado
rendimiento en aceite esencial que proporcionan las plantas que han
recibido el menor aporte hidrico (Figura |ll.2—4), claramente superior al
que se consigue con el resto de tratamientos, justifica el buen resultado
alcanzado con dicho nivel de riego en lo referente a la produccion por
hectarea en 2004, mejorando incluso los valores que muestra el 40%. No
obstante, las diferencias entre ambos tratamientos son escasas, estando

mas alejados los valores medios logrados con el 80 y 60% de la ETo.

Como se ha podido comprobar, el nivel de riego aplicado no afecta
a la produccion de aceite esencial al considerar la produccion de toda la
parcela, pero los suplementos hidricos mas escasos acaban originando

una mejora, aunque no significativa, en los resultados alcanzados.

lll. 2. 4. EFECTO DEL RIEGO SOBRE LA EVOLUCION DEL CULTIVO.

Una vez analizados los tres afios por separado, estudiaremos en
este apartado cdmo se comporta Th. zygis subsp. gracilis en cuanto a la
produccion de materias primas a lo largo del tiempo, con el fin de obtener
una informacion precisa de la adaptaciéon de estas plantas al cultivo en
base al aporte hidrico recibido. Para visualizar las diferentes
recolecciones en conjunto, se representan graficamente los datos
mostrados en las Tablas Il1l.2-2 a 111.2-5, y las Figuras IIl.2-2 a |l1l.2—4. El
analisis de la evolucién de la plantacion se centra en la repercusion que
las sucesivas siegas pueden tener tanto sobre la produccion de material

desecado como de aceite esencial, que en el caso de esta subespecie
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supone el referente de mayor importancia dado su interés comercial. Todo
ello es un factor de obligado conocimiento si se pretende establecer una

explotacion agricola basada en estas labiadas.

Tal y como se distingue en al Figura 1ll.2-5a, en el ultimo afio que
comprende el ensayo los promedios de produccion de material en seco
son ligeramente superiores a los de 2003, a pesar de que ha disminuido
la cantidad de plantas vivas. Esto se debe probablemente al fenémeno
asociado a la meteorologia que afect6 a estos tomillos en el segundo afio
de ensayo, descrito anteriormente, aunque a la hora de valorar ese leve
incremento en la generacion de tomillo seco en 2004, también es
importante considerar la menor competencia por los recursos que
encuentran las plantas supervivientes, bien adaptadas al cultivo, que
justifica que alcancen un mayor tamafo en muchos casos. No obstante,
las producciones de 2004 continuan bastante alejadas de los valores
medidos en junio de 2002.

Si bien 2003 es el afio menos productivo, los analisis estadisticos
no aprecian diferencias significativas al comparar sus producciones con
las de 2004. Tales diferencias se presentan con el primer afio de ensayo,
que muestra cantidades de materia seca significativamente superiores a
las obtenidas en 2003 y 2004 con el 80, 60 y 40% de la ETo, aunque con
el 20%, el resultado de 2002 es comparable al de 2004, pero persiste la

diferencia con 2003.

En cuanto a los kilos de hoja seca por hectarea (Figura 111.2-5b),
tras analizar los cuatro tratamientos por separado, la prueba ANOVA
detecta diferencias significativas entre recolecciones. Al estudiar dénde
radican esas diferencias, el test de Fisher determina el mismo resultado
que encontramos en el caso anterior, es decir, la produccion de 2002 es
significativamente superior a las de 2003 y 2004 con el 80, 60 y 40% de la
ETo, pero con el 20% no hay diferencias entre 2002 y 2004, en tanto que
si son diferentes los valores alcanzados el primer ano de estudio y los

correspondientes a 2003.
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Observando el rendimiento en aceite esencial que se obtiene de las
plantas individuales con la destilacion (Figura 111.2-5c), es posible
distinguir que, con todos los niveles de riego, los promedios mas elevados
corresponden a 2003. La razén puede encontrarse en las condiciones
climaticas de la primavera de dicho ano, con temperaturas puntuales
bastante calidas, especialmente en mayo y junio, que podrian influir en las
plantas activando la sintesis de aceite esencial en respuesta al estrés
sufrido por las mismas. Por el contrario, los porcentajes de 2004
disminuyen respecto a las recolecciones anteriores.

Sin embargo, la prueba ANOVA determina que no existen
diferencias con significacion estadistica entre los tres afos cuando a las
plantas se les suministran los riegos equivalentes al 40 y 20% de la ETo.
Pero si el aporte hidrico se eleva hasta el 60%, los resultados de 2003
son significativamente superiores a los de 2004, aunque equivalentes a
los de 2002. Con el 80%, el rendimiento que se consigue en 2004 es
significativamente mas bajo que los alcanzados en las dos recolecciones
anteriores, que no muestran diferencias entre si. Por lo tanto, la sintesis
de aceite esencial por parte de estas plantas se ve perjudicada
significativamente con el paso del tiempo cuando reciben cantidades
elevadas de agua, manteniéndose en niveles equiparables con aportes

hidricos bajos.

Finalmente, en la Figura lll.2-5d, se muestra la trayectoria del
volumen de aceite esencial obtenido por unidad de superficie, y los
resultados de 2002 superan a los de las dos recolecciones posteriores, ya
que al extrapolar a litros por hectarea, la cantidad de materia seca
obtenida en cada cosecha es determinante, por tratarse del material a
partir del cual se extrae el aceite esencial.

El analisis estadistico de estos datos determina que con el
tratamiento de riego correspondiente al 80% de la ETo, las tres
recolecciones presentan diferencias significativas, siendo el ultimo afo de
ensayo el que proporciona el peor resultado. Con el 60 y 40%, la

produccion de 2002 es significativamente superior a las de 2003 y 2004,
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que no presentan diferencias entre si. Pero si el riego se realiza con el
agua necesaria para compensar el 20% de la ETo, los resultados de 2002
y 2004 son equivalentes, pero en el primer afio de estudio se alcanza un
resultado significativamente superior al de 2003. Las dos ultimas
recolecciones tampoco difieren entre si con este suplemento hidrico.

Si nos centramos en estas dos ultimas recolecciones, al considerar
los tratamientos correspondientes al 80 y 60% de la ETo, se puede
observar que en 2003 los promedios alcanzados estan por encima de los
obtenidos en 2004. Las diferencias son incluso significativas en el caso
del 80%, confirmando que mantener un riego excesivo durante un
intervalo largo de tiempo afecta negativamente a estos tomillos. Sin
embargo, con el 40 y 20% de la ETo, ocurre lo contrario, por lo que tales
suplementos hidricos serian los mas indicados para asegurar una optima

produccion de aceite esencial.

Todo esto confirma que Th. zygis subsp. gracilis no necesita
suministros elevados de agua para ofrecer unos rendimientos que pueden
superar a los de otras especies de tomillo, lo que convierte el cultivo de
esta planta en una opcién ventajosa desde el punto de vista econdmico,
ya que a partir de estas plantas se obtienen productos con un alto valor

afiadido aportando una escasa cantidad de agua a la plantacion.

Por lo que respecta a la densidad de plantas por hectarea, y
valorando los resultados de 2002, seria posible reducir el numero inicial
de individuos por subparcela (140) hasta una cantidad situada entre 100 y
120, ya que estas plantas son suficientes para alcanzar una buena
productividad. Teniendo esto en cuenta, la densidad poblacional para esta
especie podria ser de unas 70.000 plantas/ha, inferior a la 89.400
propuestas en el ensayo, punto de considerable interés, ya que si bien la
reduccion no es tan importante como la planteada en el caso de Th.
hyemalis, cualquier iniciativa que conduzca a mejorar la rentabilidad del
cultivo debe ser bien recibida por los agricultores interesados en

establecer este tipo de explotaciones.
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lll. 2. 5. PERFIL CROMATOGRAFICO DEL ACEITE ESENCIAL.

La principal caracteristica del aceite esencial de Th. zygis subsp.
gracilis, que crece de forma espontanea en la Region de Murcia, es su
riqueza en timol.

Solo en contadas especies del género Thymus se alcanzan
porcentajes de este fenol semejantes a los encontrados en Th. zygis. Por
ejemplo, en algunas procedencias de Th. vulgaris se refieren
concentraciones que superan el 60%, dato obtenido de plantas originarias
de Grecia (Daferera et al., 2000).

El timol, como se ha puesto de manifiesto en la Introduccién de
esta Memoria, ha acreditado tener importantes propiedades, con
aplicaciones de interés tanto para la industria alimentaria como
farmacéutica. Por ello, la presencia abundante de dicho componente situa
al aceite esencial de esta planta entre los mas valorados comercialmente,
dando asi respuesta a la solicitud de productos naturales por parte de los
consumidores. No obstante, es necesario analizar el comportamiento
frente al riego de todos los constituyentes de estos aceites, dados los
efectos sinérgicos o antagdénicos que pueden presentar entre ellos
(Vardar-Unlii et al., 2003). En este sentido se puede mencionar el trabajo
publicado por Youdim et al. (2002), del cual se desprende que la actividad
antioxidante del aceite esencial extraido de Th. zygis supera a la de sus

principales componentes considerados en solitario.

Otros compuestos volatiles que se encuentran en concentraciones
importantes en esta subespecie son carvacrol, linalol, a-tujeno, mirceno,
a-terpineno, (E)-cariofileno, y los precursores fendlicos p-cimeno y y-

terpineno

Siguiendo el mismo esquema del capitulo anterior, en primer lugar
se examinaran las recolecciones de 2002 y 2003, con el fin de determinar
si los diferentes suministros de agua afectan a la sintesis de los

constituyentes del aceite esencial en Th. zygis. La recolecciéon de 2004,
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con un mayor numero de muestras analizadas, se destina al estudio de la

variabilidad intraespecifica.

lll. 2. 5. 1. Efecto del riego sobre la composicién quimica del aceite

esencial.

Si bien los analisis efectuados han determinado un quimiotipo timol
simple en todos los casos, la variabilidad intraespecifica afecta
notablemente a la composicion cuantitativa de los aceites de esta
subespecie, con cantidades relativas para sus constituyentes que pueden
oscilar de forma bastante considerable entre los distintos individuos. Ello
dificulta apreciar las diferencias significativas que pueden derivarse de la

aplicacion de los distintos tratamientos hidricos.

Para realizar las tablas que aparecen en este apartado se analizan
mediante Cromatografia de Gases y Espectrometria de Masas los aceites
esenciales extraidos de las 48 plantas recolectadas (12 por tratamiento)
tanto en 2002 como en 2003.

Tales analisis han dado como resultado la identificacién de 101
componentes volatiles, que concentran alrededor del 98,5% del total del
area asignada por el cromatdografo, y se corresponden con 32
hidrocarburos terpénicos, 25 alcoholes, 13 aldehidos, 13 cetonas, ocho

ésteres, seis fenoles, tres epoxidos y un éter.

De estos componentes, 43 se definen por primera vez en esta

subespecie de Th. zygis:

e Hidrocarburos terpénicos: m-xileno, tricicleno, As-careno, calereno,
germacreno, elemeno, 3-selineno, valenceno.

e Alcoholes: butanol, 1-penten-3-ol, 2-pentanol, 3-metil-3-buten-1-ol,
3-metil-2-buten-1-ol, (Z)-3-hexen-1-ol, hexanol, (Z)-verbenol, (E)-

verbenol, carveol.
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e Aldehidos: (E)-2-butenal, 2-metil butanal, hexanal, furfural, (E)-2-
hexenal, heptanal, benzaldehido, nonanal, decanal, perialdehido.

e Cetonas: 3-hexanona, 3-heptanona, p-tujona, pinocarvona,
carvona, timoquinona, (Z)-jasmona, a-ionona, B-ionona.

e Esteres: acetato de etilo, acetato de bencilo, acetato de timilo,
caprilato de butilo.

e Fenoles: eugenol, (E)-isoeugenol.

Algunos de estos constituyentes han sido descritos en el aceite

esencial de otras especies de tomillo (Nijssen et al., 1996).

I1l. 2. 5. 1. 1. Primavera 2002.

En la Tabla I1l.2—6 estan representados los resultados obtenidos en
la primavera de 2002, primer afio de ensayo, cuando ha transcurrido casi
un afo desde el inicio del riego diferenciado.

En estas condiciones, son varios los componentes para los que la
prueba ANOVA detecta diferencias significativas en funcién del riego

recibido por las plantas.

Entre los hidrocarburos terpénicos, grupo quimico mas numeroso
de los que presenta este aceite esencial, los constituyentes que se
cuantifican en mayor concentracion son p-cimeno, y-terpineno, mirceno,
a-terpineno, a-tujeno y (E)-cariofileno. Dentro de este grupo, 17
componentes muestran diferencias significativas en su concentracion en
base al tratamiento hidrico aplicado.

En algunos casos, su sintesis parece verse favorecida por
suplementos de agua abundantes. Es lo que ocurre con ftricicleno, o-
pineno, verbeneno, B-pineno, As-careno y p-cimeno, todos los cuales
presentan unos porcentajes significativamente superiores cuando las
plantas se riegan con el agua necesaria para compensar el 80% de la

ETo. Respecto al p-cimeno, Ultee et al. (2002) senalan la existencia de un
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efecto sinérgico entre dicho precursor y el carvacrol, favoreciendo el
terpeno la accion antibacteriana del fenol. Con otros constituyentes, como
limoneno, a-copaeno y B-selineno, no hay diferencias entre aplicar el 80 o
el 60% de la ETo, pero el resultado conseguido con el primero es
significativamente mejor que el alcanzado con el 40 y 20%.

Por el contrario, el mirceno evidencia sus peores resultados con los
niveles mas altos de humedad, correspondientes al 80 y 60% de la ETo,
significativamente inferiores a los alcanzados con el 40 y 20%.

Si observamos el resto de terpenos para los que el analisis
estadistico determina diferencias entre los diferentes aportes hidricos,
podemos constatar que su sintesis se puede optimizar igualmente con
cantidades elevadas de agua (80 6 60% ETo) y con suplementos mas
escasos (40 6 20% ETo). De esta forma, el rendimiento que muestra (E)-
cariofileno es equiparable entre aquellos tomillos a los que se suministra
el nivel de agua correspondiente al 80, 60 y 40% de la ETo. La produccién
de a-muuroleno, y-cadineno y 0-cadineno presenta un comportamiento
muy semejante ante el riego, ya que en los tres casos, el resultado mas
bajo se obtiene con el 20% de la ETo, con porcentajes significativamente
inferiores a los obtenidos con el 80%, pero no se aprecian diferencias
entre regar con el 80, 60 6 40% de la ETo. Respecto al canfeno, su
porcentaje mas elevado se detecta igualmente entre las plantas que han
recibido el aporte hidrico equivalente al 80% de la ETo, significativamente
superior al determinado con el 60 y el 40%, pero sin diferencias con el
20%. Finalmente, y-terpineno, asi como (E)-B-ocimeno, reducen
significativamente su presencia en el aceite esencial si a las plantas se les
suministra el riego mas elevado, proporcionando el 60, 40 y 20% de la
ETo concentraciones relativas similares. Se ha comprobado que el
empleo de y-terpineno a baja concentracidn disminuye sustancialmente
los dafos causados en el ADN por agentes mutagénicos, efecto que
también se observa en el timol (Aydin et al., 2005).
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Tabla 111.2—-6. Composicion porcentual del aceite esencial de Th. zygis subsp. gracilis, en funcion del

aporte hidrico (Primavera 2002).

% ETo

COMPONENTES I R. 80 (81) 60 (63) 40 (44) 20 (30)
Hidrocarburos terpénicos
Tricicleno* 931 0,02+0,01* 0,01+0,00° 0,01+0,00° 0,01+0,01"
a-Tujeno* 940 1,12 0,07 1,04 + 0,11 0,95 + 0,04 1,00 £ 0,17
a-Pineno 949 0,74+0,02* 057+0,11° 0,60+0,04° 0,57 +0,06"
Canfeno 969 0,37 +0,13* 0,21+0,09° 0,46+0,04° 0,25+0,15%
Verbeneno* 976 0,01+0,00® 0,01+0,00° tr® tr®
Sabineno 1001 0,01 £ 0,01 0,01 £ 0,00 0,01 £ 0,00 0,01 + 0,01

-Pineno 1007 0,18+0,01® 0,15+0,02° 0,16+0,01° 0,14 +0,02°
B
Mirceno 1026 1,01 +0,10*° 1,11+0,15* 1,28+0,09° 1,30+0,12°
a-Felandreno 1042 0,10 + 0,02 0,13 £ 0,02 0,13 £ 0,02 0,14 + 0,03
As-Careno 1048 0,09 +0,00® 0,08+0,00° 0,08+0,00° 0,08+0,00°
a-Terpineno 1058 1,01 +0,08 1,17 £ 0,19 1,18 + 0,27 1,22 + 0,22
p-Cimeno 1068 22,41 +0,42% 16,82 +3,94° 16,79+2,07° 14,21+0,88"
Limoneno 1073 0,51+0,02° 0,48+0,03%® 0,47+0,03° 0,45+0,02°
(2)-p-Ocimeno 1086 tr tr tr 0,01 £ 0,00
(E)-B-Ocimeno* 1097 0,01+0,00® 0,02+0,00° 0,02+0,00° 0,02+0,00°"
y-Terpineno 1109 1,99+060% 325+1,24° 333+0,76° 2,99+0,39%
Terpinoleno + (E)-Oxido de linalol 1141 0,16 + 0,03 0,16 + 0,03 0,14 + 0,02 0,17 £ 0,03
a-Copaeno 1378 0,02+0,00® 0,01+0,01*® 0,01+0,00° tr®
a-Gurjeneno* 1408 0,01 + 0,01 tr 0,01 + 0,00 0,01 + 0,00
E)-Cariofileno 1419 0,93+0,10* 1,20+0,35% 1,19+0,47% 0,62+0,16°
(E)
Calereno 1432 0,02 0,02 tr 0,01 £ 0,00 0,01 + 0,00
Aromadendreno 1440 0,03 +0,03 0,03 + 0,02 0,07 + 0,07 0,04 + 0,03
a-Humuleno 1457 0,07 £ 0,03 0,13 £ 0,07 0,15 + 0,08 0,16 £ 0,12
Aloaromadendreno 1465 0,03+ 0,02 0,04 + 0,03 0,04 + 0,03 0,02 + 0,01
Germacreno* 1475 tr tr tr tr
Elemeno* 1481 0,01 0,00 0,01 + 0,00 0,01 £ 0,00 0,01 + 0,00
B-Selineno* 1485 0,05+0,00® 0,03+0,02%® 0,01+0,01° 0,03+0,02°
Valenceno 1510 0,06 + 0,03 0,05 + 0,03 0,07 + 0,06 0,06 + 0,02
a-Muuroleno* 1516 0,03+0,01* 0,02+0,01%® 0,02+0,01® 0,01+0,00°
y-Cadineno* 1537 0,08 +0,01* 0,07+0,03* 0,06+0,04® 0,03+0,02°
5-Cadineno 1553 0,16 +0,05° 0,14+0,06® 0,11 +0,07® 0,06 +0,02°
Alcoholes
Butanol 742 tr tr tr tr
1-Penten-3-ol 747 tr tr tr tr
2-Pentanol 752 tr tr tr tr
3-Metil-3-buten-1-ol 766 0,01 +0,01 0,01 £ 0,00 0,01 + 0,01 0,01 + 0,00
3-Metil-2-buten-1-ol* 789 0,02+0,01* 0,01+0,00° 0,01+0,01° 0,01+0,00°
(2)-3-Hexen-1-ol 852 0,04 +0,01 0,05 + 0,01 0,05 + 0,03 0,05 + 0,00
Hexanol + m-Xileno 867 0,04 +0,01 0,03 + 0,01 0,02 + 0,00 0,03 £ 0,02
1-Octen-3-ol 1009 0,47 +0,06° 0,26+0,05° 0,22+0,06™ 0,19+0,07°¢
3-Octanol 1031 0,15+ 0,08 0,11 £ 0,06 0,13 £ 0,07 0,18 £0,12
(E)-Hidrato de sabineno 1116 0,67 £ 0,26 0,52 £ 0,07 0,59+0,10 0,49 + 0,02
(2)-Hidrato de sabineno* 1151 0,11 + 0,03 0,10 £ 0,02 0,08 + 0,04 0,09 + 0,00
Linalol 1152 3,35+0,75% 2,29+0,35° 1,36+0,10° 2,48+0,68"°

259



Resultados y Discusién/Th. zygis

Tabla I1.2-6 (continuacién)

% ETo
COMPONENTES I R. 80 (81) 60 (63) 40 (44) 20 (30)
Alcoholes (continuacion)

(E)-Pinocarveol 1186 0,01+0,00 0,01+0,00  0,01+0,01 0,01 + 0,00
(2)-Verbenol 1189 0,03+0,00® 0,02+0,01® 0,02+0,01°™ 0,01+0,00°
(E)-Verbenol* 1197 0,03 + 0,01 0,04+0,02  0,02+0,01 0,03 + 0,01
Isoborneol 1203 0,01+0,00  0,01+0,01 tr 0,01 + 0,00
Borneol 1211 0,74+0,23  044+0,22 0,32+0,13 0,60+ 0,41
Terpinen-4-ol 1220 0,62+0,14  0,61+0,04 0,63+0,06 0,62+0,06
p-Cimen-8-ol 1227 0,08+0,05* 0,02+0,01° 0,02+0,01° 0,02+0,00°
a-Terpineol 1231 0,14 + 0,01 0,13+0,02 0,14+ 0,01 0,14 + 0,01
Carveol 1252 tr 0,01 £0,00 tr tr
Nerol + Citronelol 1260 0,03+0,02 0,03 +0,01 0,03+0,00 0,04 +0,02
Geraniol + Acetato de linalilo 1281 0,03+0,02  0,03+0,03 tr 0,01+ 0,02
Espatulenol 1640 0,07+0,08 0,06+0,04 0,13+0,10 0,09 + 0,05
Aldehidos

(E)-2-butenal* 735 tr tr tr 0,01 £0,00
2-Metil butanal 741 0,01 £0,00 tr tr tr
Hexanal 802 tr tr tr tr
Furfural 832 tr tr tr tr
(E)-2-Hexenal 849 tr tr tr tr
Heptanal 904 tr tr tr tr
Benzaldehido 987  0,01+0,01 0,01 + 0,00 tr 0,01 + 0,00
Nonanal 1157 0,01+0,00  0,01+0,01 0,01+0,00  0,01+0,00
Decanal 1243 0,02+0,00® 0,01+001° 0,01+£001° 0,02+0,01°
Cuminaldehido 1268 tr tr tr tr
Neral + Carvona 1270 0,01 +0,00® 0,01+0,00? tr® tr®
Geranial + Perialdehido 1292 0,43+0,02 053+0,16 0,43+0,18  0,33+0,12
Cetonas

