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|.- Introduccion







Introduccion

.1.- ASPECTOS GENERALES DEL METABOLISMO SECUNDARIO EN
PLANTAS.

Los metabolitos primarios son compuestos esenciales para la vida como
intermediarios de las rutas bioquimicas, compuestos estructurales de membranas, pigmentos
captadores de luz, etc. Ademas, son identificados en todos los organismos y difieren poco
estructuralmente entre unos organismos y otros, presentando funciones universales de tipo

enzimatico, estructural y de transmision del material hereditario.

Ademas de estos compuestos, las plantas producen una amplia variedad de
metabolitos secundarios. El término de “metabolismo secundario” fue introducido en 1891
por Kossel (citado en Baas, 1989): “Mientras que los metabolitos primarios estan presentes
en cada célula de la planta que es capaz de reproducirse, los metabolitos secundarios estan

presentes soélo accidentalmente y no son imprescindibles para la vida”.

En la practica, no esta clara la diferencia entre metabolitos primarios y secundarios,
ya que los primeros se considera que se sintetizan en procesos metabolicos primarios como
son la respiracion (glicolisis del ciclo de krebs o en el ciclo del acido citrico) y la fotosintesis
con sus rutas derivadas; y los metabolitos secundarios son sintetizados en rutas biosintéticas
claramente derivadas del metabolismo primario. Muchas de las hormonas vegetales como
son las giberelinas, auxinas, etileno, kinetinas, ac. ascérbico, y compuestos estructurales de
las paredes celulares como el acido cinamico, ligninas o derivados poliméricos, son

intermediarios entre el metabolismo primario y el secundario (Haslam, 1986).

Muchos de estos compuestos pueden acumularse en gran cantidad, encontrandose

normalmente asociados con metabolitos primarios. Por tanto, la cantidad de compuestos
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secundarios encontrados en las plantas es el resultado de un equilibrio entre sintesis-
almacenamiento-degradacion. De los considerados metabolitos secundarios, se conocian mas
de 20.000 en los afios ochenta, describiéndose cada afio cerca de 1000 nuevos compuestos
(Hartmann, 1985). Otros investigadores van mas alla, y sélo en el grupo de los terpenos
consideran méas de 14.000 moléculas diferentes (Gershenzo y Croteau, 1992). Ademas, la
regulacién del metabolismo secundario es compleja ya que esta estrechamente relacionada
con el estado de desarrollo del organismo, con cambios morfolégicos y citologicos del

mismo, y con otros factores derivados del entorno (Haslam, 1986; Essemberg, 2001).

El origen evolutivo de los compuestos secundarios de todos los organismos esta
basado en cambios o mutaciones del material genético originalmente asociado a rutas del
metabolismo primario. Aunque el proceso probablemente no es completamente aleatorio, los
cambios producidos en el ADN-ARN responsables de la formacién de compuestos
secundarios particulares son accidentales. La mayoria de los productos de estas rutas
alteradas son eliminados, y los genes que los producen son rapidamente corregidos por la
seleccién natural, aungque los cambios en las rutas metabdlicas secundarias y los compuestos

resultantes, generalmente son mas tolerados que los producidos en las rutas primarias.

En los organismos procariotas, los cuales tienen un metabolismo bastante basico
(respiracidn y sintesis) basado en una Unica copia de genes, la mayoria de las mutaciones son
probablemente letales, pero si se produce alguna ventaja selectiva son mantenidas. En
contraste, existe una gran cantidad de material genético en plantas y otros eucariotas. Esto
hace que se organice este material en cromosomas, existiendo generalmente dos copias
(diploide) del mismo dependiendo del estado del organismo. La acumulacion de caracteres
recesivos es posible, y en muchos casos no son expresados inmediatamente, acumulandose
variaciones genéticas (alelos). Si un metabolito particular es tolerado y confiere una ventaja
positiva para el organismo bajo ciertas circunstancias, éste se sintetizara y se acumulari
(Theis y Lerdau, 2003). Aunque los mecanismos implicados en esta seleccion natural son
muchos y mal entendidos, dos elementos deben estar presentes; un material inicial

preexistente y la influencia sobre estos de algun evento estocastico (Seigler, 1998).
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Existen varias hipotesis que argumentan el origen y la acumulacion de estos

compuestos:

“Productos de desecho”

Mothes (1966) define a los metabolitos secundarios como “productos de
desecho”. Compuestos del metabolismo primario producidos por “error”, que no
son esenciales para la existencia de las planta y que su sintesis y su presencia es

individual y por tanto, no confieren una caracteristica taxonémica inherente.

Investigaciones posteriores (Tukey, 1970; Haslam, 1986; Williams |y
Stones, 1989; Hrazdina y Jensen, 1992) sugieren que esta teoria no explica el
origen de los metabolitos secundarios ya que la sintesis de estos compuestos

requiere muchas kilobases de ADN, y por tanto, es un proceso altamente ordenado

que requiere de energia. Si los metabolitos fueran productos de desecho,|las
plantas que los tuvieran tendrian una desventaja considerable respecto a las gque

no, y por tanto serian eliminados por el proceso de seleccion natural.

Otros, sugieren que los metabolitos secundarios juegan un papel
metabdlico muy importante en los organismos que los producen. De tal mangra
que muchos de estos compuestos son intermediarios entre el metabolismo primario
y el secundario, estando a menudo asociados al desarrollo de las plantas como en
el caso de las hormonas vegetales. También pueden actuar como reserva de

energia, precursores de compuestos organicos o fuentes de N (Rosenthal, 1982).

Los metabolitos secundarios presentarian diferente solubilidad |y
propiedades fisicas que sus precursores primarios, de tal manera que también
podrian estar implicados en mecanismos de transporte y acumulacion en plantas
(Wink, 1987,1999).
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“Balance carbono-energia”

El carbono generalmente no es limitante en la biosintesis de las plantas,
y la formacion de compuestos basados en el carbono podria jugar un papel
beneficioso en plantas bajo altas condiciones luminicas, ayudando asi a dispersar
el exceso de energia asociada a la fotosintesis (Selmar, 1992). Pero existen otros

elementos que si son limitantes como el nitrdgeno y que implican un alto coste en

la produccion de metabolitos. Existen teorias que relacionan este coste en|la
produccién de compuestos secundarios con funciones de defensa de la planta, ya
gue muchos de estos compuestos con caracteristicas cualitativas o de movilidad
presentan nitrégeno, mientras que la mayoria de las moléculas cuantitativag o

inmoviles no lo presentan (Feeny, 1990).

Sin embargo, en la préactica, las plantas estan sujetas a una variedad de
restricciones fisiolégicas que varian con la disponibilidad de recursos y el coste
relativo de los diferentes tipos de compuestos. De tal manera que las plantas
adaptadas a condiciones de alta intensidad luminica y habitats pobres en
nutrientes, tienen un excedente relativo de carbono y utilizan moléculas basadas en

este elemento.

Del mismo modo, las plantas que ocupan habitats desfavorables y son
limitantes en su productividad, no pueden crecer rapidamente, por tanto deben

adquirir estrategias de defensa frente a sus competidores y herbivoros.
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Hipétesis del “Fitness”

La hipétesis del “fitness”, sugerida principalmente por ecologos,
descansa en la idea de que los metabolitos secundarios aumentan la “buéna
forma” de los individuos que los poseen, siendo estos individuos favorecidos por la

seleccion natural (Harborne, 1986).

De la gran cantidad de compuestos existentes en las plantas, no todos
serian en un principio beneficiosos, aunque se ha sugerido que la retencion| de
compuestos inactivos es una manera de incrementar la diversidad quimica y la
probabilidad de producir compuestos activos contra otros organismos. Por tanto,
estos productos aumentarian las probabilidades de supervivencia en ausencia de
un sistema inmune (Jones y Firn, 1991). Para que estos metabolitos sean
seleccionados evolutivamente deben tener un coste de produccion suficientemente

bajo para que sea rentable su sintesis.

En este sentido, el coste en la produccion de metabolitos secundarios es
dificil de estimar, como pone de manifiesto la variacion encontrada en las
publicaciones que existen al respecto; hay autores que lo estiman entre un 8-10%
del coste energético total (Robinson, 1980), y otros consideran el coste cero

(Simms y Rausher, 1987).
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Hipotesis del “rebosadero”

Otra hipotesis es la denominada del “rebosadero” o exceso de
metabolitos primarios. Cuando se produce un desequilibrio en el crecimiento, una
de las maneras de evitar un aumento anormal en la concentracion de
constituyentes celulares seria sintetizar enzimas designadas a llevar a cabq el

metabolismo secundario.

Se permitiria a las enzimas del metabolismo primario continuar la
funcion una vez las circunstancias vuelvan a ser propicias para reanudar |a

actividad metabolica de crecimiento.

La confirmacion de este balance carbono/nutrientes, ha sido encontradla
en especies que se desarrollan en medios con baja disponibilidad de nutrientes y
agua, produciéndose un aumento en la concentracion de taninos, lignina y fenagles
(Bryant y col., 1983; Gershenzon, 1984; Waring y col., 1985; Nicolai, 1988). Pq

=

contra, investigaciones recientes muestran que estos metabolitos secundarios se
encuentran incluso en plantas acuaticas cdbmpatophilum demersunadonde se

han encontrado flavonoides glicésidos (Bankovay col., 1995).

En algunas plantas, cerca del 38% del carbono fijado por la fotosintes|s
es luego eliminado en forma de CMediante la fotorespiracion, siendo este un

claro mecanismo de liberacion o “rebosadero” de C (Waterman y Mole, 1989).

Aunqgue esta teoria pueda ser valida en algunas circunstancias, no explicaria| la

gran cantidad de compuestos conocidos (Williams y Stone, 1989).
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En resumen, ninguna hipétesis de las comentadas anteriormente explica
completamente el origen de los metabolitos secundarios, y por el contrario, encontramos
casos que pueden ser explicados por mas de una teoria, 10 que convierte a este asunto en un

verdadero enigma.

Un numero considerable de metabolitos secundarios sintetizados por las plantas
estan involucrados en la interaccién con otros organismos, desempefiando una gran variedad
de funciones. En presencia de la presion selectiva que ejercen otros organismos y el medio
ambiente en general sobre las plantas, la ausencia de diferentes fenotipos implicaria una
posible reduccién de la poblacién. Si la presion fuera suficiente y se mantuviera en el
tiempo, esa poblacién podria desaparecer. Gracias a la variabilidad fenotipica de las plantas,
este hecho raramente se da de forma natural entre organismos, no asi ante la presién fisica.
Si una planta con un cierto fenotipo es evitada en el caso de un herbivoro, se producira un
cambio hacia ese fenotipo en la poblacién, y a su vez, en la poblacion de herbivoros se
seleccionaria el fenotipo que sea capaz de utilizar mejor a la planta. A este fendmeno se le
conoce como coevolucién (Berenbaum, 1983; Futuyma y Keese, 1992). Este tipo de
interaccion probablemente ha sido muy comudn en el curso de la evolucion, ya que todos los
organismos han evolucionado en presencia de otros. Por tanto, la presencia de gran cantidad
de metabolitos secundarios en las plantas podria ser respuesta a la presion de otros

organismos y a la presion del medio ambiente en general (Theis y Lerdau, 2003).

En este escenario, cambios o modificaciones en las rutas biosintéticas basicas de los
metabolitos son frecuentes, produciéndose nuevos metabolitos secundarios. Un organismo
evolutivamente mas avanzado presentara unos metabolitos secundarios mas complejos y mas
alterados respecto a la estructura de los precursores. El andlisis de estas relaciones quimicas
ayuda a los cientificos a establecer relaciones evolutivas, y es una herramienta muy potente

en los estudios taxondémicos y filogenéticos entre las plantas (Sumner y col., 2003).

Independientemente de las hipétesis que se plantean, los metabolitos secundarios no
son producidos al azar, ya que han sido modelados y optimizados durante la evolucion

(Jarvis, 2000). Muchos son utilizados por el hombre como farmacos, especias, fragancias,
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pesticidas, venenos, alucin6genos, estimulantes, colorantes, etc. Ademas su estudio ha
implicado a ramas de la ciencia tan dispares como la ecologia, quimica organica, bioquimica,
zoologia, botanica, sistematica, micologia, fisiologia, ciencia evolutiva, agronomia,

antropologia e incluso arqueologia (Seigler, 1998).
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l.2.- FUNCIONES ECOLOGICAS DE METABOLITOS SECUNDARIOS DE
PLANTAS.

Los compuestos del metabolismo secundario pueden desempefiar una amplia
variedad de funciones ecoldgicas, tales como: alelopatia, disuasorio de herbivoros, atraccion
de polinizadores (Chou y Kou, 1986; Harborne, 1988; Baas, 1989), o proteger a la planta de
las radiaciones UV (Zobel y Lynch, 1997), pudiendo incrementar ésta la concentracion de

metabolitos, tanto en las células como en la superficie de la planta (Zobel y col., 1999).

Muchas de estas moléculas se ha demostrado que pueden inhibir el desarrollo de
insectos (Stamp y col., 1997; Zhang y col., 1999), neméatodos (Blum, 1996), e incluso
hongos (Oliva y col., 1999). También pueden estar involucrados en la resistencia a virus, por
ejemplo metoxiflavonas y metoxiflavonoles confieren a la planta del tabaco esta capacidad
frente al virus del mosaico (French y col., 1991). Y también encontramos flavonoides con

capacidad antibacteriana (Grayer y Harborne, 1994).

Muchos pueden ser secretados dentro de las células, en vacuolas, o excretados
extracelularmente como resinas o material de la pared celular. También incluyen compuestos
venenosos, donde la concentracion puede reducir la digestibilidad de la planta y la
palatalabilidad de los herbivoros (Lindroth y Batzli, 1984; Baas, 1989; Sosa y col., 2004).
Los que reducen la digestibilidad son en su mayoria de naturaleza fendlica, predominando

los taninos (Gross, 1981).

11
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Todos estos estudios demuestran que los compuestos derivados del metabolismo
secundario de plantas pueden ser de gran importancia para proteger a la planta del ataque de
microorganismos, animales, o para aumentar la capacidad de una especie para competir con

otras en un habitat dado (Bell, 1980)

En Cistus ladanifelL., una de las funciones que pueden desempefiar concretamente
los flavonoides del exudado en la hoja, es la de actuar como filtro de luz ultravioleta para
evitar los dafios celulares que causa esta radiacion. También puede actuar como agentes
téxicos para la proteccion contra herbivoros, evitan ataques de patdégenos y como agente

antioxidante (Wittstock y Gershenzon, 2002; Sosa y col., 2004).

Por otra parte, al igual que otros constituyentes del exudadh thlanifer los
flavonoides pueden actuar como agentes alelopaticos, inhibiendo la germinacién y desarrollo
de las plantulas herbaceas que compiten con ella por el mismo espacio, en general suelos
pobres en nutrientes, lo que ofrece claras ventajas al facilitar la colonizacién para esta
especie (Chaves, 1994; Chaves y Escudero, 1997; Chaves y col., 2001 a y b). Cuando la
especie donadora y receptora de los compuestos fitotéxicos es la misma, estamos ante un
caso especial de alelopatia llamado “Autotoxicidad”. Una de las posibles funciones o
implicaciones de este fenbmeno es el control poblacional de la propia especie. Se ha
observado en campo, que la colonizacion del espacio contiguo a un jaral es rapida, debido
posiblemente al gran numero de semillas que produce esta especie a pesar de la baja
capacidad de germinacion de las mismas en condiciones naturales. Sin embargo, en el nacleo
de un jaral desarrollado, el establecimiento de nuevas plantas es nulo. Ante este hecho,
cabria pensar la posibilidad de que, entre otros fenbmenos (competencia), exista un
mecanismo autotoxico de autocontrol poblacional que impida la germinacién y desarrollo de
nuevos individuos dentro del jaral. Se ha demostrado que el exud&ddadniferinhibe
su propia germinacion y desarrollo, pudiendo esta especie controlar su propia regeneracion

en el medio natural (Alias y col., 2006).
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.3.- ALELOPATIA Y COMPUESTOS DEL METABOLISMO SECUNDARIO.

1.3.1.- Aspectos Conceptuales.

El término alelopatia proviene del griegbon = uno al otropathos= sufrir; efecto
injurioso de uno sobre otro. Desde muy antiguo se han observado y citado casos de efectos

perjudiciales de unas plantas sobre otras. Ya Plinio, en el afio 1 a.D., observo que...
“El garbanzo y la cebada abrasan la tierra de pan llevar”.
También escribio sobre la sombra del nogal que...

“La sombra del nogal es densa y causa dolor de cabeza en el hombre y dafio a

cualquier cosa plantada en su vecindad”.

Ya en aquella época, Plinio era consciente de la liberacién de sustancias por plantas

al escribir:

“La naturaleza de algunas plantas, a pesar de no ser exactamente mortal, es nociva
debido a su mezcla de fragancias o a sus jugos...por ejemplo, el laurel es dafiino para la
vid; puede inferirse que la vid posee un sentido del olfato y es afectada por las fragancias en

un sentido prodigioso...".

13
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Pero fue en los inicios del siglo XX cuando se comienza a estudiar este fenébmeno y
a realizarse experimentos cientificos en esta materia. No seria hasta 1937 cuando el fisiélogo
austriaco Hans Molisch diera el nombre formalAdelopatia a los efectos perjudiciales o
beneficiosos que de forma directa o indirecta producen ciertos compuestos quimicos

liberados por una planta sobre otra (Molisch, 1937).

Una definicion clasica de alelopatia es la dada por Rice, 1984:

“Es la interaccidén quimica planta-planta, incluyendo dentro del término planta a los

microorganismos y dentro del término interaccién tanto efecto estimulador como inhibidor”.