3-Hexanona 795 0,01+0,01° tr° tr° 0,01 +0,00%
3-Heptanona* 888 0,01+0,00  0,01+0,01 tr 0,01+ 0,00
3-Octanona 1019 0,37 +£0,16* 0,18+0,10° 0,16 +0,03° 0,13 +0,05°
B-Tujona 1158 0,02 +0,01° tr® tr® tr®
Alcanfor 1193 0,01 £0,01 tr tr 0,01 £0,00
Pinocarvona* 1208 0,01 +£0,00 0,01 £ 0,01 0,01 +£0,00 tr
Dihidrocarvona 1235 0,06 + 0,01 0,06 + 0,01 0,05+0,02 0,06+ 0,01
Verbenona 1245 0,02+0,00 0,01+0,00 0,01+0,00  0,01+0,00
Timoquinona 1276  0,02+0,00 0,02 0,01 0,02+0,02  0,01+0,00
(Z)-Jasmona 1399 0,02+0,02 0,02 +0,01 0,02 + 0,01 0,02 + 0,02
a-lonona 1428 0,01+ 0,01 0,01+0,00  0,01+0,01 0,01+ 0,00
B-lonona 1497 0,02 0,01 0,01+0,00  0,010,01 0,01 + 0,01
Esteres

Acetato de etilo 732 0,01+0,01° tr® tr® tr°
Acetato de bencilo 1214 0,05+ 0,01 0,04+0,02  0,05+0,01 0,03 + 0,01
Acetato de bornilo 1302 0,18+0,04* 0,10+0,05° 0,10+0,02° 0,10 +0,03°
Acetato de terpenilo 1353 0,01 +0,00 0,01 £ 0,00 tr 0,01 £0,00
Acetato de timilo* 1356  0,01+0,00  0,01+0,01 tr 0,01 + 0,01
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Tabla I11.2-6 (continuacién)

% ETo
COMPONENTES . R. 80 (81) 60 (63) 40 (44) 20 (30)
Esteres (continuacion)
Acetato de geranilo 1385 0,01 +0,00° tr° tr° tr°
Caprilato de butilo 1388 0,03+ 0,01 0,03 + 0,01 0,03 + 0,01 0,03 + 0,01
Fenoles
Eter metilico de timol 1265 0,01+0,00 0,01+ 0,01 0,02 + 0,01 0,02 + 0,01
Eter metilico de carvacrol 1272 0,06 £ 0,03 0,88+ 1,19 0,08 £ 0,05 0,51 +0,65
Timol 1308 54,69+ 1,37% 60,53+6,35° 61,63+3,33° 64,16+0,67°
Carvacrol 1314 3,43+0,09 286+100 360+009  3,33+0,55
Eugenol 1358  0,03+0,03* 0,40+0,01° 0,11+0,04° 0,08+0,04"
(E)-Isoeugenol 1453 0,02+0,02 0,08+0,07 0,06+0,02  0,04+0,03
Epéxidos
(2)-Oxido de linalol 1123  0,03+0,01* 0,03+0,00® 0,02+0,00° 0,02+0,01
Oxido de cariofileno 1650 0,30+0,04% 0,33+0,07% 0,34+0,06%° 0,19+0,04°
Eter
1,8-Cineol 1076 0,03+0,00 0,03+0,00 0,03+0,00 0,03+0,00

ab¢ valores con distinto superindice en la misma linea presentan diferencias estadisticamente
significativas, de acuerdo con el test de la Menor Diferencia Significativa de Fisher (P < 0,05).

+ Desviacion estandar.

* Ideptificacic')n tentativa.
I. R. Indices de Kovats (HP-5).

tr = trazas (< 0,01%).

Los alcoholes mas abundantes en Th. zygis subsp. gracilis son

linalol, borneol, terpinen-4-ol, (E)-hidrato de sabineno y 1-octen-3-ol.
Cinco de estos componentes, que se caracterizan por su habilidad para
conferir un aroma fresco al aceite esencial, ven afectada su sintesis por
los diferentes suplementos hidricos. En todos los casos el tratamiento
mas adecuado es el correspondiente al 80% de la ETo.
3-metil-2-buten-1-ol y p-cimen-8-ol presentan con dicho tratamiento
un porcentaje significativamente superior al alcanzado con el resto, que
no muestran diferencias entre si. Lo mismo ocurre con linalol y 1-octen-3-
ol, pero en ambos componentes también se detectan diferencias con
significacion estadistica entre los otros tres niveles de riego. En el caso
del linalol, componente con una efectividad demostrada frente a diferentes
microorganismos, como bacterias del género Leishmania (Rosa et al.,

2003), Citrobacter freundii, Clostridium sporogenes o Lactobacillus
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plantarum (Dorman y Deans, 2000), la tendencia observada en cuanto a
la respuesta ante el riego esta bastante condicionada por la variabilidad
quimica presente en el género Thymus, la cual se manifiesta
especialmente en determinados constituyentes de los aceites de esta
subespecie. Por ultimo, la produccion de (Z)-verbenol mejora igualmente
si a las plantas se les proporciona el agua necesaria para compensar el
80% de la ETo, aunque en este caso no hay diferencias entre este

tratamiento y el equivalente al 60%.

Con respecto a los aldehidos, los mas abundantes en esta
subespecie son geranial y perialdehido, que se integran juntos dada la
proximidad de sus tiempos de retencibn en las condiciones
cromatograficas empleadas en este ensayo, por lo que la cantidad relativa
que se presenta corresponde a la suma de los porcentajes de ambos. El
resto de los componentes de este grupo quimico son poco abundantes, y
so6lo se detectan diferencias en funcion del riego en dos casos. El decanal
alcanza sus concentraciones mas bajas con los tratamientos hidricos
intermedios, significativamente inferiores a las obtenidas con el 80 y 20%.
El neral, que eluye con la carvona, mejora de forma significativa su

porcentaje con el 80 y 60%.

En cuanto a las cetonas, 3-octanona y dihidrocarvona son las mas
representadas en esta planta, afectando el nivel de riego a cuatro de
estos compuestos: 3-hexanona, 3-octanona, [-tujona y carvona,
mencionada anteriormente junto al neral. La sintesis de 3-octanona y [3-
tujona muestra una respuesta similar frente a los distintos suplementos
hidricos, mejorando significativamente con el correspondiente al 80% de
la ETo. De hecho, la B-tujona se detecta unicamente en trazas cuando se
aplican los otros tres tratamientos. La presencia 3-hexanona, sin
embargo, si bien también aumenta de forma significativa con el 80%, no
muestra diferencias entre dicho aporte de agua y el necesario para

compensar el 20% de la ETo.
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El éster mas representativo de esta labiada es el acetato de
bornilo, cuya proporcién relativa varia entre tratamientos, junto a las de
otros dos ésteres menos abundantes. Tanto acetato de bornilo como los
acetatos de etilo y geranilo incrementan significativamente su presencia
en el aceite esencial con el aporte de agua equivalente al 80% de la ETo,

apareciendo el segundo y tercero en trazas con el resto de tratamientos.

Los fenoles, entre los que se incluye el timol, componente
mayoritario y que define la calidad de este aceite esencial, revelan una
respuesta condicionada por el riego en dos casos. La concentracién del
timol oscila entre 64,16 + 0,67% y 54,69 + 1,37%, valores alcanzados con
el 20 y 80% de la ETo respectivamente. El nivel de riego mas favorable
para este fenol en la primavera de 2002 es, por lo tanto, el equivalente al
20% de la ETo, aunque no hay diferencias significativas entre dicho
tratamiento y los correspondientes al 60 y 40%. El porcentaje obtenido
con el 80% es significativamente inferior al resto.

Esto coincide con lo publicado por Piccaglia y Marotti (1993), cuyos
resultados con Satureja montana y Thymus vulgaris muestran
oscilaciones en la composicion cuantitativa de sus aceites esenciales en
funcion de las condiciones climaticas, con una elevaciéon de la sintesis de
compuestos fendlicos en ambientes calidos y secos. También es oportuno
recordar aqui que en Th. hyemalis, otra especie incluida en nuestro
estudio, las condiciones ambientales no afectan en el sentido mencionado
por dichos autores.

Algo parecido a lo descrito con el timol ocurre con el eugenol,
componente cuya cantidad relativa desciende significativamente con el
80%, resultando el 60, 40 y 20% de la ETo igualmente adecuados.

El carvacrol, otro compuesto fendlico que comparte probadas
cualidades con el timol, no ve afectada su sintesis por los diferentes
aportes de agua, aunque el mejor promedio se logra con el 40% de la
ETo.

Timol, eugenol y carvacrol, asi como el hidrocarburo terpénico

limoneno, tienen la propiedad de alterar la estructura de las membranas
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bacterianas (Di Pasqua et al., 2006), por lo que la presencia de
concentraciones elevadas de dichos compuestos puede acentuar la
actividad antimicrobiana de estos aceites. Un nivel de riego equivalente al
40% de la ETo es adecuado para alcanzar un 6ptimo porcentaje de estos
cuatro constituyentes.

Es pertinente mencionar también que el timol y su precursor p-
cimeno varian sus concentraciones de forma inversa, ya que el maximo
contenido en p-cimeno, que se presenta con el 80% de la ETo, coincide

con el minimo de timol.

Las diferencias entre niveles de riego aparecen en dos de los tres
epoxidos identificados en estos aceites. EI mas abundante es el 6xido de
cariofileno, cuyo porcentaje desciende significativamente con el 20% de la
ETo, no detectandose diferencias entre el resto de tratamientos. Para la
sintesis de (Z)-6xido de linalol, los aportes hidricos mas favorables son los
equivalentes al 80 y 60% de la ETo, obteniéndose con el primero un

resultado significativamente superior a los alcanzados con el 20 y 40%.

Por ultimo, el 1,8-cineol, unico éter identificado en estos aceites, no
ve afectada su presencia en los mismos en base a los diferentes
suplementos de agua. Este componente se presenta como mayoritario en
otras especies de tomillo, como Th. albicans o Th. mastichina, cuyos
aceites esenciales se muestran efectivos frente a diferentes bacterias de

los géneros Salmonella, Staphylococcus o Listeria (Faleiro et al., 1999).

De acuerdo con estos resultados, es posible concluir que en este
primer afio de ensayo, si bien el perfil volatil del aceite esencial de Th.
zygis subsp. gracilis se ve afectado al aplicar diferentes cantidades de
agua a las plantas, la sintesis de la mayor parte de los componentes no
se ve influida por este hecho, ya que de un total de 101 constituyentes
identificados en estos aceites, son 35 los que muestran diferencias
significativas en sus porcentajes en funcion del riego. Entre ellos,

encontramos casos en los que los mejores resultados se consiguen con
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suplementos hidricos abundantes. Pero también hay otros componentes,
entre los que se encuentra como referente mas importante el timol, cuya
produccion por parte de estos tomillos se ve igualmente favorecida con
los tratamientos de riego correspondientes al 40 6 20% de la ETo. Por
ello, aportes de agua escasos, que no superen el 40% de la ETo,
permiten garantizar una buena calidad en el aceite esencial de esta

subespecie.

En este punto es conveniente hacer un inciso para sefalar que un
contenido en timol muy elevado en estos aceites no conduce
necesariamente a mejorar las propiedades de dichas sustancias. El
trabajo realizado por Rota et al. (2008), en el que se analiza el efecto de
los aceites esenciales procedentes de diferentes tomillos sobre las
principales bacterias contaminantes de alimentos, ilustra bastante bien
esta cuestion. En dicho estudio se pone de manifiesto que los aceites con
quimiotipo fendlico son los mas efectivos frente a estos patégenos, pero
también se comprueba que las cualidades antibacterianas mas
destacadas corresponden a aquellos aceites con mayor riqueza y
variedad de compuestos volatiles, incluyendo precursores y metabolitos
finales. Asi, queda demostrado que el aceite extraido de Th. hyemalis,
con una menor concentracién relativa de timol, pero mas rico en otros
componentes como y-terpineno, linalol, (Z)-verbenol, terpinen-4-ol, a-
terpineol, espatulenol, alcanfor, verbenona o éter metilico de timol, se
muestra mas activo que el de Th. zygis frente a la mayor parte de los
microorganismos ensayados, lo que sugiere la existencia de una accién
sinérgica entre los compuestos fendlicos y otros constituyentes de estas

sustancias.

lll. 2. 5. 1. 2. Primavera 2003.

Los resultados cromatograficos obtenidos el segundo afio de

ensayo aparecen en la Tabla Ill.2-7. En esta recoleccion, tras los
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correspondientes analisis estadisticos, se han apreciado diferencias
significativas entre tratamientos so6lo en 4 componentes (a-tujeno,
calereno, 1-penten-3-ol y pinocarvona). Ninguno de ellos coincide con los
constituyentes cuya sintesis se muestra afectada por el riego en 2002,
algo que se puede explicar, como ya se menciona en el capitulo dedicado
a Th. hyemalis, por las diferencias climatologicas de los dos afios, a lo

que se suma la variabilidad quimica presente en este género.

Pero lo verdaderamente interesante es el descenso drastico,
respecto al afio anterior, en el numero de componentes para los que la
prueba ANOVA detecta diferencias en su respuesta frente a los cuatro
niveles de riego (de 35 a 4). Esto viene a confirmar que, con el transcurso
del tiempo, los tomillos se readaptan a sus condiciones de crecimiento, y
se mitiga el efecto que los distintos aportes hidricos pueden tener sobre el
perfil volatil de estos aceites, estabilizandose la sintesis de componentes

en los niveles genéticamente determinados.

Con relacion a los hidrocarburos terpénicos, sélo a-tujeno y
calereno presentan diferencias en sus concentraciones relativas en base
al nivel de agua que reciben las plantas. El primero incrementa de forma
significativa su presencia en el aceite esencial si a las plantas se les
suministra el agua necesaria para compensar el 40 6 el 60% de la ETo,
comprobandose que el aporte hidrico mas escaso es el menos favorable.
Respecto al calereno, poco abundante en esta labiada, el resultado
obtenido con el tratamiento correspondiente al 80% de la ETo, con el que
este componente sélo se detecta en trazas, es significativamente inferior
al resto.

No se determinan mas diferencias con significacién estadistica
dentro de este grupo quimico en 2003. No obstante, algunos
hidrocarburos terpénicos que en 2002 si muestran tales diferencias,
adoptan una tendencia similar frente al riego en 2003, obteniéndose

promedios superiores con los niveles de agua mas elevados.
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Tabla 111.2-7. Composicién porcentual del aceite esencial de Th. zygis subsp. gracilis, en funcién
del aporte hidrico (Primavera 2003).

% ETo
COMPONENTES I. R. 80 (81) 60 (63) 40 (44) 20 (30)
Hidrocarburos terpénicos
Tricicleno*® 931 0,01 £ 0,00 0,01 £0,00 0,01 £ 0,01 0,01 £ 0,01
a-Tujeno* 940 0,81+0,12%® 0,96+0,09% 0,98+0,13% 0,73+0,08"
a-Pineno 949 0,51 £ 0,07 0,63 +0,11 0,61+0,03 0,51+0,10
Canfeno 969 0,22 £ 0,09 0,33 £ 0,06 0,23+0,15 0,27 £0,13
Verbeneno* 976 0,01 £ 0,00 0,01 £0,00 tr 0,01 £0,00
Sabineno 1001 0,01 £0,00 0,01 £ 0,01 0,01 £ 0,01 0,01 £ 0,00
B-Pineno 1007 0,14 +£0,02 0,14 £ 0,02 0,15+ 0,00 0,13 £ 0,01
Mirceno 1026 1,43+0,24 1,56 £ 0,11 1,50 £0,13 1,45+0,24
a-Felandreno 1042 0,16 £0,02 0,17 £ 0,03 0,16 £ 0,01 0,15 +0,02
As-Careno 1048 0,08 £ 0,01 0,08 £ 0,00 0,08 £ 0,01 0,07 £ 0,01
a-Terpineno 1058 1,19+0,18 1,37 £ 0,30 1,17 £ 0,24 1,14 £ 0,20
p-Cimeno 1068 15,71+0,84 16,61+1,79 1551+296 16,04 £2,69
Limoneno 1073 0,47 £0,02 0,51 +£0,03 0,47 £ 0,04 0,47 £ 0,04
(2)-B-Ocimeno 1086 0,01 +0,00 0,01 £ 0,00 0,01 £0,00 0,01 £ 0,00
(E)-B-Ocimeno* 1097 0,05+0,01 0,05 + 0,01 0,04 + 0,01 0,04 + 0,01
y-Terpineno 1109 6,41+2,42 7,09+272 5,60 + 1,98 6,11+ 2,24
Terpinoleno + (E)-Oxido de linalol 1141 0,19 + 0,04 0,17 £ 0,03 0,17 £ 0,03 0,18 £ 0,03
a-Copaeno 1378 0,01 0,00 0,01 £ 0,00 0,01 £ 0,00 0,01 £ 0,01
a-Gurjeneno* 1408 0,01 +0,01 0,01 £0,00 0,01 £ 0,00 0,01 £0,00
(E)-Cariofileno 1419 0,78+0,18 0,84 + 0,30 0,87 £ 0,14 0,81+ 0,34
Calereno 1432 tr 2 0,01£0,01° 0,01£0,01° 0,01£0,00°
Aromadendreno 1440 0,07 £0,00 0,04 £ 0,01 0,06 £ 0,04 0,08 £ 0,06
a-Humuleno 1457 0,12+0,03 0,07 £ 0,04 0,11 £ 0,06 0,16 + 0,06
Aloaromadendreno 1465 0,02 +£0,01 0,02 + 0,00 0,03 £ 0,01 0,04 £ 0,02
Germacreno* 1475 tr 0,01 £ 0,00 tr 0,01 £0,01
Elemeno* 1481 tr tr tr 0,01 £ 0,00
B-Selineno* 1485 0,05+0,05 0,02 + 0,01 0,01 £ 0,01 0,02 + 0,01
Valenceno 1510 0,04 £ 0,04 0,03 £ 0,02 0,05+ 0,03 0,06 £ 0,04
a-Muuroleno* 1516 0,02 £ 0,00 0,01 £0,00 0,01 £ 0,00 0,02 £ 0,01
y-Cadineno* 1537 0,06 £ 0,01 0,04 + 0,01 0,03 £ 0,01 0,06 + 0,03
0-Cadineno 1553 0,09 £ 0,02 0,08 + 0,02 0,06 + 0,02 0,10 £ 0,04
Alcoholes
Butanol 742 0,01 £0,00 0,01 £0,00 0,01 £ 0,00 tr
1-Penten-3-ol 747 0,01+0,00° 0,01£0,00° tr° tr®
2-Pentanol 752 tr tr tr tr
3-Metil-3-buten-1-ol 766 tr 0,01 £ 0,00 tr tr
3-Metil-2-buten-1-ol* 789 0,01 £ 0,01 0,02 £ 0,01 0,01 £ 0,01 0,01 £ 0,01
(2)-3-Hexen-1-ol 852 0,02 + 0,00 0,03 £ 0,01 0,02 + 0,02 0,02 + 0,01
Hexanol + m-Xileno 867 0,02 + 0,01 0,03 £ 0,02 0,02 £ 0,01 0,02 £ 0,01
1-Octen-3-ol 1009 0,26 £0,02 0,29 £ 0,09 0,33 10,09 0,29 +0,11
3-Octanol 1031 0,07 £0,02 0,19+0,14 0,15+ 0,06 0,09 £ 0,04
(E)-Hidrato de sabineno 1116 0,60 +£0,03 0,62 +0,15 0,57 £ 0,17 0,58 + 0,11
(2)-Hidrato de sabineno* 1151 0,07 £ 0,00 0,07 £ 0,01 0,06 £ 0,01 0,08 + 0,01
Linalol 1152 2,96 £ 0,68 2,42 +1,00 2,53+1,38 2,26 £0,72
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Tabla Il1.2-7 (continuacién)