Con la intencion de unificar criterios, la Sociedad Internacional de Alelopatia (IAS),

en su primer congreso celebrado en Cadiz en 1996, la define como:

“La ciencia que estudia cualquier proceso que impligue metabolitos, principalmente
secundarios y producidos por plantas, algas, bacterias y hongos que influyan en el

crecimiento y desarrollo de sistemas cultivados y biologicos”.

Pero la definicion de la alelopatia ha creado y crea una gran controversia debido a la
dificultad de establecer sus limites dentro de la complejidad de las interacciones naturales.
Por tanto, el desafio es separar el efecto alelopatico de otros procesos en condiciones
naturales. En este sentido, la interaccién entre los organismos, y concretamente entre las
plantas, es bastante compleja y juega un papel central en la evolucion y distribucion de las

mismas (Callaway, 1995; Gniazdowska y Bogatek, 2005).

Uno de estos mecanismos dificiles de separar de la alelopatia es la competencia,
aunque son términos conceptualmente diferentes. La competencia se podria definir como la
interaccion negativa entre individuos producida por la necesidad de compartir un recurso
limitado. Esto conduciria a la reduccion del nimero de individuos supervivientes o a la

limitacion del crecimiento (Begon y col., 1990). Por tanto, si los recursos fuesen ilimitados,
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no existiria competencia. Sin embargo, la alelopatia estd basada en la interaccion entre
individuos mediante la secrecion de compuestos quimicos. En la competencia, el mediador
en la interaccion es un recurso limitado, mientras que en la alelopatia el mediador es un
compuesto quimico producido por una planta donadora a una receptora. Por tanto, la
competencia como tal, es un fendmeno independiente de la alelopatia, aunque dificil de
diferenciar en condiciones naturales ya que sus efectos son similares (cuando hablamos de

un efecto alelopético pernicioso para una de ellas).

Sucede en muchos casos que en el medio natural, los dos fendémenos estan
estrechamente relacionados debido a los factores de estrés que sufre la planta, entre ellos la
competencia (Mallik, 2002), y que desencadena la sintesis de aleloquimicos. Dado que es el
estrés el factor determinante en la sintesis de estos compuestos, seria conveniente hacer la

siguiente reflexion respecto a este concepto.

En general, las plantas viven dentro de unas condiciones Optimas para desarrollarse
(de forma continua o durante algunas partes de su ciclo de vida). Por tanto, tradicionalmente
se ha dicho que una planta esta estresada cuando se produce alguna reduccién en alguna
funcion fisiol6gica, ya sea absorcion de agua o nutrientes, fotosintesis, respiracion,
crecimiento, desarrollo, reproduccion, etc., por debajo del rango maximo posible atendiendo
a las condiciones Optimas y no al potencial genotipico (Lambers y col., 1998). Existen
factores ambientales que pueden limitar el crecimiento o desarrollo y por tanto producen
estrés en la planta. Levitt (1980) propuso una clasificacion de estos factores entre bibticos y
abidticos(Tabla 1),pero otros autores han encontrado ciertos errores y gran controversia en

estos términos (Salisbury y Ross, 1994).
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Tabla 1. Factores de origen natural y relacionados con la actividad humana que pueden producir

estrés en plantas terrestres. Lichtenthaler (1996) y Reigosa y col. (1999)

Factores de Estrés

Factores Medioambientales .
Factores de Origen Humano
Factores Abidticos Factores Bidticos
Temperatura Patogenos Herbicidas
Baja temperatura Virus Fungicidas
Alta temperatura Hongos Pesticidas
Duracidon extrema Bacterias Contaminacion
Ozono
Agua Animales Lluvia acida
Déficit hidrico Fitofagia Suelos acidos
Exceso de humedad Efecto de insectos Déficit mineral causado por
Efecto mecanico pérdida de suelo o lluvia &cida
Radiacion Metales pesados
Infrarojo Otras Plantas Exceso de nitrégeno
Visible (fotoinhibicién, Parasitismo Eutrofizacion
fotooxidacion) Alelopatia Incremento en la salinidad del suelo
UV-A, UV-B Competencia Cambio climatico global
I6nica Compactacion del suelo
Ruidos
Quimica Fuegos
lones Etc.
Sales
Exceso/deficit mineral
pH inadecuado
Ozono, exceso de oxigeno
Otros
Viento
Presion
Sonido
Campo magnético
Campo eléctrico
Etc.
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Con el fin de unificar criterios en torno a este concepto, se han descrito dos
objetivos. El primero seria distinguir entre acomodacién de las plantas a pequefas
fluctuaciones del medio y las respuestas de plasticidad o adaptacién al estrés. Y el segundo
seria establecer una clara distinciéon entre factores de estrés y la respuesta a ese estrés (entre

los efectos y las restricciones inducidas por las condiciones de estrés de la planta).

Se podria definir al estrés como un estado en el cual las demandas de crecimiento
desestabilizan el correcto funcionamiento de la planta, seguido por una fase de
normalizacién y de resistencia. Si la planta es forzada a vivir fuera de estos limites de
tolerancia, y su capacidad de aclimatacién es sobrepasada, el resultado es una demanda

crénica e incluso la muerte.

Por lo tanto, el fendmeno del estrés es un proceso dinamico que se desarrolla en
distintas fases (Figura 1). La primera es previa al factor estresante e incluye las variaciones
medioambientales, las cuales no se consideraria estrés como tal. Cuando se produce el estrés
como tal existe una respuesta mas o menos rapida. Después de esto, si el estrés continla
activo, se produce el proceso de aclimatacién, el cual tiene una base genética ya que implica
a varios posibles fenotipos en los procesos fisioldgicos, algunos de los cuales solamente son
funcionales bajo situaciones de estrés. Si los factores de estrés siguen activos, el proceso de
aclimatacién pasa a ser de adaptacion, favoreciéndose el cambio en la composicidon genética

de las poblaciones (Lambers y col., 1998).

El efecto ante los factores de estrés no sélo depende de la intensidad y del tiempo de
exposicion del mismo, sino también de la especie, variedad e incluso del individuo, asi como

de las condiciones de vida previas (Lichthenthaler, 1996).

Agentes estresantes diferentes producen respuestas similares en las plantas. Este
fendmeno viene definiéndose como co-estrés o sindrome de adaptacion general (GAS). De
tal manera que la resistencia a algunos tipos de estrés significaria una co-resistencia a otros
factores de estrés (Lichthenthaler, 1998; Prasad y Rengel, 1998; Leshem y col., 1998). En

este sentido, el impacto de un estrés combinado es muy dificil de predecir (Chapin y col.,
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1997), ya que la accion de un tipo de estrés puede hacer a la planta mas sensible a otros tipos

0 en otros casos aumentar la tolerancia a diferentes factores.

Figura 1: Fases de la respuesta a factores de estrés en un periodo de tiempo largo. (Lambers
y col., 1998)

Existen varias respuestas ante el estrés consideradas comunes en las plantas, como
pueden ser: efecto antioxidante para prevenir dafios inducidos por reactivos oxigenados,
sintesis de jasmonato, sintesis de proteinas de estrés, sintesis de fenoles y flavonoides en
defensa a ataques, contra competidores o para proteger a la planta de condiciones

ambientales extremas, etc.

Los metabolitos implicados en alelopatia pueden ser sintetizados por la planta desde
el inicio de su crecimiento y desarrollo (constitutivos) o por una estimulacion exégena
(inducidos) (Agrawal y col., 1999). Todos estos compuestos incrementan su concentracion
cuando la planta esta sometida a estrés. Por ejemplo, dafios fisicos en la planta normalmente
inducen la produccion de compuestos volatiles que provocan la respuesta de defensa

(Takabayashi y Dicke, 1996). Otros factores citados que producen estrés en la planta son los
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metales pesados (Sutfeld y col., 1996), la radiacion UV (Zobel y col., 1999), incluso la
aplicacion de herbicidas (Inderjit y Mallik, 1996), o el mismo estrés medioambiental,
puediendo producir diferentes efectos en la produccion de aleloquimicos (Thomas y

Schafellner, 1999; Barazani y Friezman, 2000; Kobayashi, 2004).

1.3.2.- Aspectos Metodolégicos.

A lo largo de la historia del conocimiento de la alelopatia, este fenébmeno siempre se
ha considerado del tipo “donador-receptor”, en el que una planta producia compuestos
guimicos que afectaban al crecimiento de una planta vecina. Este hecho ha sido considerado
principalmente en agricultura. La idea de la alelopatia como un fendmeno ecolégico que
puede determinar la estructura de las comunidades vegetales es bastante reciente. Hasta los
afios 60-70 no se encuentran estudios que muestran la influencia de plantas sobre
comunidades vecinas ya sea de forma directa, o indirectamente afectando a la rizosfera
(Muller, 1969; Rice, 1965; Whittaker y Feeny, 1970). Se cred una corriente esceéptica
entorno a este fendbmeno encabezada por J.L. Harper el cual, no negando el fenémeno,
concluia en la imposibilidad de probarlo (Harper, 1975). En las Ultimas cuatro décadas, estas
consideraciones han sido superadas y archivadas gracias a la experimentacion creativa y al

uso de técnicas analiticas avanzadas (Bais y col., 2003; Vivanco y col., 2004).

En un principio, los trabajos estaban dirigidos a la deteccion y el estudio de los
aleloguimicos liberados por la planta donadora y el efecto en la receptora. Se ha demostrado
que los extractos acuosos obtenidos de plantas &olygonum orientale, Erica vagans,
Calluna vulgaris, Daboecia cantabrica, Vaccinium myrtillus, Pinus densiflora, Pilocarpus
goudotianus y Echinacea angustifolia, ricos en compuestos fendlicos, producen inhibicion

en la germinacion de semillas y de cotiledones de diferentes especies de plantas ensayadas

19



Introduccién

(Datta y Chatterjee, 1980; Ballester y col., 1982; Jaderlund y col., 1996; Viles y Reese,
1996).

Estos compuestos son secretados por una planta y liberados al medio mediante
volatilizacién, descomposicién de residuos o secrecion por diferentes partes de la planta
como hojas, tallos, raices y flores, pudiendo interaccionar con otra planta o microorganismo
y/o con los componentes bidticos y abioticos del sustrato, produciendo un efecto positivo o
negativo sobre ella (Putnang y Tang, 1986; Inderjit y Dakshini, 1996). Metabolitos
secundarios como compuestos fendlicos, terpenoides, alcaloides, poliacetilenos y esteroides
pueden actuar como aleloquimicos (Rice, 1984; Waller, 1987; Inderjit y Dakshini, 1995), sin
embargo, su mera presencia no establece comportamiento alelopético (Putnam y Tang, 1986;

Heisey, 1990).

El fendbmeno en su conjunto es mucho mas complejo, quedando muchos aspectos en
el aire. Para demostrar el grado de participacion de estos compuestos, no sélo es importante
establecer la relacién directa o indirecta entre la planta y los compuestos derivados que
encontramos en el medio (Ryan y col., 2001; Belz y Hurle, 2005), sino también conocer las
cantidades presentes, el tiempo de persistencia en el suelo necesarios para afectar a otros
organismos (Putnam y Tang, 1986), las transformaciones que se producen en los compuestos
durante su camino hacia la planta receptora y la influencia de las condiciones ambientales en

todo el proceso (An, 2001).

Otro aspecto importante dentro del fenomeno global es el estudio de la actividad de
los compuestos en relacién a su estructura molecular (Macias y col., 2005). En este sentido,
se han optimizado en los ultimos afios metodologias que permiten hacer esa relacion con
garantias (Navarez y Olofsdotter, 1996; Wu y col., 2001; Rimando y col., 2001), e incluso su
extrapolacién al medio natural aunque con reservas (Inderjit y Weston, 2000; Inderjit y

Weiner, 2001).
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Si analizamos las tendencias metodologicas de los trabajos relacionados con la
investigacion alelopéatica en los Ultimos afios, nos encontramos con que el 76% de estos
trabajos son ensayos en sistemas de cultivo, mientras que la dinamica de ecosistemas se
conforma con el resto (18% estudio de especies terrestres; 5% especies acuéticas) Desde otro
punto de vista, el 70% del total de trabajos describen Unicamente ensayos de laboratorio que
intentan demostrar un hipotético efecto alelopatico, y sélo el 17% conjugan ensayos de

laboratorio con experiencias en campo (Carral, 2002).

Aun hoy, la mayoria de los trabajos se siguen centrando en el aislamiento de
compuestos y comprobacién de su actividad biologica, dejando a un lado el estudio de la
esencia del fendbmeno alelopéatico debido a la complejidad de separarlo de otros procesos

ecoldgicos.

A esto hay que sumarle la dificultad intrinseca en la verificacion de la alelopatia

partiendo de sus tres rasgos definitorios:
» Liberacién de compuestos al medio.
» Absorcion por parte del organismo receptor.
» Alteracion en el desarrollo del organismo.
La existencia de los tres requisitos ha podido ser demostrada en el laboratorio
(Oliveros, 2006) y también en el medio natural, mediante la comprobacién de la

modificacion en la estructura de las comunidades (Bais y col., 2003), consolidando asi el

establecimiento de la disciplina.

No hay que olvidar que el éxito proviene y vendra de la cautela en el disefio
metodolbégico e interpretacién de los resultados (Inderjit y Callaway, 2003) y en la
colaboracién estrecha por parte de bidlogos moleculares, bioquimicos, ecofisidlogos,

microbibélogos, agronomos, ecélogos, etc. (Mallik, 2002).
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1.3.3.- Efectos en la planta receptora.

Los compuestos aleloquimicos producen multitud de efectos en las plantas y muchos
de estos fendmenos han sido estudiados: germinacion de semillas y crecimiento (Elakovich y
Yang, 1996; Chiapusio y col., 1997), fotosintesis (Achnine y col., 1998; Roschina, 2001),
respiracion (Calera y col., 1995; Abrahim y col., 2000), inhibicion en el flujo de electrones
(Gonzélez y col., 1997), abscision y senescencia (Miyamoto y col., 1997), ciclo celular
(Romagni y col., 2000), permeabilidad de la membrana (Politika, 1997; Roschina, 2001),
funcion ATPasa (Friebe y col., 1997; Sosa y col., 2004), efecto en el material genético
(Baziramakenga y col., 1997), transpiracion (Jose y Gillespie, 1998), actividad enzimatica

(Politika, 1998) y disponibilidad i6nica (Inderjit y Nishimura, 1999).

Se ha demostrado que los flavonoides pueden interferir en la formacion de adenosin
trifosfato (ATP) en la mitocondria (Stenlid, 1970, 1976) y pueden inhibir o interaccionar con
el modo de accién de las hormonas de otras plantas como las auxinas (Jacobs y Rubery,
1988; Brunn y col., 1992). Por otra parte, los compuestos fendlicos tienen potencial para
crear condiciones pobres de nutrientes bajando la disponibilidad de los mismos y pudiendo
influir en las caracteristicas del suelo como pH, materia organica y nutrientes (Rice, 1984;
Appel, 1993; Inderjit, 1996; Kalburtji y col., 2001). La adicién de ciertos compuestos
fendlicos al suelo provoca la reduccion del contenido de nitrdgeno, fosfatos y materia
organica. Esto podria deberse a mecanismos de absorcidén y/o alteracion microbiana de
compuestos fendlicos y mineralizacion microbiana (Inderjit y Mallik, 1997). Como
consecuencia, estas condiciones alteradas de los suelos podrian afectar negativamente al

desarrollo de las plantulas (Black, 1973).

Muchas veces, el efecto individual de las moléculas estudiadas no puede explicar el
efecto global encontrado en la planta, encontrdndonos con frecuencia efectos sinérgicos y
antagonicos (Inderjit y Mallik, 1997), o compuestos potencialmente activos a altas
concentraciones en algunas plantas y en otras especies Unicamente a bajas concentraciones

(Pandey, 1996).
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Por su parte, el grupo de los terpenos esta presente en una gran cantidad de
productos naturales. Sélo enHlianthus annud.. se encuentran representados moléculas
tanto de mono-, sesqui-, di-, tri- y tetraterpenos (Maciasy col., 1999). A pesar de su extensa
representacion y estudio de su actividad biolégica, ain son pocos los trabajos que relacionan
estas moléculas, y concretamente a los diterpenos, con la alelopatia y su mecanismo de
accion (Seigler, 1998; Einhellig, 2002).

[.3.4.- Interaccion de factores.

En la naturaleza, las plantas estan sometidas a factores ambientales entre los que se
producen diferentes interacciones. La presencia de compuestos alelopéticos en respuesta a
estos factores va a ser dependiente de como interactien entre ellos. Por ejemplo, compuestos
fenolicos como los flavonoides, estimulan su sintesis ante diferentes condiciones ambientales

tales como estrés hidrico, temperatura o radiacion ultravioleta (Cen y Bornman, 1993).

En esta linea, las plantas pueden experimentar de manera simultdnea diferentes tipos
de estrés, pudiendo responder de una forma aditiva, sinérgica o antagénica. Los resultados
revelan que la respuesta de las plantas a condiciones de estrés multiple es diferente a la que
se observa cuando el estrés es impuesto por separado. Por ejemplo, el contenido de fenoles
aumenta un 19, 58 y 63 % en plantas con estrés hidrico, radiacion ultravioleta y combinacién

de los dos respectivamente (Balakumar y col., 1993).

En C. ladanifer los ocho flavonoides agliconas identificados por Chaves (1994)
muestran variaciones cuantitativas dependientes de la estacion, estando la sintesis inducida
por factores externos, especialmente durante la estacion estival. Este aumento es provocado

por el estrés hidrico y la luz ultravioleta, mostrando estos factores un efecto sinérgico en la
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induccién de los flavonoides constituyentes del exudado total (Chaves, 1994; Chaves y col.,

1997).