% ETo
COMPONENTES l. R. 80 (81) 60 (63) 40 (44) 20 (30)
Alcoholes (continuacion)
(E)-Pinocarveol 1186 0,01 +0,00 0,01 £ 0,01 0,01 £0,00 0,01 £ 0,01
(2)-Verbenol 1189 0,01 0,00 0,01 £ 0,01 0,01 £0,00 0,02 £ 0,03
(E)-Verbenol* 1197 0,04 £ 0,01 0,04 £ 0,01 0,03 +£0,01 0,06 £ 0,05
Isoborneol 1203 tr tr tr 0,01 £ 0,00
Borneol 1211 0,50+ 0,32 0,76 £0,17 0,53+0,43 0,72+0,38
Terpinen-4-ol 1220 0,51+0,03 0,50 £ 0,08 0,54 £0,13 0,48 £ 0,09
p-Cimen-8-ol 1227 0,10+ 0,02 0,09 £ 0,01 0,07 £ 0,01 0,08 £ 0,02
a-Terpineol 1231 0,13+0,00 0,13 £ 0,01 0,13+ 0,01 0,13 +0,03
Carveol 1252 0,01 +£0,00 0,01 £0,01 0,01 £0,00 0,03 +£0,03
Nerol + Citronelol 1260 0,03 + 0,01 0,03 £ 0,00 0,03 +£0,01 0,03 £ 0,01
Geraniol + Acetato de linalilo 1281 0,02 £ 0,01 0,02 £ 0,02 0,02 £ 0,01 0,06 £ 0,04
Espatulenol 1640 0,08 £ 0,07 0,08 £ 0,06 0,13 +£0,06 0,14 £ 0,07
Aldehidos
(E)-2-butenal® 735 tr tr tr tr
2-Metil butanal 741 tr tr tr tr
Hexanal + Butirato de etilo 802 tr tr tr tr
Furfural 832 tr tr tr tr
(E)-2-Hexenal 849 0,01 £0,00 0,01 £0,00 0,01 £ 0,01 0,01 £0,00
Heptanal 904 tr tr tr tr
Benzaldehido 987 tr tr tr tr
Nonanal 1157 0,01 +£0,00 0,01 £0,00 0,01 £0,00 0,01 £ 0,01
Decanal 1243 0,02 + 0,01 0,02 £ 0,00 0,02 £ 0,00 0,02 £ 0,01
Cuminaldehido 1268 tr 0,01 £ 0,00 tr 0,01 £ 0,00
Neral + Carvona 1270 tr 0,01 +0,00 tr 0,01 £ 0,00
Geranial + Perialdehido 1292 0,13+0,08 0,14 £ 0,07 0,11 £ 0,08 0,08 £ 0,05
Cetonas
3-Hexanona 795 tr tr 0,01 £0,01 0,01 £ 0,00
3-Heptanona* 888 tr tr 0,01 £0,01 0,01 £ 0,00
3-Octanona 1019 0,15+ 0,06 0,15+ 0,05 0,16 £ 0,05 0,18 £ 0,04
B-Tujona 1158 0,02 + 0,01 0,01 +£0,00 0,01 +£0,01 0,02 £ 0,01
Alcanfor 1193 0,01 £0,00 0,02 + 0,01 0,01 £0,00 0,02 £ 0,02
Pinocarvona* 1208 0,01 +0,00° tr? tr? 0,02 +0,01°
Dihidrocarvona 1235 0,06 + 0,01 0,04 + 0,02 0,05+ 0,01 0,05+ 0,01
Verbenona 1245 0,02 £ 0,00 0,01 £ 0,01 0,02 £ 0,01 0,01 £ 0,01
Timoquinona 1276 0,02 + 0,01 0,03 £ 0,02 0,02 £ 0,00 0,02 £ 0,01
(2)-Jasmona 1399 0,02 + 0,01 0,03 £0,01 0,02 £ 0,01 0,02 £ 0,01
a-lonona 1428 0,01 +0,00 0,01 £0,00 0,01 £0,00 0,01 £ 0,01
B-lonona 1497 0,02 +£ 0,02 0,02 £ 0,00 0,01 £0,01 0,01 £ 0,01
Esteres
Acetato de etilo 732 tr tr tr tr
Acetato de bencilo 1214 0,06 £ 0,01 0,06 £ 0,01 0,05+ 0,02 0,07 £ 0,02
Acetato de bornilo 1302 0,13+0,03 0,13 +£0,01 0,14 £ 0,06 0,17 £ 0,08
Acetato de terpenilo 1353 0,01 +0,01 0,02 £ 0,02 0,03 £0,02 0,01 £ 0,00
Acetato de timilo* 1356 0,01 +0,00 0,01 £0,00 0,01 £ 0,01 0,02 £ 0,01
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Tabla Il1.2-7 (continuacién)

% ETo
COMPONENTES I. R. 80 (81) 60 (63) 40 (44) 20 (30)
Esteres (continuacion)
Acetato de geranilo 1385 tr 0,01 £ 0,00 0,01 £ 0,00 0,01 £ 0,00
Caprilato de butilo 1388 0,01 +0,01 0,01 £+ 0,01 0,02 + 0,01 0,01 £ 0,00
Fenoles
Eter metilico de timol 1265 0,02 +0,00 0,02 + 0,00 0,01 £ 0,00 0,03 + 0,04
Eter metilico de carvacrol 1272 0,41 10,29 0,79 £1,08 0,94 £ 1,09 0,50 £ 0,53
Timol 1308 59,29+3,09 5747+289 60,36+501 59,385,606
Carvacrol 1314  3,42+0,61 2,86 + 0,81 2,84 +0,71 3,17 £0,35
Eugenol 1358 0,04 £ 0,02 0,05+ 0,02 0,05 + 0,06 0,03 £ 0,02
(E)-Isoeugenol 1453 0,06 + 0,04 0,04 £ 0,01 0,09 £ 0,03 0,08 + 0,03
Epo6xidos
(2)-Oxido de linalol 1123 0,04 £ 0,01 0,03 + 0,01 0,03 £ 0,01 0,03 £ 0,02
Oxido de cariofileno 1650 0,39+0,08 0,38 + 0,20 0,30 £ 0,03 0,37+ 0,15
Eter
1,8-Cineol 1076 0,02 +0,00 0,02 £ 0,00 0,02 + 0,00 0,03 £ 0,00

2P Valores con distinto superindice en la misma linea presentan diferencias estadisticamente
significativas, de acuerdo con el test de la Menor Diferencia Significativa de Fisher (P < 0,05).

+ Desviacion estandar.
* Ideptificacic')n tentativa.
I. R. Indices de Kovats (HP-5).

tr = trazas (< 0,01%).

Es el caso de a-pineno, canfeno, p-cimeno y limoneno, aunque en
el segundo afo de ensayo el 60% de la ETo es el tratamiento que
proporciona los mejores resultados medios, en tanto que en el primer afo
se requiere alcanzar el 80%. Otros, como (E)-B-ocimeno y y-terpineno
coinciden en mostrar buenos porcentajes con el 60% en ambas
recolecciones, apreciandose ademas que los valores alcanzados en 2003
por el y-terpineno superan a los de 2002. La razdn puede encontrarse en
las condiciones ambientales a las que estuvieron expuestas las plantas en
ese segundo afo de estudio, ya que las altas temperaturas que afectaron
a la parcela en el momento de la floraciébn de esta labiada pudieron
acelerar el desarrollo normal de su ciclo fenologico, alcanzandose la
etapa de fructificacion en un corto espacio de tiempo. Esto explicaria los
elevados niveles de y-terpineno, precursor inmediato de p-cimeno, cuya

sintesis se estaria incrementando para preparar un nuevo ciclo.
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Por su parte, el B-pineno aumenta, aunque muy ligeramente, su
concentracion media en 2003 con el 40% ETo, frente a la cantidad
significativamente superior lograda con el 80% en 2002. Componentes
como a-muuroleno, y-cadineno y &-cadineno reducen en el segundo afio
de ensayo su presencia en el aceite esencial respecto a 2002 con los
tratamientos que implican un mayor suplemento de agua, en tanto que el
mirceno experimenta el efecto contrario; y (E)-cariofileno presenta en
2003 promedios mas bajos que en 2002 con todos los suplementos
hidricos, excepto con el 20%. Los resultados de Asz-careno en 2003 son
similares a los de 2002, pero la mayor desviacion estandar observada
explica la ausencia de diferencias significativas en el segundo afo de
estudio. Verbeneno y a-copaeno, que en 2002 se detectan en trazas
cuando se aplica el riego mas escaso, elevan su concentracion en 2003
con dicho tratamiento. EIl tricicleno presenta en 2003 los mismos
promedios con todos los niveles de agua, mientras el B-selineno iguala el
porcentaje medio obtenido con el 80% de la ETo en ambas recolecciones,

aunque en 2003 se incrementa la desviacion estandar.

Entre los alcoholes, un unico componente, el 1-penten-3-ol,
muestra una respuesta condicionada por el riego en 2003. Este alcohol,
de bajo peso molecular y escasa presencia en estos aceites, eleva su
concentracion respecto al primer afio de ensayo (en el que no se ve
afectado por el nivel de agua aplicado) con el 80 y 60% de la ETo, de
forma que en 2003 el porcentaje alcanzado con ambos aportes hidricos
es significativamente superior al obtenido con el 40 y 20%.

Analizando lo que ocurre con los componentes de este grupo
quimico para los que en 2002 se detectan diferencias significativas, se
puede observar que los promedios de 3-metil-2-buten-1-ol de 2003 se
asemejan a los del afo anterior, aunque en 2003 el grado de riego no
afecta de forma significativa a la concentracion de este alcohol. (Z)-
verbenol y 1-octen-3-ol consiguen en 2003 los porcentajes medios mas
altos con los suplementos hidricos mas bajos, en tanto que en 2002 los

mejores resultados se obtienen con el 80% de la ETo. La sintesis de
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linalol, que en 2002 se muestra bastante influenciada por el tratamiento
hidrico aplicado, no ve alterada en 2003 por este hecho, presentando
unos valores medios mas homogéneos, aunque con una mayor
desviacion estandar. Por ultimo, p-cimen-8-ol incrementa notablemente su
presencia en el aceite esencial de estos tomillos en 2003 con el 60, 40 y
20% de la ETo, siendo este incremento menos acentuado en el caso del
80%, tratamiento con el que en 2002 se logra un porcentaje

significativamente superior al resto.

En ningun aldehido se aprecian diferencias con significacion
estadistica en base al riego aplicado en 2003, aunque decanal y neral si
mostraban tales diferencias en 2002. El decanal alcanza el segundo afio
de ensayo los mismos promedios con todos los suplementos de agua
ensayados; y el neral eleva su concentracion respecto a 2002 con el 20%

de la ETo, produciendo el aporte hidrico mas elevado el efecto contrario.

Entre las cetonas, la pinocarvona presenta en 2003 una proporcion
relativa significativamente superior si a las plantas se les suministra el
riego mas escaso, no detectdndose diferencias entre los otros tres
tratamientos. Respecto a las cuatro cetonas sefialadas en 2002, con la 3-
octanona se mitigan las diferencias entre los cuatro niveles de riego en la
recoleccion de 2003, reduciéndose considerablemente el porcentaje
obtenido con el 80% de la ETo respecto al afio anterior. La 3-hexanona
también ve disminuida su concentracién con el 80% en 2003, pero ésta
aumenta con el 40%. Por su parte, la B-tujona incrementa su cantidad
relativa en el segundo afio de ensayo con el 60, 40 y 20% de la ETo,
tratamientos con los que en 2002 soélo se podia detectar en trazas. El
comportamiento de la carvona ya se ha comentado al hablar del neral,
junto al que se integra. También es interesante mencionar que el alcanfor,
cetona bastante comun en la naturaleza, no es muy abundante en Th.
zygis subsp. gracilis. Su contenido en el aceite esencial, que no parece
verse condicionado por los diferentes aportes hidricos, oscila entre trazas

y 0,04%, aumentando ligeramente en 2003 respecto a 2002.
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Ninguno de los ésteres identificados en esta labiada manifiesta una
concentracion sensible al riego en 2003. En cuanto a los tres
componentes de este grupo que presentan diferencias en 2002, cabe
sefalar que el acetato de etilo se detecta en trazas en 2003 con todos los
suplementos hidricos, reduciéndose la concentracién obtenida con el 80%
de la ETo respecto a 2002. Con el acetato de geranilo los resultados
mejoran en 2003 con el 60, 40 y 20% de la ETo. El éster mas abundante
identificado en estos aceites, el acetato de bornilo, incrementa sus
promedios en el segundo afo de estudio con todos los tratamientos,
excepto el correspondiente al 80% de la ETo. Destaca el aumento logrado

con el aporte de agua mas escaso.

Es importante subrayar que el contenido en timol de las plantas en
2003 no se muestra condicionado por el riego, alcanzandose porcentajes
bastante equilibrados con los cuatro tratamientos hidricos, lo que conduce
a la desaparicion de las diferencias significativas determinadas en 2002.
Lo mismo ocurre con el eugenol. Como se ha apuntado anteriormente, la
adaptacion de estas plantas a sus condiciones de crecimiento puede ser
la explicacibn mas plausible a este comportamiento, ya que se puede
observar este mismo fendbmeno en Th. hyemalis. Por lo que respecta al
carvacrol, su valor medio mas alto se alcanza con el 80 % de la ETo en

2003, sin que se detecten tampoco diferencias entre tratamientos.

La ausencia de diferencias significativas en 2003 se evidencia
también entre los epoxidos. En general, tanto (Z)-6xido de linalol como
oxido de cariofileno experimentan un incremento de su presencia en el
aceite esencial en 2003, que en el caso del segundo es especialmente

apreciable con el 20% de la ETo.
Considerando todo lo expuesto, es acertada la suposicion de que

estas plantas no precisan cantidades de agua elevadas para proporcionar

un aceite esencial de calidad, siendo ademas muy relevante que no se
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aprecien variaciones en el contenido fendlico en funcion del suplemento

hidrico en este segundo afio de ensayo.

[ll. 2. 5. 2. Estudio de la variabilidad intraespecifica.

Este apartado se va a dividir en dos secciones, ya que si bien la
principal finalidad del mismo es el analisis de la variabilidad quimica
presente en el aceite esencial de esta subespecie, también se ha
estimado oportuno observar la respuesta de estas plantas frente al riego
diferenciado tras una nueva cosecha, por lo que respecta a la sintesis de
sus constituyentes volatiles.

Con el fin de disponer de mas material para examinar las
variaciones cuantitativas observadas entre los componentes de estos
aceites, en la primavera de 2004 se aumenta el numero de individuos

recolectados hasta 96 (24 plantas por tratamiento).

El quimiotipo timol simple parece ser el mas comun en Th. zygis
subsp. gracilis, considerando que este componente es el mas abundante
en las 96 plantas analizadas en el presente ensayo agrondmico,
obtenidas de semillas procedentes de tomillares naturales de Puerto
Lumbreras (Murcia). El contenido en timol, tal como se ha dicho
anteriormente, sobrepasa en la mayoria de las ocasiones el 55%,
habiéndose encontrado tomillos con una proporcion de este fenol que

alcanza hasta el 65%.

Trabajos previos sobre Th. zygis subsp. gracilis, generalmente
basados en el estudio de plantas silvestres, aportan informacion sobre el

perfil volatil de esta labiada.
Cabo et al. (1991) analizan dos de estos tomillos, presentando uno

de ellos el timol como constituyente mayoritario (35,9%), en tanto que

para la otra muestra se determina un quimiotipo carvacrol (22,2%).
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Por su parte, Velasco Negueruela y Pérez Alonso (1984) obtienen
para dos muestras de esta subespecie procedentes de Granada unos
resultados que varian entre 61,1y 11,7% para el timol, y 3,1y 20,6% para
el carvacrol. Otros componentes importantes son linalol (3,0-4,8%) vy
borneol (0,6-7,5%), ademas de p-cimeno (18,0-22,4%) y y-terpineno (3,4
-13,0%).

Morales (1986) estudia el aceite esencial de tres individuos de la
subespecie gracilis, determinando en dos de ellos, procedentes de
Granada y de Madrid, un quimiotipo timol (37,2 y 61,1% respectivamente),
en tanto que la tercera muestra, recolectada también en Granada,
presenta al carvacrol como componente mas abundante (20,6%).
Terpinen-4-ol (0,3-11,3%) y borneol (0,6-7,5%) también se presentan

como componentes destacados.

Sanchez Goémez et al. (1995), en plantas espontaneas procedentes
de la Sierra de Filabres (Almeria), encuentran un quimiotipo linalol, con
una concentracion relativa del 33% para este alcohol, mostrando ademas
estos aceites porcentajes elevados de terpinen-4-ol (7,9%) y (E)-hidrato
de sabineno (5,6%).

Saez (1995a), en su trabajo sobre poblaciones de Th. zygis
ubicadas en el Sudeste Ibérico determina, para esta especie, la existencia
de tres grupos principales en base a la composicion quimica de su aceite
esencial: un primer grupo con quimiotipo timol y cantidades variables de
los precursores p-cimeno y y-terpineno; otro conjunto estaria formado por
individuos cuyo aceite muestra una mezcla de compuestos fendlicos y no
fendlicos; y en el tercer grupo se incluyen aquellas plantas con linalol
como componente mayoritario. Este autor subraya la facilidad de Th.
zygis para hibridar con otras especies de tomillo cuando sus periodos de
floracion coinciden, pudiendo presentarse interacciones con Th.
mastichina o Th. vulgaris. El quimiotipo timol es el mas abundante en el

area estudiada, en tanto que el quimiotipo linalol se encuentra localizado
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en una zona muy limitada (sierra de Filabres). Los quimiotipos mixtos
aparecen en aquellos lugares en los que coexisten dos especies de

tomillo.

Sotomayor (1998), en su ensayo agrondémico, determina en Th.
zygis subsp. gracilis la presencia del quimiotipo timol simple, asi como el
mixto linalol/(E)-hidrato de sabineno, oscilando las concentraciones
relativas de los componentes en funcion del estado fenolégico de las

plantas.

A continuacion se exponen los resultados relativos al perfil volatil
del aceite esencial obtenido en la ultima recoleccidn que incluye esta

Memoria.

A) Estudio de la influencia del riego en la recoleccion de 2004.

En la Tabla Ill.2-8 se presentan, en funcién del riego, los
resultados de los analisis cromatograficos realizados a las plantas
recolectadas en la primavera de 2004. Los datos que aparecen en dicha
tabla, que complementa a las correspondientes a 2002 y 2003, son de
gran interés considerando la importancia otorgada a la composicién del
aceite esencial de estos tomillos. En su elaboracién se han incluido solo
los componentes que por su concentracion relativa resultan ser los mas
relevantes para establecer la calidad de estos aceites, teniendo en cuenta
que si bien todos los constituyentes son importantes, aquellos para los
que el cromatografo determina un porcentaje igual o superior al 0,1%,

comprendidos en la tabla, suponen el 97,4% del total.

De los 34 componentes estudiados, la prueba ANOVA determina la
presencia de diferencias significativas en funcién del riego unicamente en
uno de ellos, el p-cimen-8-ol. Las proporciones que alcanzan el resto de
constituyentes son equiparables con todos los aportes hidricos en este

tercer ano de estudio.
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Entre los hidrocarburos terpénicos mas abundantes en esta
cosecha destacan p-cimeno, y-terpineno, mirceno y a-terpineno. Es en
este grupo quimico en el que se aprecia el mayor numero de
componentes que muestran diferencias significativas en su concentracion
en funcién del riego en 2002, 17 en total, los cuales quedan reducidos a
dos en 2003. En este ultimo afo de ensayo no se aprecian tales
diferencias en ningun caso. Si bien algunos de los componentes cuya
sintesis se ve afectada por el riego en 2002 y 2003 no se incluyen en la
tabla del presente apartado, el hecho de que entre las concentraciones
relativas de los que si aparecen no se detecten diferencias en base al
suministro de agua, corrobora la tendencia hacia el equilibrio entre
tratamientos que ya se evidencia en 2003.

Determinados  terpenos, como limoneno 'y terpinoleno,
experimentan un ligero aumento en sus promedios en 2004 respecto a los
dos afos anteriores; otros, como (E)-cariofileno, siguen una evolucion
contraria. Pero las concentraciones de la mayor parte de estos
constituyentes oscilan entre los tres afios, de forma mas o menos
relevante, y sin que se pueda apreciar una relacién clara entre estas

variaciones y el tratamiento hidrico aplicado.

Solo un alcohol, el p-cimen-8-ol, revela una respuesta sensible al
riego en 2004. Los suplementos hidricos que implican un menor aporte de
agua (40 y 20% de la ETo) resultan significativamente menos favorables
para la sintesis de este compuesto. Las concentraciones relativas que
alcanza el p-cimen-8-ol en 2004 son parecidas a las de 2003, y en
general superiores a las del primer afio de ensayo.

Entre el resto de alcoholes destaca por sus porcentajes el linalol,
que eleva en 2004 los promedios alcanzados con el 60 y 20% de la ETo
tanto respecto a 2002 como a 2003. El borneol, por su parte, incrementa
su presencia en el aceite esencial con todos los tratamientos en 2004,
excepto con el correspondiente al menor suministro de agua. Ambos
alcoholes se encuentran entre los que presentan mayor caracter impacto

en el aroma de los aceite esenciales (Goodner et al., 2006).
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Tabla 111.2-8. Composicién porcentual del aceite esencial de Th. zygis subsp. gracilis, en funcién del

aporte hidrico (Primavera 2004).

% ETo
COMPONENTES l. R. 80 (81) 60 (63) 40 (44) 20 (30)
Hidrocarburos terpénicos
a-Tujeno* 940 0,90 +0,14 1,03+0,19 0,92 + 0,20 0,96 + 0,21
a-Pineno 949 0,61 +0,06 0,65+0,10 0,62 £ 0,09 0,64 £0,10
Canfeno 969 0,29+0,12 0,38 £ 0,15 0,27 £ 0,10 0,26 + 0,14
B-Pineno 1007 0,15+0,01 0,16 £ 0,02 0,15+ 0,02 0,15+ 0,02
Mirceno 1026 1,34 +£0,25 1,26 £ 0,29 1,27 £ 0,23 1,40 £ 0,28
a-Felandreno 1042 0,14 +£0,02 0,13+ 0,03 0,14 £ 0,03 0,19 +0,15
a-Terpineno 1058 1,12+0,17 1,04 £ 0,21 1,11+ 0,24 1,25+ 0,32
p-Cimeno 1068 18,28+2,17 19,37+£3,24 18,79+2,15 18,23 3,06
Limoneno 1073 0,50 +0,02 0,51 +0,03 0,50 £ 0,03 0,51 +0,04
y-Terpineno 1109 4,41+1,54 3,92+1,42 4,05+1,32 5,32 +2,23
Terpinoleno + (E)-Oxido de linalol 1141 0,19+ 0,03 0,21 £ 0,05 0,19+ 0,04 0,20 £ 0,03
(E)-Cariofileno 1419 0,72+0,38 0,69+0,16 0,76 £ 0,19 0,63 +£0,29
a-Humuleno 1457 0,13+0,05 0,15+ 0,05 0,14 £ 0,05 0,11 £ 0,06
0-Cadineno 1553 0,10+ 0,05 0,09 £ 0,03 0,07 £ 0,02 0,08 £ 0,03
Alcoholes
1-Octen-3-ol 1009 0,30 +0,11 0,31 +£0,09 0,27 £ 0,05 0,25+ 0,08
3-Octanol 1031  0,13+0,07 0,15+ 0,08 0,15+ 0,08 0,09 £ 0,04
(E)-Hidrato de sabineno 1116 0,52+ 0,08 0,60+0,12 0,54 £ 0,15 0,51 +£0,11
(2)-Hidrato de sabineno* 1151 0,07 £ 0,01 0,11 +£0,10 0,07 £ 0,02 0,07 £ 0,01
Linalol 1152 2,94 +£0,93 3,27 £ 0,96 2,49 0,70 2,60 £ 0,60
Borneol 1211 0,64 £ 0,33 0,82 £ 0,34 0,60 £ 0,25 0,54 £ 0,32
Terpinen-4-ol 1220 0,62 £ 0,07 0,62 +0,10 0,61+0,12 0,60 + 0,06
p-Cimen-8-ol 1227 0,10+0,03® 0,08+0,03® 0,08+0,01° 0,07+0,02°
a-Terpineol 1231 0,16 £ 0,02 0,16 £ 0,02 0,15+ 0,02 0,14 £ 0,02
Espatulenol 1640 0,09 +0,06 0,08 £ 0,08 0,170 £ 0,09 0,11 £ 0,06
Aldehidos
Geranial + Perialdehido 1292 0,28 £ 0,09 0,23 +0,04 0,22 £ 0,08 0,23 £ 0,09
Cetonas
3-Octanona 1019 0,20+ 0,11 0,19+0,16 0,21 £ 0,08 0,22 £ 0,09
Esteres
Acetato de bornilo 1302 0,13+0,05 0,13+0,03 0,13+ 0,04 0,14 £ 0,04
Fenoles
Eter metilico de carvacrol 1272 1,08 £ 1,09 0,48 £0,72 0,37 £ 0,56 0,54 +0,73
Timol 1308 57,95+3,57 56,76 +3,49 5859+290 58,00+ 3,90
Carvacrol 1314 2,82+0,76 3,27 £ 0,53 3,29 £ 0,50 3,12+ 0,55
Eugenol 1358 0,10+0,04 0,07 £ 0,03 0,10 £ 0,06 0,09 £ 0,04
Peréxidos
Oxido de cariofileno 1650 0,36 +0,18 0,44 £0,16 0,37 £ 0,11 0,32+0,15

b Valores con distinto superindice en la misma linea presentan diferencias estadisticamente
significativas, de acuerdo con el test de la Menor Diferencia Significativa de Fisher (P < 0,05).