También pueden influir conjuntamente temperatura y fotoperiodo produciendo
profundos efectos en la cantidad y la calidad de los exudados en general, ya que estos
parametros afectan al proceso de fotosintesis, translocacion y respiracion de las plantas
(Hale, 1978; Hale y Moore, 1989). Estudios han demostrado que las altas temperaturas
producen un aumento en la secrecibn de exudado de algunas especies (Rovira, 1969;
Vancura, 1967; Hale, 1978; Kato-Noguchi, 1999). Pramanik (2000) demuestra la influencia
tanto cualitativa como cuantitativa de la temperatura y el fotoperiodo sobre el exudado de
raiz de Cucumis sativusEl nimero de &cidos organicos y su cantidad aumenta bajo
condiciones de temperaturas altas (luz-30°oscuridad-25°) y fotoperiodo largo (14h luz-10h
oscuridad) causando mayor autotoxicidad que a bajas temperaturas (luz-25°oscuridad-20°) y

fotoperiodo corto (10 h luz- 14 h oscuridad).

Los cambios estacionales de luz, temperatura y humedad, juegan un papel
importante no solo en la cantidad y composicion del exudado en muchas especies, también
en la disponibilidad y efectividad de los compuestos fendlicos como agentes alelopaticos
(Rice, 1984; Hale y Moore, 1989). Son escasos los trabajos sobre como afectan estos
factores a la actividad de los aleloquimicos, pero algunas investigaciones muestran que
ambientes con altas temperaturas y alta intensidad luminica potencian la inhibicion de ciertos
acidos fendlicos (Glass, 1976; Hauson y col., 1983; Bhowmik y Doll, 1983; Einhellig y
Eckrich, 1984).

Las caracteristicas edafolégicas es otro factor que influye en la sintesis y actividad
de estos compuestos. La sintesis de aceites esenciales por parte de especies del género
Cistus tales comoCistus monspeliensisy Cistus albidus presenta dependencia por el
sustrato. Estudios realizados por Robles y Garzino (1999, 2000) sugieren que existen
diferencias significativas, tanto cuantitativas como cualitativas, en la sintesis de aceites
esenciales, principalmente sesquiterpenos, dependiendo si las plantas crecen en sustrato

calcareo (basico) o siliceo (acido). Ademas, en ensayos de germinacion realizados por estos
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investigadores con soluciones de estos aceites y semillas de lechuga, comprobaron que la
actividad alelopatica de las soluciones provenientes de plantas de origen calcareo era mayor

que las que provenian de sustrato siliceo.

Otro aspecto relacionado es la influencia de los aleloguimicos en la dinamica de los
nutrientes en el suelo y principalmente del nitrégeno disponible. En este sentido, existen
trabajos que aseguran que compuestos fendlicos como es el acido ferulico, taninos o
terpenoides, inhiben la nitrificacion bloqueando la oxidacién dg" NHNQ, por las

NitrosomonagRice, 1984; White, 1994).

Por otra parte, la adicién de aleloquimicos al suelo produce un aumento tanto de la
biomasa microbiana como de su actividad. Esta actividad produciria una disminucion
temporal en el nitrogeno y fésforo disponible para la planta y por tanto, un efecto en su

crecimiento (Michelsen y col., 1995).

Kuiters (1989) sugiere, en estudios realizados en Belgrado (Servia), que durante el
otofo la cantidad de compuestos fendlicos presentes en el suelo es mayor que en primavera.
Argumenta que el descenso de acidos fendlicos en primavera es el resultado del aumento de
la actividad microbiana debida al incremento de la temperatura del suelo y a la adsorciéon de
materia organica durante la humificacion. Por su parte, los aleloquimicos pueden influir
sobre los componentes bidticos y abiédticos del suelo, y éstos a su vez son los responsables de

su degradacion y transformacion en el suelo.

Dalton y col. (1983), e Inderjit y Daskshini (1994) muestran que los minerales del
suelo y otros factores pueden influir, cuantitativa y cualitativamente, en la disponibilidad de
aleloquimicos. En suelos asociadoBlacha lanceolata, se han aislado e identificado tres
potentes agentes aleloquimicos: formononetin-7-O-glucésido, hesperitin-7-rutinoside y
taxifolin-3-arabinosa. Estos suelos son salinos-alcalinos y el formononetin-7-O-glucdsido en
estas condiciones no se degrada (Inderjit y Dakshini, 1991). Sin embargo, en suelos
asociados con presencia predominante de tréydbl{um polyphyllum, el cual también

secreta este aleloquimico, sélo se observaban varios 4cidos fendlicos que son productos de
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degradacion de este flavonoide (Dewick, 1988). A pesar de estos trabajos, el papel de estos

compuestos en la dinamica de los nutrientes del suelo no esté claro.

Por tanto, el habitat de la especie, las propiedades fisioldgicas y bioldgicas del
sustrato (Inderjit, 2005), las condiciones edaficas y medioambientales, y los factores
abidticos y bidticos determinan la sintesis de estos compuestos, puediendo repercutir en la
disponibilidad cuantitativa y cualitativa de los mismos en la planta y en el suelo (Inderijit,

1996; Inderjit y Weiner, 2001; Kobayashi, 2004).

Hoy nadie niega la existencia de la alelopatia, pero es extremadamente dificil
demostrar este fendmeno en situaciones naturales debido a que influyen varios componentes
tanto abidticos como bidticos del ecosistema y diferentes mecanismos de interferencia
podrian operar en paralelo (Inderjit y Asakawa, 2001). Esto hace muy dificil abordar el
fendmeno alelopético en el campo. Ademas, ocurre que no siempre altas cantidades de
aleloquimicos estan correlacionadas con inhibicion del crecimiento y la concentracion de
estos compuestos dentro de la planta no define exclusivamente su potencial alelopético, ya
que estos compuestos pueden sufrir una rapida transformacién que los hagan mas o menos
bioactivos (Macias y col., 2005). Todas estas interacciones hacen dificil definir con claridad
el proceso alelopatico y algunos autores sugieren conceptuar la investigacion alelopatica en

términos de ecologia quimica del suelo (Inderjit y Mallik, 2001).

En resumen, las condiciones ambientales influyen en la sintesis de los compuestos
con actividad alelopatica potencial, pero esta potencialidad (no real) vuelve a sufrir las
consecuencias de la interaccién con el ambiente al ejercer su actividad, pudiendo ser ésta
modificada por las distintas condiciones ambientales (Kobayashi, 2004). En este sentido, los
factores climaticos, ademas de influir en la sintesis de los aleloquimicos (Chaves y Escudero,

1999) pueden también afectar a su actividad.
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|.4.- DESCRIPCION GENERAL DE Cistus ladaniferL.

1.4.1.- Descripcion Morfolégica.

Cistus ladaniferes un arbusto de 1 a 2,5 m de altura, erecto y muy aromatico
(Bolafios y Guinea, 1949) perteneciente a la familia de las Cistaceas. Presenta hojas
coriaceas, glabras en la parte superior y tomentosas en la inferior, sub-sésiles y con tres
nervaduras en el tercio proximal. De flores grandes y vistosas (5 a 8 cm de diametro), se
distinguen dos variedades segun el tipo de flor, la varialéitbrus (Franco, 1971) cuyos
pétalos son totalmente blancos, y la variesadulatus(Franco, 1971), la cual presenta una

mancha oscura sobre la ufia de cada pétalo.

Presenta fruto en cdpsula oval-oblonga o suboblonga escamosa-vellosa, con valvas
en numero basico de 10. La dehiscencia es loculicida valvar, dejando al descubierto
numerosas semillas (250 por carpelo), diminutas (en torno a 0,5-1 mm.), poliédricas, lisas o

ligeramente rugosas (Krollmann y Gilz, 1983).

27



Introduccién

1.4.2.- Descripcion Ecolégica

Segun Braun-Blanquet y col. (1941, ladaniferes una especie originaria de la
Peninsula Ibérica y zona septentrional de Marruecos. Andalucia Occidental, Extremadura y
las zonas occidentales de Madrid, Castilla la Mancha y Castilla Leén, es donde mayor
abundancia presenta, tornandose mas rara en el norte de Galicia, Asturias, Pais Vasco,
Aragon, Murcia, Valencia y Catalufia. En la Peninsula se encuentran distribuidas desde el
nivel del mar hasta los 1000-1200 m de altitud, poniendo en evidencia una gran capacidad de

adaptacion (Bolafios y Guinea, 1949; Nufiez, 1989).

La jara es una especie invasora, tipicamente xeroéfila, sin especificidad por tipo
alguno de suelos (Rivas-Goday y Rivas-Martinez, 1967; Goes, 1968), aunque prefiere
implantarse sobre cuarcita, pizarra y arenisca (Figura 2). En general suelos &cidos con
valores de pH comprendidos entre 3,5-6, correspondientes a suelos pobres en nutrientes y

con una baja mineralizacion.