+ Desviacion estandar.
* Ideptificacién tentativa.
I. R. Indices de Kovats (HP-5).
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Geranial y perialdehido, los aldehidos mayoritarios en esta
subespecie, no ven sus concentraciones afectadas por el riego en

ninguna recoleccion.

Entre las cetonas y los ésteres identificados en este tomillo, tan
solo 3-octanona y acetato de bornilo aparecen reflejados en la tabla que
engloba los resultados de la recoleccion de 2004. Para ninguno de ellos
se detectan diferencias entre tratamientos en esta cosecha, obteniéndose

los mejores promedios con el 20% de la ETo en los dos casos.

En cuanto a los fenoles, los andlisis estadisticos realizados
determinan un comportamiento semejante frente a todos los tratamientos
hidricos en la primavera de 2004, al igual que ocurre en 2003. El timol,
componente que si mostraba una concentracion dependiente del riego en
2002, presenta en el ultimo afio de estudio unos porcentajes muy
equilibrados, que oscilan entre el 58,6 + 2,90% alcanzado con el 40% de
la ETo, y el 56,8 + 3,49% que se obtiene con el 60%. En la Figura 111.2—6
se puede apreciar como se comporta este tomillo en lo que se refiere al
contenido en timol de su aceite esencial, en funcién de cada aporte
hidrico. En la grafica se observa que, con el tratamiento ajustado al 20%
de la ETo, la media (linea roja discontinua) y la mediana practicamente
coinciden, determinandose un contenido en timol superior al 58% para la
mitad de los tomillos analizados. Un valor de la mediana similar al anterior
proporcionan tanto el 80 como el 40% de la ETo. Sin embargo, aplicando
este ultimo tratamiento se consiguen mejores resultados, ya que el 50%
de las plantas alcanza un porcentaje de timol que supera el 58,5%,
aunque los percentiles 75y 90 correspondientes a este aporte hidrico

estan por debajo de los demas.
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Thymus zygis (2004)

66 -

64 -

:z T ]

84— [ | 1 |

56; L 77777
g

52

% timol

507 T T T T

% ETo

Fig. Ill.2—6. Distribucion de las plantas segun su contenido en timol.

Respecto al carvacrol, el promedio mas bajo de esta cosecha se
obtiene con el 80% de la ETo. El eugenol, por su parte, aumenta o
mantiene su concentracién relativa respecto a 2002 y 2003 con todos los
tratamientos, y en el caso del éter metilico de carvacrol, es destacable la
elevada desviacidon estandar que presenta en todas las recolecciones, lo
que indica que la variabilidad intraespecifica afecta notablemente a este

fenol.

Estos resultados no hacen sino confirmar lo que ya se manifiesta
los dos anos anteriores: la calidad de estos aceites, relacionada
principalmente con su contenido en timol, queda garantizada con un
suministro de agua que no supere la necesaria para compensar el 40% de
la ETo. Este suministro hidrico es también adecuado para optimizar la
sintesis de la mayor parte del resto de componentes de estas sustancias,
consideracion importante ya que, como se ha mencionado anteriormente,
las propiedades atribuidas a los aceites esenciales se basan en la accion

conjunta de todos sus constituyentes.
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A.1) Evolucion de la influencia del riego en la sintesis de fenoles.

Al igual que se ha hecho con lo referente a la produccién de
biomasa y aceite esencial, también es importante estudiar como afectan
las sucesivas siegas a la sintesis de los principales componentes de estos
aceites, en funcion del nivel de agua aportado a la parcela. En el caso de
Th. zygis subsp gracilis, como ocurre con las otras dos especies
ensayadas en esta Tesis, los constituyentes mas importantes son el timol
y el carvacrol.

Para contrastar la evolucion de estos dos componentes, se han
representado graficamente los porcentajes obtenidos para los mismos en
los tres afnos de estudio, que aparecen reflejados en las Tablas 111.2-6 a
[.2-8, con el objeto de analizar por separado los resultados
proporcionados por cada suplemento hidrico con el transcurso del tiempo
(Figura I11.2-7).

La observacion mas relevante es la dedicada al timol, dado que
dicho fenol define el quimiotipo en esta subespecie y, a pesar de la
conveniencia de valorar todos los componentes, actualmente el alcance
de los aceites esenciales extraidos de estos tomillos queda determinado
por su contenido en timol. Un descenso sustancial en la sintesis de este
componente con el transcurso del tiempo seria un punto negativo a la
hora de plantearse el establecimiento de cultivos de estas labiadas. En la
Figura lll.2—7a es posible apreciar que en 2002 las diferencias entre
algunos tratamientos son bastante marcadas, debido muy probablemente
a una respuesta de las plantas ante los distintos aportes de agua iniciados
un ano antes, que se traduce en la alteracion de la sintesis de este fenol.
El hecho de que tales diferencias se atenuen en 2003 y 2004 puede estar
relacionado, como se ha sugerido anteriormente, con una adaptacion de
los tomillos a sus condiciones de desarrollo, que se evidencian con el

paso del tiempo.
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Fig. lll.2—7. Evolucién de la sintesis de compuestos fendlicos.

En general, se puede advertir una cierta tendencia hacia el
descenso en la produccion de timol con el transcurso del tiempo. No
obstante, los analisis estadisticos determinan que tal descenso no es
significativo si el agua aplicada a la parcela es la necesaria para
compensar el 80, 60 6 40% de la ETo, aunque si lo es con el menor
aporte hidrico, alcanzandose en 2002 porcentajes de timol
significativamente superiores a los de 2003 y 2004 con dicho tratamiento.

No hay diferencias entre los dos ultimos afios en ningun caso.

Respecto al carvacrol (Figura I1l.2-7b), los tres afios de estudio
proporcionan unos resultados homogéneos, no hallandose diferencias
significativas entre ellos con ninguno de los tratamientos hidricos

aplicados.
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B) Estudio de la variabilidad intraespecifica.

Esta seccion pretende documentar la variabilidad quimica presente
en el aceite esencial de Th. zygis subsp. gracilis.

Aunque en todas las plantas recolectadas se ha determinado un
quimiotipo timol simple, la composicién cuantitativa de estos aceites
muestra oscilaciones importantes que afectan a los porcentajes de todos

los componentes.

Dado que, como se ha visto en las tablas presentadas en los
apartados precedentes, aportar una cantidad de agua u otra a los tomillos
no afecta a la sintesis de la mayoria de sus constituyentes volatiles,
consideraremos todas las plantas en conjunto y expondremos las
concentraciones relativas maxima y minima encontradas para los

componentes mas relevantes de las 96 muestras analizadas en 2004.

En la Tabla Il.2-9, en la que se presentan tales componentes en
orden decreciente de acuerdo a su presencia en el aceite esencial,
quedan reflejados estos datos. En dicha tabla aparece también el
promedio determinado para cada componente entre el total de plantas
consideradas, asi como el valor de la mediana, ya que este parametro no
se ve afectado por valores muy grandes o muy pequefios, y como se ha
visto anteriormente, puede proporcionar una informacion mas precisa
sobre la forma en que los valores que presentan estos componentes se

distribuyen en la poblacion.

Algunos constituyentes varian su concentracion de unas plantas a
otras en un amplio rango. Es el caso de terpenos como p-cimeno, Y-
terpineno, (E)-cariofileno, canfeno, a-felandreno, a-humuleno o ©-
cadineno. Respecto al p-cimeno, con la mitad de las plantas analizadas
se obtiene un porcentaje igual o inferior al 18,48%, siendo pocos los
individuos que superan el 22%. El y-terpineno, por su parte, es un reflejo

de la variabilidad quimica presente en esta subespecie, ya que este
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componente manifiesta un dilatado margen de valores que, ademas,
engloba de manera bastante proporcional a todos los tomillos
recolectados, coincidiendo practicamente el promedio obtenido a partir de
las muestras consideradas (4,42%) con la cantidad que sefiala la mediana
(4,22%). Respecto a las propiedades de ambos precursores fendlicos,
Youdim et al. (2002) determinan que el y-terpineno es mas efectivo como
antioxidante que el p-cimeno.

Es interesante resaltar también los resultados que presenta el a-
felandreno, monoterpeno de bajo peso molecular cuyo contenido en estos
aceites oscila entre 0,08 y 0,68%, aunque, segun nuestros analisis, el
90% de los tomillos alcanzan una concentracion relativa para este
compuesto que no supera el 0,18%, siendo muy pocas las plantas que se

sitian en el nivel mas alto de rendimientos.

Entre los alcoholes, son muchos los que muestran una importante
fluctuacion en sus proporciones. El linalol es el mas abundante, y aunque
la cantidad relativa mas alta detectada ha sido 5,59%, la gran mayoria de
las plantas no supera el 4% en porcentaje de area para este alcohol. Algo
parecido, aunque con concentraciones mas bajas, ocurre con 1-octen-3-ol
y (Z)-hidrato de sabineno, alcoholes que presentan un valor maximo que
se aleja de los porcentajes mas habituales determinados en estos
tomillos, ya que en ambos casos el 90% de los ejemplares estudiados no
sobrepasan el 0,38 y 0,09% respectivamente. Cabe sefialar que el p-
cimen-8-ol es el unico componente cuya sintesis se ve afectada por el
riego en 2004. No obstante, se ha considerado interesante especificar
aqui sus porcentajes maximo y minimo, detectados en el conjunto de
plantas recolectadas, y se ha comprobado que para la mitad de las

mismas el contenido de este alcohol es igual o inferior al 0,08%.

Con geranial y perialdehido, que se integran juntos, asi como con
3-octanona, hemos podido constatar que solo en un 10% de las plantas
consideradas estos componentes alcanzan una cantidad superior al 0,34

y 0,33%, respectivamente.
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Tabla 111.2-9. Composicion porcentual del aceite esencial de Th. zygis subsp. gracilis,
quimiotipo timol.

Componentes Concentracion (%) Promedio  Mediana
Timol 52,13 — 65,86 57,84 57,67
p-Cimeno 13,93 — 26,67 18,66 18,48
y-Terpineno 1,13-9,32 4,42 4,22
Carvacrol 1,46 — 3,88 3,12 3,34
Linalol 1,41 -5,59 2,82 2,72
Mirceno 0,67 — 1,91 1,32 1,37
a-Terpineno 0,71 -1,89 1,13 1,11
a-Tujeno* 0,60-1,37 0,95 0,94
(E)-Cariofileno 0,11 -1,51 0,70 0,69
Borneol 0,17 -1,24 0,65 0,61
a-Pineno 0,43 -0,81 0,63 0,63
Eter metilico de carvacrol 0,02-2,93 0,62 0,24
Terpinen-4-ol 0,32-0,83 0,61 0,62
(E)-Hidrato de sabineno 0,24 - 0,86 0,54 0,51
Limoneno 0,44 — 0,59 0,50 0,50
Oxido de cariofileno 0,06 — 0,84 0,37 0,34
Canfeno 0,10-0,57 0,30 0,28
1-Octen-3-ol 0,10 -10,62 0,28 0,27
Geranial + Perialdehido 0,09-0,45 0,24 0,24
3-Octanona 0,05-0,54 0,21 0,18
Terpinoleno + (E)-Oxido de linalol 0,10 -0,28 0,20 0,20
a-Felandreno 0,08 - 0,68 0,15 0,14
a-Terpineol 0,10-0,20 0,15 0,15
B-Pineno 0,11-0,19 0,15 0,15
a-Humuleno 0,01-0,27 0,13 0,13
Acetato de bornilo 0,06 — 0,25 0,13 0,13
3-Octanol 0,02-0,33 0,13 0,11
Espatulenol 0,01 -0,31 0,10 0,07
Eugenol 0,03-0,28 0,09 0,09
0-Cadineno 0,02-0,19 0,08 0,08
p-Cimen-8-ol 0,04 - 0,17 0,08 0,08
(2)-Hidrato de sabineno* 0,04 - 0,42 0,08 0,07

* |dentificacion tentativa.
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El acetato de bornilo muestra unos rendimientos que representan
uniformemente a todos estos tomillos, obteniéndose un valor para la
mediana que corresponde a una concentracion del 0,13%. No sigue la
misma tendencia el 6xido de cariofileno, perdxido que a pesar de que su
limite superior alcanza el 0,84%, solo registra un porcentaje por encima

del 0,63% en un 5% de los casos.

Finalmente, por lo que se refiere al timol, podemos afirmar que la
mayoria de los tomillos recolectados, concretamente el 75%, posee una
cantidad relativa de este fenol igual o superior al 59,62%, en tanto que
proporciones que excedan el 64% se detectan en el 5% de las plantas
analizadas. En cuanto al carvacrol, porcentajes alrededor del 3% son los
mas comunes en esta subespecie. Y su éter metilico, componente en el
que en todas las siegas se puede evidenciar la variabilidad intraespecifica
presente en estas labiadas, al ser su desviacion estandar en muchas
ocasiones superior a la media obtenida entre las distintas plantas,
manifiesta valores por encima del 0,80% en la cuarta parte de los tomillos.
El eugenol, por su parte, se halla en concentraciones iguales o inferiores

a 0,14% en el 90% de las plantas.

Como se puede apreciar, entre las plantas de un mismo quimiotipo
se pueden encontrar importantes variaciones cuantitativas, que quedan
reflejadas en las diferencias que encontramos en los porcentajes de todos
los constituyentes de sus aceites. En algunos casos, tales variaciones se
manifiestan con un amplio rango de valores en el que quedan
representadas todas las plantas de forma homogénea; en tanto que en
otras ocasiones, resultados que quedan muy por encima o por debajo del
promedio determinado para cada componente se detectan en un numero

relativamente reducido de plantas.
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Como nota final a lo expuesto en este capitulo, es importante
destacar, una vez mas, la ventaja que supondria para el agricultor el
empleo de semillas procedentes de plantas seleccionadas, adaptadas al
cultivo, y con un contenido en timol adecuado. Esta condicion resulta
especialmente necesaria para posibilitar el establecimiento de
plantaciones rentables a partir de este tomillo, dado el incremento en la

mortalidad observado en el segundo afo de estudio.
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. 3. THYMUS VULGARIS.

De todas las especies que abarca el género Thymus, sin duda Th.
vulgaris es la mas estudiada en todos los aspectos, con numerosas

publicaciones que hacen referencia, especialmente, a su aceite esencial.

Por lo que se refiere a la presente Memoria, las plantas empleadas
se han obtenido a partir de semillas comerciales, de origen francés,
procedentes de plantas seleccionadas para producir gran cantidad de hoja.
Tales plantas tienen una fisonomia diferente al tomillo comun espanol.
Muestran un porte erecto que facilita las labores de recoleccion, y crecen
formando arbustos mas frondosos que nuestro tomillo autéctono, con
hojas de mayor tamafio. El proceso de seleccion de estos cultivares da
como resultado tomillos de los que es posible obtener una abundante
produccion de fitomasa, aunque en detrimento del rendimiento en aceite

esencial, que raramente alcanza el 2% respecto al peso seco.

Al tratarse de plantas selectas, la variabilidad intraespecifica no es
tan importante como la encontrada en Th. hyemalis y Th. zygis. Por ello,
en estas plantas no se realiza el estudio de variabilidad llevado a cabo con
las dos especies anteriores. No obstante, tanto los rendimientos en aceite
esencial como las concentraciones relativas halladas para los
constituyentes de esos aceites oscilan en rangos que pueden ser mas o

menos amplios.

Respecto a su composicion quimica, el quimiotipo timol simple ha
sido el determinado en los aceites de todas las plantas analizadas, con un
porcentaje para este componente que se situa generalmente entre el 40 y
el 50%.

Se han desarrollado cultivos de este tomillo en Provenza (Francia),

origen de las semillas empleadas en el presente estudio, asi como en

diferentes regiones espanolas, principalmente de la zona norte del pais.
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Por lo que respecta al ensayo agrondmico aqui descrito, es
necesario comentar que en el primer afo del mismo se dieron las
condiciones necesarias, tanto ambientales como de la propia fisiologia de
la planta, para el desarrollo de dos ciclos fenologicos completos de Th.
vulgaris, que propiciaron dos periodos de floracion, el primero en febrero y
el segundo en mayo, coincidiendo con Th. hyemalis. No obstante, hemos
podido comprobar que en invierno de 2002 los valores obtenidos, relativos
a produccién de biomasa y a calidad del aceite esencial son, en general,
inferiores a los alcanzados en primavera, por lo que parece que las
condiciones primaverales son mas favorables para el crecimiento de estos
tomillos. Por ello, y ya que en 2003 y 2004 se obtiene una sola
recoleccién, se ha estimado oportuno incluir en los resultados de este
estudio la siega correspondiente a invierno de 2002 unicamente como
referencia en cuanto a producciones, excluyendo las tablas
correspondientes a la composicion quimica del aceite esencial.

Aportando unicamente aquellos datos que resultan relevantes, se

pretende facilitar la interpretacion de tales resultados.

Para la presentacion de estos datos, asi como para los analisis
estadisticos realizados a los mismos, se han seguido las mismas pautas

descritas en capitulos anteriores.

lll. 3. 1. EFECTO DE LAS SIEGAS SOBRE LA SUPERVIVENCIA DE
LAS PLANTAS.

En la Tabla Ill.3-1 se exponen las marras que se han ocasionado a
lo largo de los tres afos de estudio.

El escaso porcentaje de marras registrado, notablemente inferior al
detectado en las dos especies anteriores, indica que estas plantas estan
bien adaptadas al cultivo. Esto es lo que cabria esperar, ya que la

seleccién previa asegura la obtencion de plantas resistentes a las siegas,
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lo que certifica la necesidad de realizar tal seleccibn como paso previo a la

plantacion.

Tabla 111.3—-1. Porcentaje de marras ocasionadas a lo largo de los tres afos de cultivo.

% ETo
80 | 60 | 40 | 20

% marras
2002 7 3 2 2
2003 13 7 8 4
2004 24 18 16 6

Graficamente, traduciendo estos datos a numero de plantas vivas,
podemos visualizar mejor como afectan los distintos niveles de riego a la

supervivencia de estos tomillos (Figura I11.3—1).
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Fig. 111.3—1. Numero de plantas vivas, en funcién de la ETo, encontradas en los tres afios
de estudio.
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Tras la recolecciéon de 2003, se acentua la pérdida de plantas,
excepto con el tratamiento correspondiente al 20% de la ETo. El tomillo
comun de origen comercial, a pesar de ser una planta que responde bien
con niveles altos de humedad, manifiesta una reduccién mas acusada en
el numero de individuos viables a medida que se eleva la cantidad de agua
que reciben las plantas, si estas condiciones hidricas se mantienen
durante un tiempo prolongado. Esto se observa con bastante claridad en
2004. Aun asi, este descenso es poco pronunciado si se compara con el
que se aprecia en el ultimo afio de ensayo en plantas de Th. hyemalis y
Th. zygis que han estado recibiendo el riego correspondiente al 80% de la
ETo, con una cantidad de tomillos vivos situada entre 34-46 y 47-67

respectivamente.

l1l. 3. 2. PRODUCCION DE BIOMASA.

La fitomasa producida por esta especie el primer afio de estudio,
tanto en la recoleccién de invierno como en la de primavera, se expone en
la Tabla 111.3—-2. Como se puede apreciar, el hecho de estar recibiendo
diferentes suplementos hidricos condiciona los resultados obtenidos en la
cosecha de invierno. La materia seca generada por esta planta alcanza
valores significativamente superiores con el riego correspondiente al 80%
de la ETo (P < 0,05), proporcionando el resto de tratamientos resultados
equivalentes; por lo que respecta a la hoja seca, aplicar el 80 6 el 60% de

la ETo no afecta a la produccion de esta materia prima.

Sin embargo, en la recoleccion de mayo de este primer afio,
realizada tres meses después de la primera cosecha, el rendimiento en
material vegetal obtenido a partir de estos tomillos no se ve afectado por el
aporte hidrico proporcionado y, ademas, las producciones son
significativamente superiores a las de invierno con el aporte hidrico mas
bajo, aunque las diferencias entre estaciones no son tan acusadas cuando

se incrementa el agua que reciben las plantas.
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Tabla I11.3-2. Valores de produccion, en funcion de la ETo, correspondientes a 2002.

Invierno
% ETo
80 (81) 60 (63) 40 (44) 20 (30)
Kg MF/ha | 8.502,4 +2.056,04% | 5.669,8 +389,62"° | 4.789,3+1.89588" | 3.7252+1.489,58°"
% MS 43,32 45,47 44,90 41,67
Kg MS/ha | 3.683,2+890,68° | 2.5781+177,16° | 2.150,4 +851,25° 1.552,3 + 620,71 "
% HS/MS 58,20 66,13 63,63 69,85

Kg HS/ha | 2.143,6+518,37°% | 1.704,9+117,16% | 1.368,3+541,65" 1.084,3 + 433,57 °

Primavera
% ETo

80 (81) 60 (63) 40 (44) 20 (30)
Kg MF/ha | 8.566,6 + 1.147,05 | 7.338,0+634,96 | 7.074,2+1.177,20 6.315,4 £ 1.480,85
% MS 38,84 53,05 42,51 53,27
Kg MS/ha 3.327,3 £ 445,52 3.892,8 + 336,85 3.007,2 £ 500,43 3.364,2 + 788,85
% HS/MS 57,47 55,55 59,07 57,63
Kg HS/ha 1.912,2 + 256,04 2.162,4 £ 187,12 1.776,4 £ 295,60 1.938,8 £ 454,61

2P valores con distinto superindice en la misma linea presentan diferencias estadisticamente
significativas, de acuerdo con el test de la Menor Diferencia Significativa de Fisher (P < 0,05).
+ Desviacion estandar.