Figura 2: Detalle del sustrato pizarroso en el que se asienta con frecetatkanifer
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Dentro de los sindromes de vegetacion descritos por Herrera (1984), el analisis
morfoldgico sitla a la jara como una planta tipica del grupo |. Es pues, una especie pionera,
colonizadora de suelos generalmente muy degradados asociados a etapas tempranas de la
sucesion, y que se adapta con gran eficacia a condiciones de baja fertilidad de suelos y estrés

periodico (Nufiez, 1989).

Puede desarrollarse en ambientes climaticos muy diversos y extremos, siendo capaz
de soportar desde estrés de frio, hasta sequedad y altas temperaturas, durante periodos de
tiempo mas o menos largos. Estas condiciones, en sus valores extremos, son factores de
estrés que tienden a limitar el crecimiento de la planta. Frente a esto, la jara ha desarrollado

diferentes mecanismos adaptativos (Nufiez, 1989).

Desarrolla una importante estrategia de supervivencia que poseen ciertas especies
que crecen bajo condiciones ambientales imprevisibles, y que consiste en la variacién en el
tiempo en dormancia y germinacion de las semillas de una poblacion (Gutterman 1994 a,b,c;
Bewley y Black, 1994; Francisco-Ortega y col., 1994). El pretratamiento con altas
temperaturas de estas semillas incrementa significativamente su porcentaje de germinacion
(Garcia-Marquez y Escudero, 1991). Esto explica que se produzca una masiva
recolonizacion por plantulas d€. ladanifer en areas quemadas, debido a las altas
temperaturas que se alcanzan y que rompen el estado de dormancia de las semillas (Pérez-
Garcia, 1997).

Las semillas d€. ladaniferpresentan las siguientes caracteristicas comunes al resto

de miembros de su género:

. Son de pequefio tamafio, lo que facilita su penetracién y acumulacion en el
suelo formando bancos de semillas persistentes. Ademas, contienen pocas reservas nutritivas
por lo que las plantulas tienen que comenzar a fotosintetizar lo mas rapidamente posible; asi,
las jaras germinan preferentemente en espacios abiertos desprovistos de vegetacion en los

que no existe una limitacién a la disponibilidad de luz.
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. No presentan estructuras ni mecanismos especializados de dispersion.Los
frutos de las jaras (capsulas) no se desprenden de la planta al madurar, sino que permanecen
unidos a ella y, al abrirse, van liberando las semillas de forma paulatina. Esto hace que la

diseminacion sea a corta distancia y durante un largo periodo de tiempo.

. La mayor parte de las semillas presentan una cubierta dura e impermeable al
agua, en mayor o menor grado, y como consecuencia de la eficaz proteccion ofrecida por

esta cubierta, suelen tener una longevidad bastante elevada.

En resumen, las semillas de la jara presentan dormicién (imposibilidad de germinar
en condiciones 6ptimas para la germinacidn), impuesta por la dureza de la cubierta seminal,
que implica un mayor o menor grado de impermeabilidad al agua. Este hecho determina que

el agua no llegue al embrion de la semilla y, por tanto, que la germinacion no tenga lugar.

En condiciones naturales, el deterioro o desgaste de la cubierta seminal por diversas
causas, combinado con las temperaturas relativamente bajas, serian los factores principales
que promoverian la germinacion de las jaras. Pero el deterioro de esta cubierta puede
alcanzarse de forma dréastica, por ejemplo con las altas temperaturas de los incendios. En este
caso, las altas temperaturas que se producen durante los incendios provocan dafios y

pequefas fracturas en la cubierta seminal posibilitando la absorcién de agua por el embrion.

Tras el fuego, la mayor parte de las semillas germinaran cuando haya la suficiente
cantidad de agua disponible en el suelo y las temperaturas sean las adecuadas, dando lugar
asi a germinaciones masivas y sincronizadas. Las jovenes plantulas se desarrollan entonces
en suelos ricos en elementos minerales activos y sin una cubierta vegetal que compita con
ellas por la luz, el agua o los nutrientes. En &reas arrasadas por los incendios se ha
comprobado, de forma experimental, que las jaras llegan a producir entre 10 y 20 veces mas

plantulas que en zonas no alteradas (Valbuena y col., 1992; Delgado y Serrano, 2001).
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No obstante, esto no siempre es asi. Existen numerosas evidencias de la germinacion
de jaras sin que haya habido previamente un incendio. Asi, es un hecho comprobado que las
jaras son capaces de colonizar areas fuertemente alteradas por el hombre, tales como pastos y
terrenos de cultivo abandonados y zonas boscosas deforestadas. Hay que tener en cuenta que
las jaras producen enormes cantidades de semillas. Se calcula que una sola @anta de
ladanifer puede llegar a producir 250.000 semillas por afio (datos observados y en
publicacion). Basta con que s6lo una pequefa fraccion de las semillas producidas por una
poblacion sean capaces de germinar (semillas "blandas"), para mantener y perpetuar dicha
poblacion.Su forma de crecimiento: rapida germinacién y desarrollo de las plantulas tras
una perturbacion fuerte, la hacen ser una tipica especie estratega de la “r". En un solo afio es
capaz de ocupar el 75% de la cobertura del suelo, a pesar de presentar solamente un 4-5% de

capacidad germinativa en condiciones normales.

Tras la germinacion, las plantulas que sobreviven una vez instaladas, compiten entre
ellas eliminandose gran cantidad de individuos, de esta manera se originan huecos que
provocan la aparicién de invasores o nuevas jaras que ayudan a perdurar el sistema (Nufiez,
1989).

Dado que después de un incendio sus semillas germinan de forma masiva las
especies de jaras se han encuadrado, tradicionalmente, dentro de la categoria de plantas
piréfitas, no obstante, la tendencia actual es a clasificarlas simplemente como oportunistas,
capaces de invadir terrenos alterados en ausencia de plantas competidoras (Pérez Garcia y
Pita Villamil, 1999).
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1.4.3.- Descripcién Fenoldgica.

El estudio del ciclo vegetativo y reproductivo a lo largo del afio, o sea la fenologia,
aporta una importante informacion acerca de la duracién de las diversas fases del desarrollo
vegetativo frente a la variacion de los factores ambientales (Larcher, 1977). El complejo de
condiciones edafo-climaticas de la vegetacidon estd sujeto principalmente a la temperatura,
siendo éste el principal factor influyente en la distribucion de las plantas en la tierra (Baker y
O’dowd, 1982). La accion de este factor es tan evidente que se puede comprobar observando
una misma especie en diferentes altitudes o latitudes, pudiendo adoptar los individuos
aspectos diferentes e incluso existir diferencias tanto cualitativas como cuantitativas en la
composicion del exudado de las plantas (Chaves, 1994; Sosa y col., 2005). La cantidad de
luz también es un pardmetro importante, situandose preferentemente en lugares que reciben

intensidades luminicas superiores a 360 caltan(Matias, 1990).

Los distintos estados fenoldgicos de C. ladarster los siguientes:

. La produccion foliar se inicia cuando empiezan las primeras lluvias,
reduciéndose durante el periodo de sequia. La formacion de yemas auxiliares tiene su inicio
de modo general en la segunda quincena da Enero hasta Mayo, periodo que coincide con la

mayor abundancia de agua en el suelo (Lopes-Borges, 1988).

. La floracién ocurre entre mediados de Febrero y Mayo, dependiendo de las
localidades (Lopes-Borges, 1988). En Extremadura se produce hasta Junio vy

esporadicamemte se encuentran individuos floridos en Noviembre.

. La caida de la hoja tiene lugar dos veces al afio, la primera y mas abundante
ocurre durante la segunda quincena de Mayo y la primera quincena de Junio, y la segunda
entre Agosto y Octubre. Este periodo debe estar controlado por mecanismos fisioldgicos, que
a su vez estan condicionados por diversos factores ambientales como temperatura, humedad,

etc. (Nufez, 1989). Ademas, que la caida sea justo antes del verano, favorece la retencion del
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agua, puesto que se reduce la evapotranspiracion de la planta, ya que la superficie foliar de

las nuevas hojas resulta bastante inferior a la de las viejas (Nufiez, 1989).

Las caracteristicas genéticas de cada individuo asi como las variables del medio en
que se desarrollan son determinantes en las dimensiones del aparato vegetativo de la planta,
de tal manera que la variabilidad intrapoblacional refleja la influencia del genotipo, mientras

que la interpoblacional manifiesta la importancia del medio.

I.4.4.- Exudado de Cistus ladanifek..: antecedentes bibliograficos.

Cistus ladaniferL. es vulgarmente llamada “Jara pringosa” debido a la peculiaridad
que presentan sus tallos y hojas de secretar una sustancia pegajosa denominada ladano. Esta
gomorresina ha sido objeto de estudio por diferentes autores (Garcia-Martin y Garcia-
Vallejo, 1969), principalmente debido a su interés industrial en perfumeria y como agente
quimiotaxonémico (Proksch y Gilz, 1984; Vogt y Gllz, 1991), por ser especifico de cada

especie.