En la segunda cosecha de 2002 no se aprecian diferencias con
significacion estadistica entre tratamientos, de ahi que unicamente se
pueda hablar de tendencias; y en este sentido podemos advertir una
relacion directa entre el tomillo fresco generado y el nivel de agua
suministrado a las plantas. No ocurre lo mismo con el producto desecado,
ya que los porcentajes tanto de materia como de hoja seca no siguen una
pauta clara, lo que se refleja en los resultados finales alcanzados con los
kilos de material seco. Esto puede estar relacionado con la estructura
morfologica de este tipo de tomillo, bastante lefioso y mas parecido en
este sentido a Th. hyemalis que a Th. zygis. Por ello, el rendimiento en
materia seca no sigue necesariamente una relacidon inversamente

proporcional al aporte hidrico recibido por las plantas.
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También es interesante mencionar que las producciones
conseguidas con esta planta superan a las alcanzadas con Th. hyemalis,
pero quedan por debajo de las proporcionadas por Th. zygis en 2002,

incluso si consideramos las dos recolecciones en conjunto.

Se pueden encontrar diversas publicaciones que hacen referencia a
plantaciones experimentales de este tomillo comercial, como el trabajo de
Sanchez Gémez et al. (1989), los cuales, con plantas de menos de dos
anos, obtienen 4.314 Kg/ha de material en fresco, con una densidad de
25.000 plantas/ha. Burillo (1990) cultiva esta planta en cuatro localidades
de Aragdn y, con 16.600 plantas/ha, consigue unas producciones medias
en seis afios que oscilan, en funcién de la zona, entre 1.913 y 1.992 Kg/ha
de tomillo fresco. Sotomayor (1998) alcanza, con una densidad de 25.000
plantas/ha, el maximo rendimiento en hoja seca de Th. vulgaris comercial
de Provenza durante el tercer afo de ensayo, con 1.024 Kg/ha, dato que

corresponde a la parcela de Torreblanca.

Aportando agua a la plantacidon, en concreto la necesaria para
compensar el 60% de la ETo, este cultivar de origen francés proporciona
en la misma parcela de Torreblanca 8.068 Kg/ha de materia fresca, de la
que se pueden obtener 1.589 Kg/ha de hoja seca, con plantas de siete
meses (Sotomayor et al., 2001). Estos resultados son muy interesantes, ya
que reflejan los datos de la primera recoleccion realizada a las plantas
empleadas para la realizacion de la presente Memoria, y como se puede
observar, los valores de producciéon en fresco son bastante similares a los
logrados con este mismo aporte hidrico en la primavera de 2002,
transcurridos dos afios desde el establecimiento de la plantacion. Esto
indica que estos tomillos seleccionados estan perfectamente adaptados al
cultivo, y son capaces de alcanzar producciones importantes en estados
muy tempranos de desarrollo, aunque los porcentajes tanto de materia
como de hoja secas (40,7 y 48,4% respectivamente) son inferiores a los

conseguidos con plantas mas maduras.
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También hay referencias a cultivos de otras procedencias de Th.
vulgaris. Piccaglia y Marotti (1991) realizan un trabajo experimental con un
ecotipo procedente del norte de lItalia obteniendo, con 80.000 plantas/ha,
una producciéon de material en fresco de 4.900 Kg/ha cuando ha
transcurrido un afio desde la plantacién, cantidad que se eleva hasta
14.700 Kg/ha el segundo afo, en el que las plantas alcanzan mayor
tamano. Por su parte, Omidbaigi y Rezaei Nejad (2000) establecen un
cultivo de esta especie en una estacion experimental situada cerca de
Teheran (Iran), a partir de semillas procedentes de Alemania. En este
ensayo la produccién mas elevada se logra con plantas que se encuentran
en estado de fructificacion temprana, con un rendimiento de 1.238,2 Kh/ha
de materia seca, que supera significativamente al que se consigue cuando
los tomillos estan en plena floracién (429,7 Kg/ha). Las recolecciones se
efecttan el mismo afo de la plantacién, a la que se aporta agua

regularmente, y la densidad poblacional es de 125.000 plantas/ha.

Los resultados de la recoleccién de la primavera de 2003 del
presente ensayo quedan reflejados en la Tabla 111.3-3. Tales resultados
corresponden a la primera y Unica cosecha que se contempla en este afio,

al igual que ocurre en 2004.

Tabla 111.3-3. Valores de produccioén, en funcién de la ETo, correspondientes a primavera de 2003.

% ETo
80 (81) 60 (63) 40 (44) 20 (30)
Kg MF/ha | 19.565,4 +2.265,62 % | 16.008,1 + 3.807,78 ®® | 15.329,1 + 2.000,90 * | 9.800,7 + 1.660,20 °
% MS 38,32 36,25 36,12 35,50
Kg MS/ha 7.497,5 + 868,19 ° 5.802,9 + 1.380,32° 5.536,9 + 722,73 " 3.479,2 + 589,37 ©
% HS/MS 51,47 58,30 51,29 57,89

Kg HS/ha 3.858,9 + 446,86 ° 3.383,1 + 804,73 *° 2.839,9 + 370,69 ° 2.014,1+341,19°¢

2 P ¢ valores con distinto superindice en la misma linea presentan diferencias estadisticamente
significativas, de acuerdo con el test de la Menor Diferencia Significativa de Fisher (P < 0,05).
1 Desviacion estandar.
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En la siega correspondiente al segundo afo de estudio las plantas
han dispuesto de mas tiempo para desarrollarse, al no darse las
circunstancias necesarias para poder realizar un primer corte en invierno,
encontrando en primavera las condiciones climaticas optimas para la
floracion. Por eso las producciones superan a las alcanzadas en esta
estacion en 2002, llegando a doblarlas con todos los tratamientos, salvo el
correspondiente al 20% de la ETo.

Es evidente que los distintos niveles de riego han afectado al
rendimiento en fitomasa de estos tomillos. La produccion es
significativamente peor con el suplemento hidrico mas bajo, en tanto que
aplicar el tratamiento correspondiente al 80% de la ETo proporciona los
mejores resultados, aunque no hay diferencias con el 60% en lo que se
refiere al material en fresco y a la hoja seca.

También se puede apreciar que el porcentaje de materia seca que
proporcionan las plantas aumenta a medida que se eleva el agua que
reciben, lo cual se relaciona, como se apunta anteriormente, con un mayor
desarrollo de los tallos en este tipo de tomillo, con una marcada estructura
lefiosa, y que crece mejor en condiciones de elevada humedad edafica, lo

gue se hace mas evidente en este segundo afio de ensayo.

Los valores alcanzados en la primavera de 2004 aparecen en la
Tabla 111.3—4. En esta cosecha, los mejores promedios de produccion se
consiguen con el tratamiento correspondiente al 60% de la ETo aunque,
por lo que respecta a la materia seca, no hay diferencias entre regar con el
80, 60 6 40% de la ETo, siendo significativamente peor el resultado
logrado con el 20%. Las diferencias observadas entre los dos tratamientos
intermedios en cuanto a producciéon en fresco quedan compensadas por el
porcentaje de materia seca relativamente bajo obtenido con el suministro
ajustado al 60% de la ETo, inferior al que se alcanza con el 40%.

Sin embargo, el 60% proporciona un excelente porcentaje de hoja
seca, lo que finalmente se traduce, para dicho nivel de riego, en un
rendimiento en kilos por hectarea de esta materia prima significativamente

superior al conseguido con suplementos hidricos mas escasos.
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Tabla 111.3—4. Valores de produccion, en funcién de la ETo, correspondientes a primavera de 2004.

% ETo
80 (81) 60 (63) 40 (44) 20 (30)

Kg MF/ha [12.489,6 + 2.641,77 ®° [14.703,5 + 1.706,82 * | 10.948,1 + 618,41 | 8.055,9 + 2.768,01
% MS 36,46 33,18 36,15 32,28

Kg MS/ha| 4.553,7+963,19° | 4.878,6+566,32° | 3.957,8+22355% | 2.600,4 +893,51°"
% HS/MS 48,94 54,32 50,57 54,19

Kg HS/ha | 2.228,6 + 471,38 2.650,1 + 307,63 ° 2.001,4+113,05° 1.409,2 + 484,20 °

25 ¢ valores con distinto superindice en la misma linea presentan diferencias estadisticamente
significativas, de acuerdo con el test de la Menor Diferencia Significativa de Fisher (P < 0,05).
1 Desviacion estandar.

A la vista de estos resultados, se puede afirmar que este cultivar
necesita un riego relativamente alto para proporcionar un O6ptimo
rendimiento. Dado que suministrar el 80% de la ETo acentua la mortalidad
de los tomillos, el 60% parece destacarse como el tratamiento mas

adecuado para el crecimiento en cultivo de este tomillo.

[ll. 3. 3. RENDIMIENTO EN ACEITE ESENCIAL.

Th. vulgaris comercial de Provenza no se caracteriza por sintetizar
cantidades importantes de aceite esencial, sino mas bien al contrario, ya
que el contenido en aceite determinado en estas plantas queda bastante
por debajo del que presentan Th. hyemalis o Th. zygis, lo cual se traduce

en una menor produccién por hectarea de esta sustancia.
A continuacion se exponen los resultados obtenidos en la presente

Memoria, relativos tanto al contenido en aceite esencial de las plantas

recolectadas para su analisis como a la produccién por unidad de cultivo.
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A) Destilacion de las plantas individuales.

Para cumplir los requerimientos de los Estandares Internacionales
de Calidad, el contenido minimo en aceite esencial determinado en plantas
desecadas de esta especie debe alcanzar el 0,5% (5 ml/Kg de planta
seca) si el aceite se extrae de la planta intacta, y el 0,2% si procede de

tomillo molido (McGimpsey, 1993).

El aceite obtenido de estas plantas es de color amarillo palido,
semejante al de Th. zygis y, en general, los rendimientos alcanzados en

este estudio han oscilado entre 0,7 y 2,0%.

Los resultados correspondientes a las recolecciones de invierno y
primavera de 2002 se muestran en la Figura I11.3-2.

Como se puede apreciar, en ninguna de las dos recolecciones de
2002 el contenido en aceite esencial de estas plantas esta en funcion del
riego aportado a las mismas, oscilando los porcentajes determinados en
invierno entre 1,0 £ 0,09% y 1,4 £ 0,30% (correspondientes al 60% y 40%
de la ETo respectivamente), en tanto que en primavera se consiguen
porcentajes mas bajos, que se situan entre el 0,8 + 0,29%, obtenido con el
80% ETo, y el 1,1 £ 0,30% que proporciona el 40%. Es destacable que en
la segunda recoleccidon de 2002, el resultado logrado con el menor nivel de
agua es idéntico al que se consigue aportando la cantidad maxima
ensayada.

Como se viene comentando, este plantas han sido seleccionadas
para la producciéon de hoja, lo cual no impide que la variabilidad
intraespecifica, caracteristica del género Thymus, también se manifiesta
en este cultivar, por lo que los rendimientos determinados en los tomillos
que han estado recibiendo los distintos suplementos hidricos presentan
rangos de variacion relativamente amplios, impidiendo apreciar el efecto
real de tales riegos. Tampoco se distingue una tendencia clara, aunque en

ambas estaciones el promedio mas alto corresponde al 40% de la ETo.
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Thymus vulgaris (invierno 2002)
1,62

1,42 3 T

1,22 1 T
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0,82 -
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Thymus vulgaris (primavera 2002)
1,35

1,15

0,95
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Fig. 111.3-2. Rendimiento en aceite esencial, en funcion del riego, en 2002.

Estos resultados pueden resultar atipicos, ya que el rendimiento
mas elevado suele estar asociado al suplemento hidrico mas bajo. Sin
embargo, en Th. hyemalis tampoco se observa esta respuesta en el primer
ano de ensayo. La adaptacion de los tomillos a sus nuevas condiciones de

crecimiento podria ser la causa de este comportamiento, aunque, por lo
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que respecta a Th. zygis, el efecto esperado se manifiesta desde la

primera recoleccion.

Letchamo y Gosselin (1996) trabajando con tomillo comun en
Canada, analizan distintos aspectos fisiologicos y morfologicos de plantas
que crecen bajo diferentes condiciones de luz y humedad, y observan un
contenido en aceite esencial que oscila entre 1,10 y 1,35% (porcentaje
respecto al peso seco) con luz natural, correspondiendo el valor mas bajo
a plantas que se desarrollan con el mayor nivel de agua en el sustrato,
pero las diferencias entre los tres suplementos hidricos que ensayan estos

autores tampoco son significativas.

Por su parte, Omidbaigi y Rezaei Nejad (2000), determinan en su
estudio un rendimiento en aceite esencial de 0,75% cuando las plantas se

encuentran en fructificacion temprana.

Echeverrigaray et al. (2001), con semillas comerciales de Thymus
vulgaris distinta procedencia, obtienen porcentajes de esta sustancia que
oscilan entre 0,47 y 0,64%, siempre respecto al peso seco. Estos autores
mencionan que sus rendimientos son mas bajos que los presentados por
otros investigadores, atribuyendo este hecho a las condiciones de
crecimiento de los tomillos y a la constitucion genética de los cultivares,
factores que influyen tanto en el rendimiento como en la composicion

quimica de los aceites esenciales.

En la Figura Il11.3-3 quedan reflejados los porcentajes obtenidos en
la recolecciéon de 2003 del presente estudio, en la que tampoco se
detectan diferencias entre riegos, aunque en esta cosecha el mejor
resultado se vincula ya con el nivel de agua mas bajo, con un contenido en
aceite de 1,5 + 0,36%. Los tratamientos correspondientes al 40, 60 y 80%

de la ETo proporcionan resultados bastante semejantes.
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Thymus vulgaris (primavera 2003)
1,9
1,7
15 py
1,3
1,1
0,9
0,7

% AE/MS

20 40 60 80 % ETo

Fig. Ill.3-3. Rendimiento en aceite esencial, en funcion del riego, en 2003.

En 2004 (Figura 1l1l.3—4) la prueba ANOVA tampoco determina
diferencias con significaciéon estadistica entre los cuatro suplementos
hidricos. En este ultimo afio de ensayo, los valores proporcionados por el
tratamiento correspondiente al 20% de la ETo (1,6 £ 0,60%) también se
destacan ligeramente del resto, en tanto que los porcentajes mas bajos se

presentan con el 80% (1,2 £ 0,38%), tal como cabria esperar.

Con los datos expuestos, queda de manifiesto que la sintesis de
aceite esencial por parte de estos tomillos no se ve afectada
significativamente por los diferentes niveles de riego aplicados, aunque
para este cultivar de la Provenza francesa también se es posible advertir
una clara tendencia a aumentar su contenido en aceite con los aportes

hidricos mas bajos.
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Thymus vulgaris (primavera 2004)

1,8 T
1,6
1,4

% AE/MS

0,8

20 40 60 80 % ETo

Fig. lll.3—4. Rendimiento en aceite esencial, en funcion del riego, en 2004.

B) Produccion por hectérea.

La produccion, en litros por hectarea, de aceite esencial esta en
funcién de la materia seca generada con cada tratamiento de riego, asi
como de los porcentajes de dicho aceite que proporcionan las plantas
destiladas. La Tabla 1l11.3-5 muestra los resultados obtenidos con Th.

vulgaris en los tres afios de ensayo por lo se refiere a este parametro.

Respecto a las dos recolecciones de 2002, se detectan diferencias
entre riegos solo en invierno.

En dicha estacion, el mejor resultado se consigue con el aporte
hidrico mas elevado, significativamente superior a los alcanzados con el
resto de tratamientos, que no muestran diferencias entre si. Estos
resultados estan en consonancia con la produccion de materia seca
obtenida en esta recoleccion, que también es sustancialmente mejor con el
80% de la ETo.

En primavera, sin embargo, el rendimiento de aceite por hectarea

no se muestra afectado por el nivel de riego aplicado, consiguiéndose en
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esta ocasion los mejores promedios con los tratamientos hidricos
intermedios (60 y 40% ETo).

Comparando el volumen de produccién de ambas estaciones, el
resultado conseguido en invierno con el nivel de agua mas elevado supera
significativamente al de primavera, en tanto que el 60% de la ETo
proporciona en la segunda recoleccion una cantidad de aceite
sustancialmente mayor a la de invierno. Las diferencias observadas entre
las dos recoleccione al aplicar los suplementos hidricos mas bajos no

resultan significativas.

Tabla 111.3-5. Valores de produccién de aceite esencial, en funcién de la ETo.

% ETo

80 (81) 60 (63) 40 (44) 20 (30)
o | 2002(inv) | 4571104 21 264+182° | 300+1187° 20,2 +8,07°
£ | 2002 (prim) | 25,7 +344 33,3+2,88 32,6 + 5,42 26,0 + 6,09
< 2003 84,0+972% | 592+14,08° | 653+853" 51,8 +8,78 "
2004 53,7 + 11,37 59,5 + 6,91 59,0 + 3,33 41,3 + 14,21

2" valores con distinto superindice en la misma linea presentan diferencias estadisticamente
significativas, de acuerdo con el test de la Menor Diferencia Significativa de Fisher (P < 0,05).
+ Desviacion estandar.

En otros trabajos experimentales, como el desarrollado durante 13
meses por McGimpsey et al. (1994) en Nueva Zelanda con plantas de Th.
vulgaris, se consigue una produccion maxima de 22,8 L/ha de aceite

esencial, obtenida tras finalizar la floracion.

Con el cultivar de Provenza, Sotomayor (1998) alcanza 40,8 L/ha en
el tercer ano de cultivo en la parcela de Torreblanca.

Este cultivar, cuando han transcurrido tan solo siete meses desde el
establecimiento de la plantacién, genera 32 L/ha si se aporta al cultivo el
riego necesario para compensar el 60% de la ETo, (Sotomayor et al.,
2001).
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En la recoleccién de 2003, los analisis estadisticos determinan que
con el suplemento hidrico correspondiente al 80% de la ETo se consigue
un resultado significativamente mejor al que se obtiene con el resto de
tratamientos, que proporcionan cantidades equivalentes de aceite
esencial. Esto esta en consonancia con el incremento en la produccion de
materia seca observado en esta cosecha cuando se aplica el riego mas
elevado (Tabla I11.3-3).

Por lo que respecta al ultimo afio de ensayo, el rendimiento en
aceite esencial del cultivo no se muestra afectado por el nivel de agua que
reciben las plantas. Aplicando los tratamientos correspondientes al 60 y
40% de la ETo se obtienen valores muy similares, y el promedio mas bajo
corresponde al menor aporte hidrico, aunque no es significativamente
distinto de los demas. Esto se debe a que el contenido en aceite esencial
de las plantas que reciben este suplemento de agua, relativamente mayor
que el resto, compensa la menor produccion de materia seca alcanzada

respecto a suministros hidricos mas elevados.

Como ha quedado de manifiesto, estos tomillos no generan
cantidades de aceite esencial demasiado abundantes, probablemente
debido al proceso de seleccion que se ha seguido para obtener este

cultivar.

En lo que al presente estudio se refiere, al considerar la produccion
por hectarea es obvio que con los riegos mas elevados se consigue mayor
cantidad de biomasa, lo que se garantiza la materia prima necesaria para
la extraccién del aceite esencial. Teniendo esto en cuenta, el aporte
hidrico mas adecuado para asegurar un buen rendimiento en aceite
deberia ser, al menos, el correspondiente al 60% de la ETo. No obstante,
aplicar tratamientos hidricos mas bajos puede compensar la menor
produccion de fitomasa con el mayor contenido en aceite que muestran las

plantas a las que se suministra un escaso nivel de agua.
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lll. 3. 4. EFECTO DEL RIEGO SOBRE LA EVOLUCION DEL CULTIVO.

En este apartado analizaremos en detalle el efecto de las distintas
recolecciones sobre los parametros analizados previamente. Con el fin de
obtener una imagen clara de tales efectos, se representan graficamente
los datos que aparecen en las Tablas 111.3-2 a II1.3-5, y las Figuras 111.3-2
a lll.3—4. Con ello es posible apreciar la repercusion que puede tener
sobre esta especie seleccionada el hecho de aplicar un tratamiento de
riego u otro durante un tiempo prolongado, para corroborar la eleccion del
aporte hidrico mas adecuado.

Esta informacion debe interpretarse teniendo en cuenta el conjunto
de factores implicados en los resultados obtenidos, ya que las condiciones
climaticas también afectan al desarrollo de estas plantas, y tales
condiciones pueden variar, a veces de forma marcada, entre los tres afos

que comprende el ensayo.

Por otra parte, y ya que las producciones de 2003 y 2004 superan
ampliamente a las de 2002 consideradas por separado, se ha estimado
oportuno sumar las producciones por hectarea de invierno y primavera del
primer ano de ensayo, y presentar el total de la produccién anual a efectos
comparativos.

Por lo que se refiere al rendimiento en aceite esencial de las plantas
individuales, de las dos cosechas de 2002 se considera la de primavera en
lugar de la de invierno, con el fin de que la comparacion entre los tres afios

se realice contemplando unas condiciones climaticas semejantes.

Con estos datos se realiza la Figura 111.3-5, en la cual se refleja la
evolucion de la produccion en funcion del nivel de agua recibido por las

plantas.

En las gréaficas correspondientes al producto desecado (Figuras
[11.3-5a y b), se puede apreciar que los promedios de produccion de 2004

son mas bajos que los de 2002 y 2003. Esto puede ser debido a que, en
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general, los porcentajes, tanto de materia como de hoja secas
experimentan un descenso mas O menos acusado con todos los
suplementos hidricos a medida que transcurren las recolecciones, a lo que

se debe sumar el aumento progresivo en las marras contabilizadas.

Por lo que se refiere a la materia seca (Figura 111.3—5a), analizando
estadisticamente los resultados proporcionados por cada tratamiento, la
prueba ANOVA determina que el riego necesario para compensar el 60%
de la ETo es el unico que permite alcanzar resultados similares en los tres
anos.