Garcia Martin y Garcia Vallejo (1969), fueron de los primeros investigadores que
analizaron la gomorresina @astus ladaniferidentificando una serie de compuestos. Segun
estos autores, el mayoritario es cepineno, seguido de una serie de compuestos que
constituyen un alto porcentaje en la composicion, como son: fendrona, linelol, canfeno, p-
cimeno, bornilo, borneol, acetato de linalilo, neral y geraniol. Los &cidos libres, fenoles y
aldehidos, constituyen un porcentaje inferior, como son: timol, carvanol, felandreno,

furfural, benzaldehido y metilheptilacetona.
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Con posterioridad, Pascual y col. (1972, 1974, 1977, 1979 y 1982) identificaron los
siguientes diterpenos: acido labdandlico, 4cido ladanico y acido oxocativico. Aislaron e
identificaron los siguientes flavonoides: apigenina 7 (O) metil, kaemferol 3,7,4" tri(O) metil,
apigenina 7,4" di(O) metil y kaemfero 3,7 di(O) metil; y los terpenos monohidroxilados: 15-

nor-8-labdanol, viridiflorol, ledol, ladenol y oxocativol.

Proksch y col. (1980), caracterizaron seis compuestos oxigenados: bencil benzoato,

cis-ocimenona, 2-hidroxi-6-metil acetofenona, pinocarvona, aldheido canfoleno y tagetona.

Proksch y Gulz (1984), caracterizaron tres flavonoides agliconas: kaemferol 3 (O)

metil, apigenina 4" (O) metil y kaemferol 3,4" di(O) metil.

Chaves y col. (2001b) aislaron e identificaron los siguientes compuestos fendlicos:
Acido ferdlico, Acido cinamico, Acido hidrocinamico, Acido 4-hydroxibenzoico, Acido
metilpropionato, Acido oxalico, Acido metilmalénico, Acido p-anisico, Acido butirico,

Acido hidroxibutirico y Azuleno.
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.- Objetivos
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I1.1.- JUSTIFICACION DEL TRABAJO DESARROLLADO.

Hace aproximadamente 10 afios, en el area de Ecologia de la UEX, se inicié una
linea de investigacién sobre el comportamiento alelopatico de una especie ampliamente
distribuida en la Peninsula Ibérica y emblema de la region extremefia, co@istuss

|adanifer L.

Los esfuerzos en estudiar el efecto alelopéatico entre plantas puede ayudar a
comprender las complejas interacciones que se producen entre ellas, revirtiendo en la
comprension de la dinAmica de los ecosistemas (Smith y Martin, 1994) y pudiendo aportar

explicaciones de la dificultad encontrada en la regenaracidn de algunos bosques.

Se eligi6 esta especie porque se ha demostrado (Malato-Beliz y col., 1992) que
interviene en la disminucién de la riqgueza y diversidad de herbaceas y arbustos que se

encuentra en las comunidades donde ella aparece, Figura 1y 2.

La causa de esta disminucion puede ser como respuesta a varios factores:
competencia por nutrientes, interferencia quimica, acumulacion de hojarasca, penetracion de
la luz, etc. (Kuuluvaine, 1994). Pero trabajos previos (Chaves y Escudero, 1997) han
demostrado el potencial alelopatico que presenta el exudado de las hGjakadmifer,
pudiendo ser ésta la causa principal de la disminucién de las herbaceas proximas a esta

especie.
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Figura 1: Imagen en la que se observa la disminucién de abundancia
de vegetacion en la zona de influenciaCdéadanifer.

Figura 2: Imagen de un jaral tipico sin especies acompafantes, ni
arbustivas ni arbéreas.
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Una vez demostrado su potencial alelopatico, nos planteamos seguir profundizando
en este estudio. Lo primero fue comprobar la actividad de los ocho flavonoides que se habian
identificado en el exudado d& ladanifer (Chaves y col., 1998ademas de identificar y

comprobar la actividad del resto de compuestos.

Los primeros resultados obtenidos pusieron de manifiesto que dos flavonoles
(kaemferol 3(O) metil y kaemferol 3,4" di(O) metil) y la flavona apigenina 4°(O) metil son
los tres flavonoides agliconas, de los ocho identificados en el exudaddatknifer que
presentan actividad alelopéatica (Chaves y col.,, 2001a). Su actividad no esta relacionada
directamente con la inhibicién en la germinacion, pero si afectan al tamafio de la raiz, de
cotiledones y retrasan el nacimiento de cotiledones. El retraso en la velocidad de
germinacion y crecimiento de radicula es importante para el establecimiento de todas las
especies en condiciones naturales, afectando a la oportunidad de la planta para establecerse,
pues no aprovecha bien las condiciones favorables, como pueden ser las primeras lluvias, y

pudiendo verse también dificultada la penetracion de la raiz en el suelo.

Posteriormente se determiné la naturaleza quimica de otros 11 compuestos
pertenecientes al exudado (Chaves y col., 2001b) (Ac. ferulico, Ac. cinamico, Ac.
hydroxicinamico, Ac. hydroxibenzoico, Metilpropinato, Ac. oxalico, Ac. metilmaldlico, Ac.
anisico, Ac. butirico, Ac. hydroxibutirico y Azuleno) y se demostrdé que poseian actividad
alelopética (Chaves y col., 2001b). Usualmente, los compuestos que presentan actividad
alelopatica derivan de varias fuentes y determinar su origen es bastante complejo. Pero si es
cierto que el efecto alelopatico esta determinado por la accién conjunta de todos ellos. Como
se demostré en este estudio, la acciéon conjunta de todos o parte de ellos es més activa que
cuando actian por si solos, poniéndose en evidencia que la mezcla de estos compuestos,
incluso de aquellos que tienen un efecto negativo muy débil sobre el desarrollo de las

plantulas, sinergizan el comportamiento alelopético.

Actualmente se esta profundizando en el conocimiento de la biodisponibilidad de
estos compuestos en el medio natural, poniéndose de manifiesto la necesidad de estudios que

nos acerquen mas a la realidad el efecto alelopatico de cualquier tipo de especie (Einhelling,
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1995; Inderjit y col., 1999) y con este fin, para acercarnos mas a las condiciones naturales,

nos planteamos el siguiente objetivo:

- Conocer la existencia, la persistencia y la degradacion de los compuestos con
actividad alelopética en el suelo, y determinar los factores ambientales responsables

de su sintesis.

Se demostro la presencia de algunos de estos compuestos en suelos as@ciados a
ladanifer (Chaves y col., 2003), inhibiéndose la germinacion de herbaceas en los ensayos
realizados en los suelos de jarales. Pero los resultados obtenidos pusieron de manifiesto que
existe heterogeneidad en el comportamiento alelopéatico anual de los suelos derivados de
ladanifer, comprobandose un claro efecto estacional en la inhibicién de la germinacién y

desarrollo de plantulas.

Asi mismo, la composicion de compuestos hasta ahora identificados con actividad
alelopatica en hojas y hojarasca, es diferente cuantitativa y/o cualitativamente tanto a nivel
estacional, interpoblacional, como entre estos dos tipos de hojas (Sosa y col., 2005); y la
sintesis de estos compuestos es inducida por factores fisicos como la temperatura, la luz y el
estrés hidrico (Sosa y col., 2005). Esto implicaria que las diferentes caracteristicas climéticas
que se producen entre estaciones pueden estar influyendo en el comportamiento alelopatico
de esta especie. Es necesario afiadir que el estudio de la incorporacién y degradacion de estos

compuestos en el suelo se esta realizando actualmente.
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I1.2.- OBJETIVOS.

Considerando los resultados obtenidos hasta ahora, y con el fin de delimitar la
actividad alelopatica de esta especie, los resultados presentados en esta tesis derivan del

siguiente objetivo principal:

- Determinar si el comportamiento alelopético de una especie, en este caso
Cistus ladanifer, es dependiente de las condiciones climédticas en las que se

encuentre.

Para desarrollar este objetivo general es necesario realizar la siguiente secuencia de

objetivos particulares:

1.- Determinar, en el laboratorio, el efecto de los factores ambientales luz (fotoperiodo) y
temperatura sobre la actividad alelopéatica tanto de los compuestos identificad@s en

|adanifer como de sus mezclas.

2.- Determinar la actividad alelopética de los compuestos presentes en el exudado y suelo de

C. ladanifer aun sin identificar. Lo cual requiere:
2.1.- Caracterizar estos compuestos.
2.2.-Cuantificar, ensayando con cada uno de ellos, su posible actividad alelopatica.

2.3.- Estudiar los factores ambientales responsables de la sintesis y secrecién de

estos compuestos en condiciones naturales y controladas.
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2.3.1.-Cuantificar la variacion cuantitativa y cualitativa de estos compuestos en

las hojas, hojarasca y suelo de jarales a lo largo del afio.

2.3.2.-En invernadero, bajo condiciones controladas, estudiar la respuesta de la

secrecidn de estos compuestos a:
2.3.2.1.-La temperatura.

2.3.2.2.-Estrés hidrico.