Con el 80% de la ETo, la produccion de material desecado es
significativamente inferior en 2004 respecto a 2002 y 2003, lo que esta
relacionado, como se menciona previamente, con el descenso en el
numero de plantas viables que se aprecia en el ultimo afio de ensayo,
especialmente marcado con el tratamiento correspondiente al 80% de la
ETo. En el caso del 60%, si bien se presenta también una mortalidad mas
acusada que en 2002 y 2003, parece que tal suministro hidrico beneficia el
desarrollo de las plantas supervivientes, que pueden alcanzar un mayor
tamafo y compensar su menor numero respecto a los dos afios anteriores.

Aplicando el nivel de riego correspondiente al 40% ETo, las
diferencias se hallan entre 2003 y 2004, con un rendimiento
significativamente mejor en el primero. Finalmente, con el aporte de agua
mas bajo, la heterogeneidad se detecta entre el primer y el ultimo afo de
ensayo, lograndose una produccion anual significativamente superior en
2002.

Al estudiar la evolucién de los kilos de hoja seca obtenidos por

unidad de superficie (Figura 111.3-5b), se comprueba que las diferencias se

presentan con todos los suplementos hidricos aplicados.
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Fig. I11.3-5. Evolucién de la producciéon de materias primas durante los tres afos de
ensayo.
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Con el 80 y el 40% de la ETo, la productividad de hoja en 2004
desciende significativamente respecto a los dos afios anteriores. Si el riego
se reduce al 20%, el rendimiento alcanzado en 2002 supera
significativamente tanto al de 2004 como al de 2003. Por su parte, el
tratamiento correspondiente al 60% ETo proporciona los dos ultimos afos
del estudio resultados equiparables, aunque la produccién de 2002

continua siendo significativamente superior a la de 2004.

También es interesante analizar el efecto de las repetidas siegas
sobre la produccion de aceite esencial, a pesar de que esta sustancia no
es la materia prima mas revelante de las obtenidas de este cultivar.

En la Figura 1l11.3-5c se puede observar la respuesta de las plantas
en cuanto a su contenido en aceite esencial a medida que se suceden las
recolecciones.

Si bien los promedios alcanzados con todos los tratamientos tienden
a aumentar de un afo a otro, la prueba ANOVA sélo detecta diferencias
entre las tres cosechas en el caso del menor aporte hidrico, con el que el
rendimiento alcanzado en la primavera de 2002 es significativamente
inferior a los de 2003 y 2004, que presentan resultados similares. Con el
resto de niveles de riego, los porcentajes de aceite esencial determinados
en los tres afos de estudio son equiparables. Es conveniente recordar que
los rendimientos de 2002 recogidos en esta figura corresponden a la
segunda recoleccién anual obtenida en dicho afio, por lo que los valores

alcanzados pueden estar condicionados por este hecho.

Respecto a los litros por hectarea (Figura 111.3-5d), la produccion
que se consigue aplicando el tratamiento correspondiente al 60% de la
ETo es practicamente idéntica en los tres afos. De hecho, las diferencias
entre recolecciones aparecen solo cuando se suministra a la plantacion el
nivel de agua mas elevado, con el cual los resultados de 2003 superan
significativamente a los de 2004, en tanto que la produccién de 2002 no

difiere de las de los dos afos siguientes.
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Estas plantas estan seleccionadas en base a su riqueza foliar y, tal
como ha quedado de manifiesto, la hoja seca representa la Unica materia
prima que aportando el agua necesaria para compensar el 60% de la ETo
no consigue una produccion homogénea los tres afios de ensayo. Aun asi,
este nivel de riego parece ser el mas adecuado para optimizar la
productividad de estos tomillos, al acreditar los datos del presente ensayo
que este cultivar de Th. vulgaris necesita mas humedad para desarrollarse
que las dos especies comentadas anteriormente, resultando
contraproducente elevar el aporte de agua hasta el 80% de la ETo, habida

cuenta del incremento advertido en la mortalidad de las plantas.

Por otra parte, se podria revisar el marco de plantacion propuesto
inicialmente en este estudio (140 plantas por subparcela), dado que no
existen diferencias en cuanto a produccion en fresco entre los tres anos de
ensayo cuando se aplica el tratamiento de riego correspondiente al 60%
de la ETo. De esta forma, cabe suponer que el numero de individuos
contabilizados en 2004 con dicho aporte hidrico es adecuado para
garantizar un optimo rendimiento en masa vegetal. Tal numero se situa
aproximadamente entre 105-125 plantas, lo que supondria una densidad
media de 73.500 plantas/ha.

1. 3. 5. PERFIL CROMATOGRAFICO DEL ACEITE ESENCIAL.

A pesar del escaso rendimiento en aceite esencial de este cultivar,
la composicién quimica de esta sustancia es siempre un factor de gran
importancia, que justifica las numerosas publicaciones en las que se

analiza este aspecto.
Th. vulgaris es una especie que muestra un gran polimorfismo

quimico. Granger y Passet (1973) describen 6 quimiotipos analizando

plantas que crecen espontaneas en el sur de Francia: geraniol, linalol, a-
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terpineol, carvacrol, timol y el mixto trans-hidrato de sabineno/terpinen-4-

ol.

Delpit et al. (2002) se centran en plantas ricas en hidrato de
sabineno procedentes de Francia, que presentan la maxima cantidad de
(E)-hidrato de sabineno en la recoleccién de primavera del segundo ano
de cultivo (39,4-54,8%), en tanto que la forma cis del alcohol, menos
abundante, alcanza sus porcentajes mas altos en los tomillos recolectados

en otofio del primer afio (7,1-11,8%).

El quimiotipo fendlico es el mas habitual en esta especie (Stahl-
Biskup, 1991), presentando la mayor parte de estos individuos el timol
como componente mayoritario, en tanto que en un porcentaje inferior de la
poblacién domina el carvacrol. En este sentido, Morgan (1989), en un
trabajo sobre Th. vulgaris realizado en Nueva Zelanda, comprueba que el
quimiotipo timol es el mas frecuente en la zona de estudio, ya que aparece
en 53 de los tomillos analizados, con una cantidad relativa para este fenol
que se situa en 49,7 £ 9,7%. El carvacrol es el constituyente mas
abundante en 11 de las muestras recolectadas, con una concentraciéon de
48,8 + 8,9%.

Por su parte, las poblaciones espafiolas de tomillo comun se
caracterizan por la presencia abundante de 1,8-cineol en su aceite
esencial (Garcia Vallejo et al., 1989). En un trabajo realizado por Guillén y
Manzanos (1998), en el que se estudian por separado hojas, flores y tallos
de tomillo comun espanol procedente de Zaragoza, se especifica un
quimiotipo 1,8-cineol/linalol para estas plantas, revelandose un contenido
en hojas y flores para ambos componentes muy superior al encontrado en

los tallos:
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Contenido (mg/Kg)

Hojas Flores Tallos
1,8-Cineol 947 254 13,9
Linalol 441 525 1,8

Jordan et al. (2006) analizan la variaciébn estacional en la
composicion quimica de nuestro tomillo autéctono, detectando la mayor
concentracion relativa del éter (36,4 + 1,00%) cuando las plantas se

encuentran en estado de vegetacion.

Por lo que respecta a la presente Memoria, al utilizar un cultivar
comercial de Provenza, en todas las plantas se ha determinado un
quimiotipo timol simple, pudiendo alcanzarse en algunos individuos

concentraciones relativas por encima del 57% para este fenol.

Mirceno, (E)-cariofileno, linalol, borneol, terpinen-4-ol, éter metilico
de carvacrol, carvacrol y 6xido de cariofileno, ademas de p-cimeno y y-
terpineno, son otros componentes que también destacan por su presencia

en estos aceites.

En este capitulo dedicado a Th. vulgaris, los resultados se van a
exponer sin establecer diferencias entre los tres afios de ensayo ya que, al
tratarse de un cultivar seleccionado, es de esperar que las plantas
presenten una composicion quimica relativamente homogénea. Dado que
no se juzga necesario llevar a cabo un estudio de variabilidad, tampoco se
ha considerado preciso elevar en 2004 el numero de muestras
recolectadas respecto a 2002 y 2003, tal como se ha hecho con las dos
especies anteriores. Sin embargo, es necesario precisar que la influencia
de la variabilidad intraespecifica también es notable en algunos de los

componentes descritos en este cultivar.
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Por otra parte, se ha decidido no incluir los resultados de la
recolecciéon de invierno del primer ano de estudio, dado que el aceite
esencial muestra un menor contenido fendlico, y por lo tanto, menor
calidad, en relacion a la recoleccion de primavera, que manifiesta valores
mas acordes con los aceites obtenidos en 2003 y 2004. Esto esta en
consonancia con lo publicado por Baranauskiené et al. (2003), los cuales
refieren dos cosechas en plantas de Th. vulgaris en el mismo ano,
encontrando condiciones climatolégicas mas favorables cuando se lleva a
cabo la segunda de ellas. El aceite esencial obtenido por estos autores en
la segunda recoleccion presente un contenido sensiblemente mayor de

timol que el detectado en la primera.

lll. 3. 5. 1. Efecto del riego sobre la composicion quimica del aceite

esencial.

En Th. vulgaris se han identificado 104 componentes volatiles, los
cuales representan aproximadamente el 97,4% del total de picos
cromatograficos. Con tales componentes se confeccionan las tablas
correspondientes a las recolecciones de 2002 y 2003, en las que podemos
encontrar 30 hidrocarburos terpénicos, 24 alcoholes, 14 aldehidos, 13

cetonas, 12 ésteres, siete fenoles, tres epdxidos y un éter.

Entre estos componentes, se observa la presencia de 22 no

descritos anteriormente en esta labiada:

Hidrocarburo terpénico: verbeneno.

e Alcoholes: butanol, 1-penten-3-ol, 3-penten-2-ol.

e Aldehidos: (E)-2-butenal, pentanal, furfural, heptanal, benzaldehido,
nonanal, decanal, perialdehido.

e Cetonas: 3-hexanona, 3-heptanona, verbenona, carvona, (Z2)-

jasmona.
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e Esteres: butirato de etilo, acetato de bencilo, caprilato de etilo,
caprilato de butilo.

e Fenol: metil eugenol.

Determinados constituyentes de este grupo aparecen definidos en
el aceite esencial de otras especies del género Thymus (Nijssen et al.,
1996).

En la tabla que refleja los resultados de la cosecha de 2004 se
exponen soélo aquellos componentes cuya concentracion iguala o supera el
0,1%, ya que este mismo criterio se ha seguido en las dos especies
anteriores. Estos porcentajes se detectan en 41 de los volatiles que

integran estos aceites, que constituyen el 96,5% del total.

En general, todos los componentes manifiestan ciertas oscilaciones
en sus porcentajes, como se puede apreciar en la desviacidon estandar que

acompana al promedio obtenido en cada caso.

I1l.3.5.1. 1. Primavera 2002.

Los analisis cromatograficos efectuados a las muestras de aceite
esencial obtenidas en la primavera de 2002 se reflejan en la Tabla 111.3-6.

Tras realizar la prueba ANOVA a estos datos, unicamente se
aprecian diferencias significativas entre tratamientos en cinco
componentes, numero notablemente inferior al encontrado en Th. hyemalis
y Th. zygis en el primer afio de ensayo. Esto refleja la capacidad de

adaptacion de estas plantas, disefiadas para su crecimiento en cultivo.

El p-cimeno es el unico hidrocarburo terpénico que manifiesta
diferencias en su concentracion en funcion del riego, alcanzando con el
80% de la ETo un porcentaje significativamente superior a los otros tres

tratamientos, que proporcionan resultados homogéneos. La sintesis del
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resto de los componentes de este grupo quimico no se ve afectada por el
aporte de agua que reciben las plantas, transcurrido cerca de un afo
desde que comenzara a aplicarse el riego diferenciado.

Varios terpenos, entre los que se encuentran y-terpineno o mirceno,
con cantidades relativas importantes, muestran sus mejores promedios
con aportes hidricos bajos; en tanto que un menor numero de estos
componentes, como (E)-cariofileno, presentan su media mas elevada
cuando se aplica el riego correspondiente al 80% de la ETo. En cualquier
caso, esto son unicamente consideraciones realizadas en base a
tendencias, ya que en realidad no existen diferencias con significacion

estadistica entre tratamientos.

En ninguno de los alcoholes descritos en esta planta se detecta una
concentracion condicionada por el riego en la primavera de 2002. Los mas
abundantes entre estos constituyentes son 1-octen-3-ol, (E)-hidrato de
sabineno, linalol, borneol y terpinen-4-ol. Los porcentajes medios mas
altos de todos ellos se logran con aportes hidricos elevados (80 6 60%
ETo), aunque las diferencias con el resto de tratamientos no son
importantes. La marcada desviacion estandar que se puede observar en
algunos casos, especialmente en el borneol, denota que la variabilidad
intraespecifica advertida habitualmente en el género Thymus afecta

también a este cultivar.

En cuanto a los aldehidos, podemos apreciar diferencias en base al
suplemento hidrico en el decanal, que se detecta solo en trazas si se riega
con el nivel de agua correspondiente al 80% de la ETo, resultado

significativamente inferior al determinado con el resto de tratamientos.

Entre las cetonas, la mas abundante es el alcanfor, cuyo mejor
promedio corresponde al 40% de la ETo, aunque con una elevada
desviacién estandar. No hay en este grupo una respuesta dependiente de

los distintos suplementos hidricos en ningun caso.
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Tabla 111.3-6. Composicion porcentual del aceite esencial de Th. vulgaris, en funcion del aporte

hidrico (Primavera 2002).

% ETo
COMPONENTES l. R. 80 (81) 60 (63) 40 (44) 20 (30)
Hidrocarburos Terpénicos
Tricicleno* 931 0,01 £ 0,00 0,02 + 0,01 0,02 + 0,01 0,01 £ 0,01
a-Tujeno* 940 0,48 £+ 0,17 0,70+ 0,16 0,74 £ 0,26 0,55+ 0,29
a-Pineno 949 0,44 +0,12 0,63+0,16 0,73+0,22 0,55+ 0,20
Canfeno 969 0,39+0,17 0,39+0,16 0,54 £0,30 0,38+0,14
Verbeneno* 976 0,01 £ 0,00 0,01 £ 0,00 0,01 +£0,00 0,01 £0,00
Sabineno 1001 0,01 £ 0,00 tr 0,01 £0,00 tr
B-Pineno 1007 0,18 £0,03 0,22 £0,03 0,24 £ 0,04 0,21 £ 0,06
Mirceno 1026 1,04 £ 0,26 0,98 £0,15 1,04 £ 0,18 1,08 £ 0,35
a-Felandreno 1042 0,04 £ 0,01 0,05+0,03 0,05+ 0,01 0,05+ 0,03
As-Careno 1048 0,08 £ 0,01 0,09 £ 0,01 0,09 £ 0,01 0,08 £ 0,02
a-Terpineno 1058 0,54 +0,17 0,51 +£0,30 0,60+0,12 0,55+0,24
p-Cimeno 1068 31,77 +0,50% 2504 +342° 26,95+3,54° 24,70 +2,39
Limoneno 1073 0,55+0,04 0,52 £ 0,03 0,55+ 0,02 0,53 +£0,05
(2)-B-Ocimeno 1086 tr tr tr tr
(E)-B-Ocimeno* 1097 0,01 +£0.00 0,01 £0,00 0,01 £0,00 0,01 £ 0,01
y-Terpineno 1109 1,27 +£0,47 1,67 £1,19 1,78 £ 0,66 2,13 +£1,99
Terpinoleno + (E)-Oxido de linalol 1141 0,15+ 0,03 0,12+ 0,03 0,15+ 0,03 0,14 £ 0,02
a-Copaeno 1378 0,15+0,09 0,07 £ 0,01 0,12 £ 0,07 0,13 £ 0,06
(E)-Cariofileno 1419 2,76 £ 0,63 2,20+£0,28 1,92 +£0,43 2,33 £0,61
Calereno 1432 tr tr tr tr
Aromadendreno 1440 tr tr tr tr
a-Humuleno 1457 0,14 £ 0,04 0,10 £ 0,02 0,12+ 0,03 0,11 £ 0,02
Aloaromadendreno 1465 0,02 £ 0,01 0,01 £ 0,00 0,03 £ 0,01 0,02 £ 0,00
Elemeno* 1481 0,24 £ 0,17 0,14 £ 0,03 0,11 £ 0,02 0,15+ 0,05
B-Selineno* 1485 0,13+0,05 0,12+ 0,03 0,20+ 0,11 0,21 £0,05
Valenceno 1510 0,08 £ 0,01 0,07 £ 0,02 0,10 £ 0,03 0,10 £ 0,01
a-Muuroleno* 1516 0,06 £ 0,01 0,05 + 0,01 0,08 + 0,03 0,07 £ 0,02
y-Cadineno* 1537 0,21 +£0,05 0,18 £ 0,04 0,24 £ 0,11 0,26 £ 0,09
0-Cadineno 1553 0,32+0,03 0,27 £ 0,05 0,35+0,12 0,39+ 0,09
Alcoholes
Butanol 742 tr tr tr tr
1-Penten-3-ol 747 tr tr tr tr
3-Metil-3-buten-1-ol 766 tr 0,01 £ 0,00 0,02 +0,02 0,02 £ 0,01
3-Penten-2-ol* 784 tr tr tr tr
(2)-3-Hexen-1-ol 852 0,01 £ 0,01 0,02 £ 0,01 0,04 £ 0,02 0,02 £ 0,01
Hexanol + m-Xileno 867 0,02 £ 0,01 0,01 £ 0,00 0,02 £ 0,01 0,01 +£0,00
1-Octen-3-ol 1009 0,69+0,28 0,79+0,15 0,61 0,27 0,53 £ 0,08
3-Octanol 1031 0,11 £ 0,06 0,07 £0,03 0,06 £ 0,02 0,07 £0,03
(E)-Hidrato de sabineno 1116  0,35+0,39 0,59+0,16 0,48 + 0,38 0,45+0,14
(2)-Hidrato de sabineno* 1151 0,17 £ 0,09 0,21 £ 0,01 0,19 £ 0,05 0,19 £ 0,03
Linalol 1152 2,60+0,53 2,33+£0,87 2,51+£0,35 2,54 £ 0,47
(E)-Pinocarveol 1186 0,03+ 0,01 0,02 £ 0,00 0,03 +£0,01 0,03 £ 0,01
(2)-Verbenol 1189 0,06 + 0,03 0,05 £ 0,01 0,06 £ 0,02 0,05 £ 0,01
(E)-Verbenol* 1197 0,03+0,02 0,03 £ 0,01 0,02 £0,01 0,03 £ 0,01
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Tabla 111.3-6 (continuacion)

% ETo
COMPONENTES I. R. 80 (81) 60 (63) 40 (44) 20 (30)
Alcoholes (continuacién)
Isoborneol 1203 0,01 +0,00 0,01 £0,00 0,01 £ 0,00 0,01 £ 0,00
Borneol 1211 1,49 + 1,08 0,91 £ 0,61 0,92 + 0,59 1,24 + 0,88
Terpinen-4-ol 1220 1,14 +0,50 0,96 £ 0,15 1,09 £ 0,37 1,04 £ 0,17
p-Cimen-8-ol 1227  0,13+0,02 0,11 £ 0,01 0,15+ 0,03 0,11 £ 0,03
a-Terpineol 1231 0,20 £0,02 0,25 £ 0,01 0,28 £ 0,07 0,30 £ 0,06
Carveol 1252 0,01 +£0,00 0,03 £ 0,01 0,03+ 0,00 0,04 £ 0,00
Nerol + Citronelol 1260 0,02 £ 0,01 0,02 £ 0,01 0,01 £ 0,00 0,02 + 0,01
Geraniol + Acetato de linalilo 1281 0,21+0,13 0,14 £ 0,03 0,16 + 0,06 0,18 £ 0,09
Espatulenol 1640 0,05+0,03 0,03 £ 0,01 0,03 £ 0,01 0,03 £ 0,01
Aldehidos
(E)-2-butenal* 735 tr tr tr tr
Pentanal 754 tr tr tr tr
Hexanal + Butirato de etilo 802 tr tr tr tr
Furfural 832 tr tr tr tr
(E)-2-Hexenal 849 0,01 £ 0,00 0,01 £ 0,00 0,01 £ 0,00 0,01+ 0,00
Heptanal 904 tr tr tr tr
Benzaldehido 987 0,01 £0,00 0,01 £ 0,01 0,01 £ 0,00 0,01 £0,00
Nonanal 1157 0,02 £ 0,01 0,02 £ 0,00 0,03 £ 0,01 0,03 £ 0,01
Mirtenal + Dihidrocarvona 1235 0,13 +£0,06 0,12+ 0,02 0,13+0,02 0,11 £ 0,02
Decanal 1243 tr® 0,02+0,00° 0,02+0,00° 0,02+0,00°"
Cuminaldehido 1268 0,03 £0,02 0,01 £ 0,00 0,02 £ 0,01 0,01 £ 0,01
Neral + Carvona 1270 tr tr tr tr
Geranial + Perialdehido 1292 0,05+0,04 0,05+ 0,03 0,06 + 0,04 0,05+ 0,02
Cetonas
3-Hexanona 795 tr tr tr tr
3-Heptanona* 888 tr tr tr tr
3-Octanona 1019 0,06 + 0,06 0,04 £ 0,01 0,04 £ 0,02 0,11 +£0,10
B-Tujona 1158 0,01 £0,00 0,02 £ 0,03 0,01 £ 0,00 0,01 £0,00
Alcanfor 1193 0,36 £ 0,21 0,39 + 0,06 0,69 £ 0,39 0,25+0,15
Pinocarvona* 1208 0,03 £ 0,01 0,02 £ 0,00 0,02 £ 0,01 0,01 £0,00
Verbenona 1245 0,03 +0,03 0,02 £ 0,00 0,02 £ 0,01 0,02 £ 0,00
Timoquinona 1276 0,02 £ 0,01 0,03 £ 0,00 0,03 £ 0,02 0,02 £ 0,00
(Z2)-Jasmona 1399 0,13+0,14 0,02 £ 0,01 0,03 £ 0,01 0,07 £ 0,03
a-lonona 1428 0,07 £0,03 0,06 £+ 0,01 0,07 £ 0,02 0,09 £ 0,02
B-lonona 1497 0,03 +£0,00 0,02 £ 0,01 0,02 + 0,01 0,02 £ 0,01
Esteres
Acetato de etilo 732 tr tr tr tr
2-Metilbutirato de metilo* 791 0,10 £ 0,09 0,12 £ 0,05 0,13+0,05 0,11 £ 0,05
Acetato de bencilo 1214 0,13 10,05 0,170 £ 0,02 0,10 £ 0,03 0,12 £ 0,02
Caprilato de etilo 1239 0,02 £0,02 0,02 £ 0,00 0,02 £ 0,00 0,02 + 0,00
Acetato de bornilo 1302 0,39+0,12% 0,22+0,02° 0,26+0,04° 0,29+0,06%
Acetato de terpenilo 1353 0,04 £0,00 0,02 £ 0,00 0,02 £ 0,01 0,02 £ 0,00
Acetato de timilo* 1356 0,02 £ 0,01 0,01 +£0,00 0,02 £ 0,02 0,02 + 0,01
Acetato de nerilo 1366 tr tr tr tr
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Tabla I11.3-6 (continuacién)

% ETo
COMPONENTES l. R. 80 (81) 60 (63) 40 (44) 20 (30)
Esteres (continuacion)

Acetato de geranilo 1385 0,11+ 0,05 0,07 + 0,01 0,09+0,02 0,14 + 0,04
Caprilato de butilo 1388 0,05+ 0,03 0,04 + 0,01 0,05+0,02  0,05+0,02
Fenoles

Eter metilico de timol 1265 0,08 + 0,02 0,07 + 0,01 0,09+0,02  0,08+0,01
Eter metilico de carvacrol 1272 1,14 £ 1,08 0,86 £ 0,48 1,46 £ 0,92 0,89 £ 0,19
Timol 1308 39,42+325% 4482+438% 4924+421° 4711+3,56"
Carvacrol 1314 2,77 £+ 0,43 2,89+0,22 250+044  2,89+0,18
Eugenol 1358 0,06 + 0,03 0,07 + 0,02 0,08+0,03 0,07 +0,03
Metil eugenol 1408 0,14 + 0,21 0,03 + 0,02 0,04+0,02 0,11+ 0,04
(E)-Isoeugenol 1453 tr tr tr tr
Epéxidos

(2)-Oxido de linalol 1123 0,03 + 0,01 0,02 + 0,00 0,03 + 0,01 0,02 + 0,01
Oxido de cariofileno 1650 1,58+0,53% 1,26+0,21%® 0,91+0,10° 1,13+0,12°
Eter

1,8-Cineol 1076 0,48 + 0,09 0,64 +0,11 0,84+0,559 0,94 + 0,47

2P valores con distinto superindice en la misma linea presentan diferencias estadisticamente
significativas, de acuerdo con el test de la Menor Diferencia Significativa de Fisher (P < 0,05).

1 Desviacion estandar.

* |dentificacién tentativa.

I. R. Indices de Kovats (HP-5).

tr = trazas (< 0.01%).

El acetato de bornilo, uno de los ésteres mas destacados en el
aceite esencial de esta labiada, es otro de los componentes para los que
los analisis estadisticos efectuados detectan diferencias en base al riego.
En dicho éster, el resultado obtenido con el 80% de la ETo es
significativamente superior a los alcanzados con el 60 y 40%, aunque no
difiere del porcentaje determinado para el 20%. El resto de los integrantes
de esta categoria quimica presentan concentraciones homogéneas con
todos los tratamientos.

Respecto al contenido fendlico, es importante destacar el
comportamiento del timol, dado que se trata del constituyente mas
valorado en estas labiadas. En la recoleccion que nos ocupa, este fenol

disminuye significativamente su presencia en el aceite esencial cuando las
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plantas reciben el mayor aporte hidrico, obteniéndose con el 60, 40 y 20%
de la ETo porcentajes semejantes. La proporcién relativa de timol oscila
entre 39,4 + 3,25% (correspondiente al 80% ETo) y 49,2 + 4,21 (alcanzada
con el 40% ETo). Letchamo y Gosselin (1995) ensayan en Canada tres
niveles diferentes de riego (90, 70 y 50% de contenido en agua del
sustrato), encontrando la mayor concentracion de timol (85,5%) en las
plantas que crecen con el nivel intermedio de humedad, y bajo un régimen
de luz natural suplementada con luz artificial. Por su parte, Baranauskiené
et al. (2003), trabajando con Th. vulgaris en Lituania, refieren porcentajes
de timol que alcanzan el 58,1%, resultado que, como en nuestro caso,

corresponde a la segunda recoleccién del segundo afio de cultivo.

Por lo que se refiere a los epoxidos, el mas abundante es el 6xido
de cariofileno, cuyo porcentaje se eleva significativamente con el aporte
hidrico correspondiente al 80% de la ETo, aunque tal porcentaje no es

diferente del alcanzado con el 60%.

Finalmente, la cantidad de 1,8-cineol es equivalente con todos los
tratamientos de riego, obteniéndose el mejor promedio con el

correspondiente al 20% de la ETo.

Como se puede deducir de estos resultados, la calidad de estos
aceites, determinada por su contenido en timol, no se ve afectada con
aportes bajos de agua, resultando incluso perjudicial un suplemento

hidrico muy elevado.

. 3. 5. 1. 2. Primavera 2003.
La Tabla IIl.3—7 refleja las concentraciones relativas determinadas

para los constituyentes del aceite esencial extraido a las plantas

recolectadas el tercer ano de cultivo.
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En esta recoleccion, los analisis estadisticos detectan diferencias
significativas en base al aporte hidrico suministrado en cuatro
componentes, los cuales no coinciden en ningun caso con aquellos que

manifestaban tales diferencias en 2002.

En 2003 no hay respuesta condicionada por el riego entre los
terpenos. El p-cimeno, en esta cosecha, presenta su mejor promedio con
el nivel de agua mas elevado, al igual que en 2002, pero las diferencias
con el resto de tratamientos ya no son tan notables. A pesar de tratarse de
plantas seleccionadas, algunos componentes, como y-terpineno, muestran
una elevada desviacion estandar, lo cual complica la interpretacion del

efecto real de los distintos niveles de riego.

En cuanto a los alcoholes, que en 2002 no presentaban diferencias
en sus concentraciones al comparar los distintos tratamientos, se detectan
en 2003 dos casos en los que si se manifiestan esas diferencias. Se trata
del 3-octanol, cuyos porcentajes mejoran significativamente si la plantacion
recibe los suplementos hidricos correspondientes al 80 y 60% de la ETo; y
el (E)-verbenol, que se detecta sélo en trazas cuando el riego aplicado es
el mas bajo de los ensayados, siendo este valor significativamente inferior

al que se logra con el 60 y 40% de la ETo.

Entre los aldehidos, sin embargo, no se aprecian diferencias
significativas entre tratamientos en esta recoleccion. ElI decanal
incrementa su presencia en el aceite respecto a 2002 con el 80% de la
ETo, pasando de trazas a un promedio de 0,02%, por lo que las

diferencias detectadas en el primer afio de ensayo quedan compensadas.

Lo mismo ocurre con las cetonas, que presentan unos resultados
bastante similares a los de 2002. El alcanfor eleva sus promedios respecto
al afno anterior con todos los suplementos hidricos, salvo el
correspondiente al 80% de la ETo, pero mantiene una marcada desviacion

estandar.
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Tabla 111.3—7. Composicion porcentual del aceite esencial de Th. vulgaris, en funcion del aporte

hidrico (Primavera 2003).

% ETo

COMPONENTES l. R. 80 (81) 60 (63) 40 (44) 20 (30)
Hidrocarburos Terpénicos

Tricicleno*® 931 0,02 + 0,01 0,02 £ 0,01 0,03 £ 0,01 0,02 + 0,01
a-Tujeno* 940 0,90+0,18 0,79+0,23 0,83 £ 0,07 0,85+0,42
a-Pineno 949 0,74 £ 0,15 0,70+0,16 0,80 +0,13 0,71+0,18
Canfeno 969 0,47 £0,17 0,59 £ 0,24 0,78 £ 0,28 0,61+0,24
Verbeneno* 976 0,01 £ 0,00 0,01 £0,00 0,01 £0,00 0,01 £0,00
Sabineno 1001 tr tr 0,01 £ 0,00 0,01 £0,00
B-Pineno 1007 0,25+0,03 0,23 £ 0,05 0,25+ 0,04 0,24 £ 0,05
Mirceno 1026 1,42+0,19 1,24 + 0,36 1,40+ 0,13 1,49 £ 0,38
a-Felandreno 1042 0,10+£0,03 0,06 £ 0,02 0,170 £ 0,01 0,12 £ 0,05
As-Careno 1048 0,09 £ 0,01 0,09 £ 0,01 0,09 £ 0,00 0,09 £ 0,02
a-Terpineno 1058 0,90 £ 0,27 0,57 £ 0,26 0,74 £ 0,11 0,95 +0,39
p-Cimeno 1068 2559+3,75 23,70+3,52 21,77+3,07 20,83+4,02
Limoneno 1073 0,54 £0,02 0,51+ 0,06 0,52 £ 0,05 0,53 £ 0,03
(2)-B-Ocimeno 1086 0,01 £0,00 0,01 £0,00 0,03 £0,03 0,01 £0,00
(E)-B-Ocimeno* 1097 0,02 £ 0,01 0,02 £ 0,00 0,02 £ 0,01 0,03 £ 0,01
y-Terpineno 1109 4,97 +£2,78 1,95+ 1,27 3,64 £1,08 6,83 + 3,82
Terpinoleno + (E)-Oxido de linalol 1141 0,15+ 0,02 0,16 £ 0,03 0,14 £ 0,02 0,13+£0,04
a-Copaeno 1378 0,10+£0,05 0,08 £ 0,01 0,12 £ 0,06 0,13 £ 0,06
(E)-Cariofileno 1419 2,15%0,75 1,82+ 0,30 1,91+£0,78 2,27 £ 0,22
Calereno 1432 tr tr tr tr
Aromadendreno 1440 tr tr tr tr
a-Humuleno 1457 0,11 +£0,04 0,08 £ 0,01 0,11 £ 0,05 0,12 £ 0,03
Aloaromadendreno 1465 0,03 0,01 0,01 £ 0,00 0,03 +£0,02 0,04 £ 0,02
Elemeno* 1481 0,10+ 0,04 0,13+ 0,02 0,11 £ 0,01 0,19 £ 0,07
B-Selineno* 1485 0,13+0,08 0,17 £ 0,07 0,14 £ 0,05 0,16 £ 0,04
Valenceno 1510 0,07 £0,02 0,07 £ 0,01 0,08 £ 0,02 0,09 £ 0,02
a-Muuroleno* 1516 0,05+ 0,01 0,05 £ 0,01 0,05 £ 0,02 0,05 + 0,01
y-Cadineno* 1537 0,22+0,10 0,16 £ 0,03 0,23+0,12 0,22 +0,10
0-Cadineno 1553 0,25+ 0,06 0,24 £ 0,02 0,27 £ 0,08 0,28 £ 0,05
Alcoholes

Butanol 742 tr tr tr tr
1-Penten-3-ol 747 tr tr tr tr
3-Metil-3-buten-1-ol 766 0,01 £ 0,01 0,02 £ 0,01 0,02 £ 0,01 0,02 £ 0,01
3-Penten-2-ol* 784 tr tr tr tr
(2)-3-Hexen-1-ol 852 0,02 £ 0,01 0,02 £ 0,01 0,03 £ 0,01 0,02 £ 0,01
Hexanol + m-Xileno 867 0,02 £ 0,01 0,01 £0,01 0,02 £ 0,01 0,01 £ 0,01
1-Octen-3-ol 1009 0,85+0,32 1,05+ 0,40 0,63 +0,31 0,45+ 0,05
3-Octanol 1031 0,08+0,01% 0,09+0,04% 0,05+0,02° 0,04+0,02°
(E)-Hidrato de sabineno 1116 0,84 £0,20 0,73 10,04 0,82 +0,11 0,97 £ 0,28
(2)-Hidrato de sabineno*® 1151 0,17 £ 0,04 0,17 £ 0,03 0,17 £ 0,02 0,17 £ 0,04
Linalol 1152 2,54 £0,37 2,53+1,29 2,13 10,21 2,21 +£0,50
(E)-Pinocarveol 1186 0,02 £ 0,00 0,03 £ 0,01 0,03 £ 0,01 0,02 £ 0,00
(2)-Verbenol 1189 0,03 £0,01 0,06 £ 0,04 0,03 £ 0,01 0,03 £ 0,02
(E)-Verbenol* 1197 0,02+0,01® 0,03+0,01* 0,04+0,01° tr®
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Tabla I11.3-7 (continuacién)

% ETo
COMPONENTES l. R. 80 (81) 60 (63) 40 (44) 20 (30)
Alcoholes (continuacion)
Isoborneol 1203 0,01 +£0,00 0,01 £0,00 0,01 £ 0,00 0,01 £ 0,00
Borneol 1211 1,06 £ 0,62 1,16 £ 0,69 1,41 £ 0,97 1,87 £ 1,95
Terpinen-4-ol 1220 0,64 £0,15 0,79+0,17 0,61 +£0,05 0,54 +0,15
p-Cimen-8-ol 1227 0,13 +0,03 0,17 £ 0,06 0,13 +0,03 0,09 + 0,06
a-Terpineol 1231 0,26 £ 0,07 0,22 £ 0,04 0,24 £ 0,05 0,23 £ 0,07
Carveol 1252 0,02 £ 0,01 0,02 £ 0,01 0,02 + 0,01 0,02 £ 0,00
Nerol + Citronelol 1260 0,01 +£0,00 0,01 £ 0,00 0,01 +£0,00 0,01 £0,00
Geraniol + Acetato de linalilo 1281 0,12+ 0,04 0,12+ 0,05 0,14 £ 0,05 0,15+ 0,07
Espatulenol 1640 0,04 £ 0,04 0,03 £ 0,01 0,04 £ 0,03 0,02 £ 0,02
Aldehidos
(E)-2-butenal* 735 tr tr tr tr
Pentanal 754 tr tr tr tr
Hexanal + Butirato de etilo 802 tr tr tr tr
Furfural 832 tr tr tr tr
(E)-2-Hexenal 849 0,01 £ 0,01 0,01 £0,01 0,02 £ 0,01 0,01 £0,00
Heptanal 904 tr tr tr tr
Benzaldehido 987 0,01 +£0,00 0,01 £ 0,01 0,01 +£0,00 tr
Nonanal 1157 0,03 +£0,01 0,03 £ 0,01 0,03 £ 0,01 0,03 £ 0,01
Mirtenal + Dihidrocarvona 1235 0,11 £ 0,03 0,13+ 0,05 0,12 £ 0,01 0,07 £ 0,06
Decanal 1243 0,02 + 0,01 0,02 £ 0,01 0,02 + 0,01 0,01 £0,00
Cuminaldehido 1268 0,02 £ 0,01 0,03 £ 0,02 0,02 £ 0,01 0,04 £ 0,00
Neral + Carvona 1270 tr tr tr tr
Geranial + Perialdehido 1292 0,04 + 0,01 0,05 £+ 0,01 0,04 + 0,01 0,04 + 0,01
Cetonas
3-Hexanona 795 tr tr tr tr
3-Heptanona* 888 tr tr tr tr
3-Octanona 1019 0,06 + 0,02 0,04 £ 0,02 0,04 + 0,03 0,04 + 0,04
B-Tujona 1158 0,01 +£0,00 0,02 + 0,02 0,02 £ 0,01 0,01 £ 0,01
Alcanfor 1193 0,23 +0,23 0,68 + 0,56 0,86 + 0,69 0,34 £ 0,28
Pinocarvona* 1208 0,03+ 0,00 0,02 £ 0,01 0,02 + 0,01 0,02 + 0,01
Verbenona 1245 0,02 £ 0,00 0,02 £ 0,01 0,02 £ 0,00 0,01 £0,00
Timoquinona 1276 0,01 £ 0,01 0,04 £ 0,02 0,03 £ 0,01 0,03 £ 0,02
(2)-Jasmona 1399 0,02 £ 0,01 0,01 £ 0,01 0,01 +£0,00 0,02 + 0,01
a-lonona 1428 0,04 £ 0,02 0,05+ 0,02 0,05 £ 0,01 0,06 + 0,02
B-lonona 1497 0,02 + 0,00 0,02 £ 0,01 0,02 £ 0,00 0,02 £ 0,00
Esteres
Acetato de etilo 732 tr tr tr tr
2-Metilbutirato de metilo* 791 0,20+ 0,10 0,17 £ 0,06 0,13+0,01 0,11+ 0,08
Acetato de bencilo 1214 0,13+0,02® 0,41+0,01*® 0,09+0,03° 0,13+0,01°
Caprilato de etilo 1239 0,03 £ 0,02 0,02 £ 0,00 0,02 + 0,00 0,01 £0,00
Acetato de bornilo 1302 0,27 £ 0,10 0,28 + 0,05 0,26 £ 0,05 0,28 £ 0,05
Acetato de terpenilo 1353 0,01 £ 0,01 0,01 £0,00 0,01 £ 0,01 0,01 £ 0,01
Acetato de timilo* 1356 0,03 £ 0,02 0,04 £ 0,03 0,02 + 0,00 0,03 +£0,03
Acetato de nerilo 1366 tr tr tr tr
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Tabla I11.3-7 (continuacién)

% ETo
COMPONENTES I. R. 80 (81) 60 (63) 40 (44) 20 (30)
Esteres (continuacion)
Acetato de geranilo 1385 0,05+0,02 0,06 £ 0,02 0,05 + 0,01 0,08 + 0,03
Caprilato de butilo 1388 0,03 +0,01 0,05+ 0,01 0,03 +£0,02 0,02 £ 0,01
Fenoles
Eter metilico de timol 1265 0,06+0,01% 0,07+0,01* 0,09+0,02° 0,07+0,02%
Eter metilico de carvacrol 1272 0,82+0,70 1,28 £ 0,43 1,41 £ 0,61 0,84 £ 0,44
Timol 1308 44,24+5,09 49,03+2,84 49,20+5,38 46,74 £ 2,93
Carvacrol 1314 2,57 +£0,34 2,84 +0,40 2,36 + 0,38 2,58 +0,48
Eugenol 1358 0,04 £0,02 0,04 + 0,01 0,02 + 0,01 0,02 £ 0,01
Metil eugenol 1408 0,01 0,01 0,01 £ 0,00 0,01 £0,01 tr
(E)-Isoeugenol 1453 tr tr 0,02 + 0,02 tr
Epoéxidos
(2)-Oxido de linalol 1123 0,03 £ 0,01 0,04 £ 0,02 0,03 £ 0,01 0,03 £ 0,02
Oxido de cariofileno 1650 0,98 +0,42 1,24 £ 0,47 0,81+0,14 0,93+0,37
Eter
1,8-Cineol 1076 0,91 +0,55 0,40+0,42 0,74 £ 0,46 0,81 0,51

2P valores con distinto superindice en la misma linea presentan diferencias estadisticamente
significativas, de acuerdo con el test de la Menor Diferencia Significativa de Fisher (P < 0,05).

+ Desviacion estandar.
* Ideptificacic')n tentativa.
I. R. Indices de Kovats (HP-5).

tr = trazas (< 0.01%).

Otro de estos compuestos,

evolucion contraria,

la (Z)-jasmona, experimenta una

disminuyendo sus porcentajes medios en la

recoleccion de 2003 con todos los niveles de agua.

Con relacién a los ésteres, en esta cosecha se ve afectada por el
riego la sintesis de acetato de bencilo, resultando el 40% de la ETo el
tratamiento significativamente menos favorable. Como se puede observar,
los resultados que se derivan de la aplicacion de los suplementos hidricos
extremos (80 y 20% ETo) son muy similares. Por su parte, el acetato de
bornilo no modifica sus porcentajes en base al riego, como sucede en
2002. Dicho éster presenta unas cantidades relativas bastante uniformes

en la primavera de 2003.
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Algo parecido ocurre con el timol, cuyas proporciones oscilan entre
la obtenida con el 80% de la ETo (44,2 £ 5,09%), y la correspondiente al
40% (49,2 + 5,38%). Como se puede apreciar, tales cantidades no difieren
excesivamente, lo que indica que se ha atenuado el efecto del riego que
provocaba las diferencias observadas en 2002 con este fenol. Sin
embargo, tales diferencias se observan en 2003 con el éter metilico de
timol, que mejora significativamente su concentracion con el 40% de la
ETo, obteniéndose valores equiparables con los otros tres tratamientos

hidricos.

Respecto a los epdxidos, no hay respuesta dependiente del riego
en 2003, como tampoco la hay con el 1,8-cineol, que muestra también una

considerable desviacion estandar.

En este segundo afo de ensayo, por lo observado con el timol, es
indiferente regar con mas o menos agua para garantizar la calidad del

aceite esencial.

lll. 3. 5. 1. 3. Primavera 2004.

Con Th. vulgaris, como se ha venido mencionando, en 2004 se
analiza el mismo numero de plantas que en los dos afios anteriores (48 en
total, 12 por tratamiento). En el caso de este cultivar, la finalidad de la
recoleccion de 2004 es realizar un seguimiento de la respuesta de las

plantas ante un nuevo ciclo de desarrollo.

En la Tabla I11.3—-8 se presentan los resultados de esos analisis para

los 41 componentes incluidos en la misma.
Son 18 los hidrocarburos terpénicos cuya concentraciéon supera o

iguala el 0,1%, de los cuales sdlo uno, el elemeno, presenta diferencias en

funcién del riego en el ultimo ano de ensayo. Este componente alcanza
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con el tratamiento correspondiente al 20% de la ETo un porcentaje
significativamente superior a los conseguidos con el 80, 60 y 40%, iguales
entre si. Sus cantidades relativas, en general, se reducen respecto a las
de 2002 y 2003.

Dentro de este grupo quimico destacan por su presencia en el
aceite esencial analizado en 2004 componentes como a-tujeno, mirceno,
a-terpineno, p-cimeno, y-terpineno y (E)-cariofileno. ElI contenido en p-
cimeno disminuye de un ano a otro con todos los tratamientos, en tanto
que con y-terpineno, su precursor en la ruta que conduce a la sintesis de
timol y carvacrol, ocurre lo contrario.

En los tres afios de ensayo, la produccion de terpenos no se ha
visto afectada en exceso por el riego, ya que tan solo uno de estos
componentes muestra una respuesta condicionada por el mismo en 2002

(p-cimeno), en tanto que ninguno de ellos presenta tal respuesta en 2003.

Sélo en un alcohol, el (E)-hidrato de sabineno, la prueba ANOVA
determina la existencia de diferencias entre tratamientos en 2004 vy, tras
aplicar el test de Fisher, comprobamos que regar con el menor suplemento
hidrico eleva significativamente el porcentaje alcanzado respecto al 60 y
40% de la ETo. Dicho componente es uno de los alcoholes mas
abundantes, y en general los promedios obtenidos este afio se
incrementan respecto a los dos afos precedentes, especialmente si se
comparan con los de 2002. Los dos integrantes mas importantes de este
grupo quimico, linalol y borneol, no se han visto afectados por el riego en
ninguna recoleccion, y sus porcentajes no varian demasiado de una

recoleccioén a otra.

Mirtenal, que eluye junto a dihidrocarvona, y alcanfor son los unicos
representantes de aldehidos y cetonas considerados en 2004. En ninguno
de ellos se aprecian diferencias con significacion estadistica en base al
tratamiento hidrico aplicado en este afo, como tampoco las hay en 2002 ni
2003. El alcanfor se caracteriza por la elevada desviacion estandar que lo

acompana en todos casi los casos.
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Tabla 111.3-8. Composicion porcentual del aceite esencial de Th. vulgaris, en funcion del aporte

hidrico (Primavera 2004).

% ETo
COMPONENTES I. R. 80 (81) 60 (63) 40 (44) 20 (30)
Hidrocarburos Terpénicos
a-Tujeno* 940 0,59 + 0,31 0,84 +0,47 0,92 + 0,01 0,54 + 0,46
a-Pineno 949 0,43 +£0,22 0,63 +0,37 0,75+ 0,04 0,36 + 0,30
Canfeno 969 0,35+0,22 0,61+0,43 0,76 + 0,26 0,24 £ 0,15
B-Pineno 1007 0,17 £ 0,06 0,20 + 0,08 0,21 £ 0,03 0,16 £ 0,08
Mirceno 1026 1,23+0,42 1,22 £ 0,40 1,45 £ 0,05 1,27 £ 0,44
a-Felandreno 1042 0,12+0,05 0,10 £ 0,04 0,14 £ 0,01 0,14 £ 0,05
a-Terpineno 1058 0,91 +0,41 0,68 + 0,33 0,92+0,14 1,05 £ 0,39
p-Cimeno 1068 16,90+3,20 19,13+4,28 1532+1,37 13,70+2,03
Limoneno 1073 0,44 +£0,10 0,46 + 0,06 0,48 £ 0,03 0,42 £ 0,07
y-Terpineno 1109 7,78 +£5,05 4,03 £2,59 6,29 + 2,30 10,00 + 3,63
Terpinoleno + (E)-Oxido de linalol 1141 0,12+ 0,02 0,14 £ 0,02 0,12 £ 0,01 0,10 £ 0,02
(E)-Cariofileno 1419 2,84 +1,20 2,02 +0,27 1,84 £ 0,58 3,51+£0,92
a-Humuleno 1457 0,16 £ 0,06 0,09 + 0,02 0,11 £ 0,04 0,18 £ 0,04
Elemeno* 1481 0,10+0,03* 0,09+0,03* 0,09+0,02* 0,17 +0,03°
B-Selineno* 1485 0,12+0,07 0,09 + 0,01 0,11 £ 0,02 0,14 £ 0,03
Valenceno 1510 0,08 £0,03 0,08 + 0,02 0,07 £ 0,02 0,10 £ 0,01
y-Cadineno* 1537 0,18+ 0,06 0,13+ 0,02 0,17 £ 0,11 0,29+ 0,17
0-Cadineno 1553 0,22 +£0,07 0,20 £ 0,03 0,21 £ 0,04 0,27 £ 0,02
Alcoholes
1-Octen-3-ol 1009 0,65+0,19 0,77 £0,40 0,43+0,14 0,41 +0,10
(E)-Hidrato de sabineno 1116 0,95+0,14* 0,76+0,21™ 067+0,15° 1,07+0,15°
(2)-Hidrato de sabineno’ 1151 0,131 0,04 0,12+ 0,04 0,08 £ 0,02 0,13 £ 0,06
Linalol 1152 2,37 +£0,35 2,36 + 1,20 2,12 £ 0,53 2,09 £ 0,50
Borneol 1211 1,25+ 0,64 1,38 £ 0,60 1,34 £ 0,92 1,02 £ 0,61
Terpinen-4-ol 1220 0,54 £ 0,09 0,70+0,12 0,61+ 0,06 0,50 0,15
p-Cimen-8-ol 1227 0,09 £ 0,04 0,12+ 0,05 0,09 + 0,01 0,09 + 0,09
a-Terpineol 1231  0,25+0,05 0,19+ 0,04 0,21 + 0,06 0,23+0,13
Geraniol + Acetato de linalilo 1281 0,08 £ 0,02 0,08 £ 0,02 0,08 £ 0,07 0,11 £ 0,08
Aldehidos
Mirtenal + Dihidrocarvona 1235 0,11 +£0,04 0,12+ 0,04 0,09 £ 0,01 0,09 £ 0,04
Cetonas
Alcanfor 1193 0,25+0,22 0,55 + 0,55 0,87 + 0,71 0,27 + 0,25
Esteres
2-Metilbutirato de metilo* 791 0,09 £ 0,04 0,15+ 0,06 0,11 £ 0,02 0,09 £ 0,07
Acetato de bencilo 1214 0,12+0,02* 0,10+0,02* 0,06+0,01° 0,12+0,032
Acetato de bornilo 1302 0,21 +0,09 0,16 + 0,04 0,16 £ 0,02 0,15+ 0,04
Fenoles
Eter metilico de timol 1265 0.06 £0.01 0.07 £0.02 0.08 + 0.01 0.08 £ 0.04
Eter metilico de carvacrol 1272 0,92+0,45® 1,64+0,74% 1,42+0,53% 0,50+0,42°
Timol 1308 50,90+5,82 5249+554 5531+289 52,04+270
Carvacrol 1314 2,62+0,52 2,35+0,19 2,12+0,48 2,60 £0,47
Epéxidos
Oxido de cariofileno 1650 1,05+0,76 1,03+ 0,39 0,57 £ 0,17 0,82 + 0,56
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Tabla 111.3-8 (continuacién)

% ETo
COMPONENTES I R. 80 (81) 60 (63) 40 (44) 20 (30)
Eter
1,8-Cineol 1076 0,70 £ 0,39 0,35+0,34 0,42 £ 0,37 0,99 £+ 0,96

ab< valores con distinto superindice en la misma linea presentan diferencias estadisticamente

significativas, de acuerdo con el test de la Menor Diferencia Significativa de Fisher (P < 0,05).
+ Desviacion estandar.

* ldentificacion tentativa.

I. R. Indices de Kovats (HP-5).

Entre los ésteres, encontramos que el acetato de bencilo presenta
en el ultimo ano de estudio un porcentaje significativamente inferior con el
tratamiento correspondiente al 40% de la ETo, en tanto que 80, 60 y 20%
resultan ser igualmente efectivos para la sintesis de este componente.
Dicho éster también muestra diferencias en funcion del aporte hidrico en
2003, con una tendencia similar a la de 2004. Por lo que respecta al mas
abundante de estos constituyentes, el acetato de bornilo, sus proporciones
relativas descienden respecto a las de 2002 y 2003, siendo este descenso
menos acusado con el 80% de la ETo.

El comportamiento frente al riego de los ésteres parece mostrar una
cierta pauta ya que, en los casos en los que existen diferencias entre
tratamientos, el resultado es mejor con los aportes hidricos extremos (80 y
20% de la ETo), lo que podria implicar una activacion de la sintesis de
estos componentes como respuesta al estrés hidrico, por exceso o por
defecto. No obstante, considerando que la concentracion de la mayor parte
de estos constituyentes del aceite esencial no se ve afectada por el riego,
ademas de que la variabilidad quimica que muestran estas plantas puede
estar interfiriendo en los valores obtenidos con los mismos, esta tendencia

debe ser contrastada con nuevos analisis.
De los cuatro fenoles incluidos en la tabla anterior, Unicamente con

el éter metilico de carvacrol se aprecia una conducta condicionada por la

cantidad de agua aplicada, determinandose que regar con el menor
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suplemento hidrico proporciona una concentracion relativa de este
componente significativamente inferior a las que se obtienen con el 60 y
40% de la ETo. Con el 20%, este fenol reduce su presencia en el aceite
esencial respecto a 2002 y 2003.

El timol, por su parte, alcanza en 2004 el mejor promedio con el
40% de la ETo, pero no hay diferencias entre los cuatro niveles de
humedad en lo que respecta a la sintesis de este componente, como ya
ocurriera en 2003.

Dada la importancia de este fenol, y a pesar de que no se ha
llevado a cabo un estudio de variabilidad con este cultivar, se ha realizado
un examen de su contenido entre las distintas plantas analizadas, el cual

aparece reflejado en la Figura 111.3—6.

Thymus vulgaris (2004)
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Fig. Il1.3—6. Distribucion de las plantas segun su contenido en timol.

Se puede advertir que, el promedio mas bajo, representado por una
linea roja discontinua, corresponde al 80% de la ETo. Sin embargo, con
este tratamiento, el 50% de las plantas presentan una concentracion

relativa de timol igual o inferior a 53,8%. Este valor de la mediana es muy
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similar al que se obtiene con el 60%, y soélo ligeramente superior del que
se deriva de aplicar el menor suplemento hidrico (53,4%). Por lo que
respecta al 40% ETo, la mediana (54,6%) esta por encima de lo observado
en el resto de tratamientos. Esto indica que entre las plantas que han
estado recibiendo el agua necesaria para compensar el 40% de la ETo, se
detectan porcentajes de timol que pueden superar el 55% en un numero
superior al que podemos encontrar en las parcelas regadas con el 80, 60 6
20%, aunque la diferencia no resulte ser significativa.

El carvacrol, componente que también destaca por su importancia,
no presenta una respuesta condicionada por el riego en ninguna

recoleccion.

Finalmente, sefalar que en 2004 ni los epdxidos mas abundantes
en esta labiada, ni el unico éter identificado, se muestran afectados por el

suplemento hidrico aplicado.

De todo lo expuesto se deduce que no es necesario procurar
niveles elevados de agua a este cultivar para garantizar la calidad de su
aceite esencial, llegando incluso a mejorar el contenido en timol con
aportes hidricos relativamente bajos. No obstante, considerando que estas
plantas han sido seleccionadas en base a su produccion de biomasa, lo
que justifica el escaso rendimiento en aceite que se obtiene a partir de las
mismas, no parece oportuno reducir el aporte hidrico hasta valores
inferiores a los necesarios para compensar el 60% de la ETo, ya tal
reduccion podria afectar a la generacion de material vegetal.

Por otra parte, al tratarse de plantas generadas para su desarrollo
en cultivo, no se manifiesta en ellas el proceso de adaptacion que se
observa en Th. hyemalis y Th. zygis en 2003 y 2004 respecto a 2002, que
presentan un numero sensiblemente inferior de componentes afectados
por el riego en los dos ultimos afios de ensayo. En el caso de Th. vulgaris,
tan solo un escaso numero de constituyentes volatiles responde
aumentando o disminuyendo significativamente su concentracién relativa

ante los distintos suministros de agua en cualquiera de las recolecciones
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estudiadas. Es un hecho que una adecuada seleccion puede proporcionar
individuos que toleran bien distintas condiciones de crecimiento, lo cual

contribuye a asegurar el éxito del cultivo.

Como punto final, nos detendremos en analizar si el transcurso de
las recolecciones influye en la sintesis de los principales componentes del
aceite esencial de estas plantas, al igual que se ha hecho con las dos
especies anteriores.

Para ello, se representan graficamente los porcentajes
correspondientes a timol y carvacrol que aparecen reflejados en las Tablas
11.3-6 a 1ll.3—8, con el fin de examinar el comportamiento de tales
componentes en los tres afios de estudio con cada uno de los aportes
hidricos suministrados. Los resultados de este analisis conjunto aparecen

en la Figura I11.3—-7.
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Fig. Ill.3—7. Evolucién de la sintesis de compuestos fendlicos.
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El contenido en timol (Figura 1ll.3—7a), en general, tiende a
aumentar con el transcurso de las recolecciones, lo cual es importante
considerando que se trata del componente mas valioso de estos aceites.
Analizando estadisticamente este hecho, comprobamos que las
diferencias entre los tres afos solo son sustanciales si el nivel de agua
suministrado es el necesario para compensar el 80% de la ETo. Con dicho
riego, los porcentajes de timol determinados en 2004 superan
significativamente a los de 2002, no apreciandose diferencias entre estas

dos cosechas y la de 2003.

Por ultimo, el carvacrol (Figura 111.3—7b), unicamente muestra
diferencias entre las tres cosechas si el aporte hidrico administrado
corresponde al 60% de la ETo. Con esta cantidad de agua, las
recolecciones de 2002 y 2003 proporcionan concentraciones del fenol que
superan significativamente a las de 2004. La aplicacion de los otros
tratamientos conduce a resultados homogéneos al comparar todas las

siegas.
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PRIMERA. Thymus hyemalis y Th. zygis subsp. gracilis no requieren para
su adecuado desarrollo una excesiva cantidad de agua, debiéndose
sefalar ademas que un riego abundante puede acabar originando un
descenso en la productividad de estos tomillos, al incrementar su

mortalidad. Tal incremento es menos acusado en Th. vulgaris.

SEGUNDA. La baja tasa de mortalidad detectada en el cultivar empleado
como referencia agrondémica confirma la necesidad de llevar a cabo una
seleccién de las especies autéctonas en base a su resistencia a las
siegas, asi como a su produccién de fitomasa y al rendimiento y calidad

de su aceite esencial.

TERCERA. Partiendo de plantas seleccionadas, es factible aumentar el
marco de plantacion, reduciendo la densidad poblacional propuesta
inicialmente en este ensayo. Los tomillos cultivados en estas condiciones
podrian alcanzar mayor tamafo, por lo que no se originarian mermas en

la produccién.

CUARTA. Se ha comprobado que el porcentaje de aceite esencial
respecto al peso seco, calculado tras la destilacibn de las plantas

individuales, mejora sustancialmente con aportes hidricos bajos.

QUINTA. Respecto a la composicion quimica de tales aceites, destaca la
notable variabilidad intraespecifica detectada en estas labiadas. El
proceso de sintesis de los constituyentes de los aceites esenciales se
traduce en porcentajes de los mismos que oscilan en margenes mas o
menos amplios.

Si se modifica el medio en el que crecen, las plantas responden
aumentando o disminuyendo la produccibn de algunos de sus
componentes volatiles. No obstante, transcurrido un tiempo, se impone la
predeterminacion genética, mostrando los tomillos una importante
capacidad de adaptacion que conduce a la recuperacion de los niveles de

sintesis habituales en cada especie.
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SEXTA. En la recolecciéon de invierno de Th. hyemalis, suministrar a la
plantacion el riego necesario para compensar el 20% de la ETo es
suficiente para obtener una excelente produccion de biomasa, y un aceite
esencial provechoso en cuanto a rendimiento y calidad, ya que a medida
que transcurren las recolecciones, la sintesis de timol y carvacrol se ve

favorecida con suministros de agua escasos.

SEPTIMA. En la segunda recoleccion anual de esta especie, la
correspondiente a primavera, mantener el riego equivalente al 40% de la
ETo seria lo mas conveniente, con el fin de facilitar el rebrote y la
consecucion de una buena cosecha, tanto en cantidad de fitomasa como,

transcurrido un tiempo, en calidad del aceite esencial.

OCTAVA. Respecto a Th. zygis subsp. gracilis, en lo que se refiere a la
produccion de material en fresco, esta labiada manifiesta un
comportamiento en cultivo que implica unos mayores requerimientos
hidricos durante el primer afio de explotacion, aunque tales
requerimientos se reducen si consideramos el rendimiento en material
desecado, mas importante a nivel comercial. Un riego equivalente al 40%
de la ETo es suficiente para asegurar una Optima cosecha en todos los
ambitos, incluida la calidad de su aceite esencial, que queda garantizada
con suplementos hidricos reducidos. La aplicacion de niveles de agua
elevados no mejora las concentraciones relativas que alcanzan los

componentes mas relevantes de dichos aceites.

NOVENA. El riego mas indicado para el cultivar de Th. vulgaris
ensayado es el necesario para compensar el 60% de la ETo, ya que dicho
aporte hidrico mejora la producciéon por hectarea de las diferentes
materias primas sin provocar un incremento excesivo de la mortalidad de
las plantas. A pesar de que estas labiadas tampoco precisan grandes
cantidades de agua para asegurar la calidad de su aceite esencial, el 60%

de la ETo parece ser también un nivel de humedad adecuado en este

332



Conclusiones

aspecto, al proporcionar desde el primer afio de ensayo porcentajes de
timol equiparables con los obtenidos en afios posteriores.

DECIMA. Las condiciones medioambientales de la Regiéon de Murcia son
adecuadas para desarrollar con éxito el cultivo de distintas especies del
género Thymus, especialmente tomillos autéctonos como Th. hyemalis o
Th. zygis subsp. gracilis. Su excelente adaptacion a suplementos hidricos
minimos favorece la implantacion de ambos como alternativa a los
cultivos tradicionales en nuestra Regién, cuyas condiciones semiaridas
aconsejan el desarrollo de plantaciones que no conlleven un excesivo
consumo de agua. Por esta misma razon, el cultivo de Th. vulgaris
comercial de Provenza no es lo mas conveniente en esta zona, habida
cuenta de que los tomillos autdctonos se desarrollan satisfactoriamente

con niveles bajos de humedad.
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El género Thymus, con numerosas especies espontaneas en la
Region de Murcia, representa una fuente natural de materias primas,
especialmente hoja seca y aceite esencial, con propiedades confirmadas
a través de multiples publicaciones. Destaca en este sentido la capacidad
como agente antibacteriano y antioxidante del aceite extraido de estas

plantas, cuya eficacia esta en funcion de su composicion quimica.

La demanda cada vez mayor de sustancias naturales por parte de
la sociedad justifica la necesidad de ofrecer productos de calidad
contrastada, que solo es posible garantizar si tales productos provienen
de plantas desarrolladas en parcelas controladas, en contraste con los
tomillos recolectados en el monte, practica tradicionalmente empleada

para obtener estos arbustos.

Con el objeto de promover el establecimiento de cultivos basados
en el aprovechamiento de tomillos, se lleva a cabo un estudio que
pretende determinar los requerimientos hidricos mas convenientes para el
optimo desarrollo de plantaciones de tres especies de este género
(Thymus hyemalis Lange, Thymus zygis Loefl. ex L. y Thymus vulgaris L.),

en el cual se fundamenta esta Tesis Doctoral.
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Los resultados obtenidos indican que dos de las especies
ensayadas, Th. hyemalis y Th. zygis, autéctonas de nuestra zona, ofrecen
un rendimiento en fitomasa y aceite esencial excelente con un escaso
nivel de riego, en tanto que el cultivar empleado de Th. vulgaris, de origen
comercial, precisa para su adecuado crecimiento un aporte de agua mas

elevado.

Respecto al perfil volati de estos aceites, los analisis
cromatograficos efectuados constatan la existencia de una acusada
variabilidad intraespecifica en este género, con considerables
fluctuaciones en la composicion cuantitativa de su aceite esencial.

De las tres especies analizadas, Th. hyemalis o tomillo de invierno
ha resultado ser la mas compleja quimicamente, presentando un
porcentaje mayoritario de las plantas estudiadas un quimiotipo timol
simple, pero determinandose también quimiotipos diferentes en un
namero importante de individuos. Por su parte, en Th. zygis y Th. vulgaris
aparece el timol como constituyente mas abundante en todos las casos.

Actualmente, este fenol es el componente mas apreciado por parte
de las industrias relacionadas con la explotacion de plantas aromaticas,
pudiéndose observar que su sintesis se ve favorecida por suplementos

hidricos bajos.

Todo lo expuesto pone de manifiesto que el cultivo de
especies espontaneas de tomillo en la Region de Murcia puede ser una
alternativa a los cultivos tradicionales, dada la escasez de agua de esta
zona y el éptimo rendimiento que ofrecen estas plantas aportandoles un

minimo riego.
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In the Region of Murcia, the genus Thymus, with a great diversity of
spontaneous species, represents a natural source of raw materials,
especially both dry leaf and essential oil, with properties that have been
confirmed through several publications. It stands out the capability as
antibacterial and antioxidant agent of thyme essential oil, whose

effectiveness has been related to with its chemical composition.

The increasing demand for natural substances by society justifies
the need to provide tested quality products, which can only be guaranteed
if these products come from plants developed in controlled crops, in
contrast to the thymes collected in mountain, the practice which is

traditionally used to get these shrubs.

To promote the establishment of crops based on the use of thyme,
a study that aims determining the most suitable water requirements for the
optimum development of plantations derived from three species of this
genus (Thymus hyemalis Lange, Thymus zygis Loefl. ex L. and Thymus

vulgaris L.) is carried out, in which it is found this Doctoral Thesis.
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The results indicate that two of the species tested, Th. hyemalis and
Th. zygis, native to our area, offer an excellent yield in both phytomass
and essential oil with a low level of watering, while the cultivar of Th.
vulgaris used, which have a commercial origin, needs for its optimal

growth a higher water supply.

Regarding the volatile profile of these oils, chromatographic
analyses carried out confirm the existence of a marked intraspecific
variability in this genus, with considerable fluctuations in the quantitative
composition of its essential oil.

Within the three species under research, Th. hyemalis, also known
as winter thyme, has proved to be the most chemically complex, showing
the majority of the plants studied thymol chemotype, but different
chemotypes were also determined in a significant number of individuals.
Furthermore, in both Th. zygis and Th. vulgaris thymol appears as most
abundant constituent in all cases.

Currently, this phenol is the most appreciated component by the
industries related to the exploitation of aromatic plants, being able to see

that their synthesis is favoured by low water supplements.

All of this shows that the cultivation of spontaneous species of
thyme in the region of Murcia can be an alternative to traditional crops
because of the shortage of water in this area, and the optimal yield offered

by these plants by providing them a minimum irrigation.
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