3.- Cuantificar la actividad alelopéatica de una especie dependiente de las caracteristicas
climédticas a las que estd sometida, realizando el estudio en diferentes poblaciones con

caracteristicas climaticas distintas.
3.1.- Cuantificar el efecto derivado de las hojas.
3.2.-Cuantificar el efecto derivado de la hojarasca.

3.3.-Cuantificar el efecto derivado del suelo.
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lll.- Materiales y Métodos
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ll.1.- EFECTO DE LOS PARAMETROS FiSICOS LUZ Y TEMPERATURA EN LA
ACTIVIDAD DE COMPUESTOS FITOTOXICOS.

I11.1.1.- Seleccion de compuestos y preparacién de las soluciones.

Los compuestos utilizados fueron identificados del exudado. tedanifer(Chaves
y col., 2001b) mediante técnicas cromatograficas de gases y espectrofotometria de masas.

Los compuestos se obtuvieron comercialmente de la empresa Aldrich-Chemical.

Se prepararon diferentes soluciones a distintas concentraciones con agua Milli-Q,
tanto de los compuestos por separado como de diferentes mezclas de ellos. Para la obtencion
de las mezclas se tuvo en cuenta la accién que ejercian por separado cada uno de ellos,
estudiando la interaccion de los que afectan negativamente a la germinacion, por otro lado de
los que afectan al nacimiento de los cotiledones, y de los que influyen en el tamafio de la raiz

y cotiledones, asi como la mezcla de todos los compuestos (Chaves y col., 2001b).

Las concentraciones utilizadas en los ensayos, para los compuestos por separado,
fueron desde ItM, concentracion maxima recomendada para los bioensayos alelopaticos
(Rice, 1984; Macias y col., 1993), hasta la concentracion en la que no aparece efecto

negativo en ninguno de los pardmetros medidos (Chaves y col., 2001b):
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1 -Acido Ferdlico (4cido fendlico): T8y 0,5-10°M

2 -Acido Cinamico (&cido fendlico): ™ y 10*M

3 -Acido 4-Hidroxibenzoico (acido fendlico): i y 10*M
4 -Acido Hidrocinamico (acido fendlico) : 9y 10'M

5 -Metilpropionato (acido graso): 301, 10°M y 10'M

6 -Acido Oxalico (4cido organico): ™y 0,5-10°M

7 -Acido Metilmalénico (acido organico): I8y 0,5-10°M
8 -Acido p-Anisico (acido fendlico): Ty 0,5-10°M

9 -Acido Butirico (acido graso): f®1, 10°M y 10'M

10 -Acido 3-Hidroxibutirico (acido graso): 01 y 0,5-10°M

11 -Azuleno (hidrocarburo): M y 10*M

En los bioensayos realizados con las mezclas, se ensayaron dos concentraciones;
10°M y 0,5-10°M. La seleccién de compuestos que conforman cada mezcla se ha realizado
considerando la accion que ejercian cada uno por separado en los ensayos realizados

previamente (Chaves y col., 2001b). La composicion de las mezclas fueron las siguientes:

- Mezcla 1: Mezcla de compuestos que inhiben la longitud de las raices cuando se
ensaya con cada uno de ellos por separado (&cido 4-hidroxibenzoico,

acido p-anisico y azuleno).
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- Mezcla 2: Compuestos de la mezcla 1 mas acido hidrocindmico, compuestos con un

efecto muy negativo en el nacimiento de cotiledones.

- Mezcla 3: Compuestos de la mezcla 1 mas acido cinamico, otro de los compuestos

con mayor efecto negativo sobre el nacimiento de cotiledones.
- Mezcla 4: Compuestos de la mezcla 1 mas &cido hidrocinamico y acido cinamico.

- Mezcla 5: Mezcla de compuestos que inhiben la longitud de los cotiledones cuando
se ensaya con cada uno de ellos aisladamente (acido ferulico, acido 4-
hidroxibenzoico, acido oxalico, acido metilmalénico, &cido p-anisico y

acido 3-hidroxibutirico).
- Mezcla 6: Compuestos de la mezcla 5 mas 4cido hidrocinamico.
- Mezcla 7: Compuestos de la mezcla 5 mas &cido cinamico.
- Mezcla 8: Compuestos de la mezcla 5 mas &cido hidrocinamico y cinamico.

Mezcla 9: Mezcla de compuestos que inhiben el nacimiento de cotiledones y
débilmente la germinacién cuando se ensaya con cada uno de ellos por

separado (acido hidrocindmico y &cido cinamico).

- Mezcla 10: Mezcla de todos los compuestos (acido ferdlico, acido hidrocinamico,
acido cinamico, acido 4-hidroxibenzoico, acido oxalico, acido

metilmalénico, acido p-anisico y acido 3-hidroxibutirico).
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[11.1.2.- Condiciones de los ensayos.

Para determinar el efecto de la luz y temperatura en la actividad de los compuestos
con fitotoxicidad identificadas en el exudado de C. ladamskedisefiaron 4 experiencias, las
cuales alternaban condiciones de fotoperiodo corto (9 horas de luz-15 horas de oscuridad) y
fotoperiodo largo (15 horas de luz-9 horas de oscuridad) con temperaturas a€asn(20
oscuridad-3%C con luz) y temperaturas constantes®°(35 Tanto los compuestos por

separado como las mezclas fueron sometidos a cuatro tratamientos diferentes:

TratamientoA: Temperatura constante (£ — Fotoperiodo largo (15 horas de luz -

9 horas de oscuridad); TC-FL.

TratamientoB: Temperatura constante (€9 — Fotoperiodo corto (9 horas de luz -

15 horas de oscuridad); TC-FC.

TratamientoC: Temperatura altas (20 en oscuridad - 36 con luz) — Fotoperiodo

largo (15 horas de luz - 9 horas de oscuridad); TA-FL.

TratamientoD: Temperatura altas (20 en oscuridad - 36 con luz) — Fotoperiodo

corto (9 horas de luz - 15 horas de oscuridad); TA-FC.
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[11.1.3.- Ensayos de germinacion.

[11.1.3.1.- Seleccién de semillas.

Las semillas seleccionadas para la realizacién de los ensayos de germinacion fueron
de la especi®umex crispusEsta especie fue elegida tras haber realizado diferentes tipos de
ensayos, tanto con el exudado@lstus ladanifefChaves y Escudero, 1997) como con los
compuestos elegidos (Chaves y col., 2001a), siendo una de las especies que se mostraba mas
afectada negativamente tanto en la germinacién como en el desarrollo de las plantulas. La
recogida de semillas se realiz6 en su habitat natural dada la imposibilidad de encontrarlas en

el mercado, y en la estacion de verano cuando estdn maduras.

[11.1.3.2.- Ensayos.

Se sembraron 25 semillas BRe crispusen placas Petri con papel Whatman n°118.
Cada dos dias se regaron con las diferentes concentraciones seleccionadas para los
compuestos y las mezclas (4 réplicas de cada una de ellas) y con agua Milli-Q las placas
control. Todas ellas se mantuvieron durante 10 dias en una cdmara de cultivo bajo las

condiciones anteriormente citadas.

[11.1.3.3.- Parametros medidos para cuantificar la fitotoxicidad de los compuestos

Los procedimientos mas comunes para determinar la actividad biolégica de

sustancias alelopéticas usadas en ensayos de inhibicion/actividad son (Wardle y col., 1991):
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Medida de la actividad biologica especifica (inhibicion de fotosintesis).
Medida de aspectos referentes al crecimiento de las plantas afectadas (germinacion,
nacimiento de cotiledones, tamafio de la raiz, tamafio de cotiledones o biomasa).
En este caso, al final de cada experiencia se contabilizaron:
- Numero de semillas germinadas.
- Numero de cotiledones emergidos.
Y se midieron de 10 plantulas, elegidas al azar y por placa:
- Longitud de las raices.

- Longitud de los cotiledones.
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l11.2.- IDENTIFICACION, COMPROBACION DE ACTIVIDAD POTENCIAL Y
CUANTIFICACION DE DITERPENOS EN Cistus ladanifer L.

[11.2.1.- Identificacion de compuestos.

En este apartado se describen los distintos pasos y las técnicas utilizadas, desde la
extraccién del ladano, hasta la purificacion e identificacion final de cuatro compuestos

detectados en el exudado de C. ladanifer

[11.2.1.1.- Extraccion del exudado.

Hojas frescas deC. ladanifer eran sumergidas en cloroformo para extraer el
exudado. Evaporado el cloroformo, el residuo se resuspende en metanol y es guardado en el
congelador a -20°C durante 12 horas para producir asi la precipitacién de las ceras. Una vez

precipitadas, se recoge el sobrenadante y se almacena hasta su posterior analisis.

[11.2.1.2.- Aislamiento y pre-purificacién de los compuestos. Técnicas preparativas

Antes de la purificacion de los compuestos, el exudado era separado en varias
fracciones por cromatografia en columna usando como relleno Sephadex LH-20 (Vogt y

Gulz, 1991) y como eluyente metanol.
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La fraccibn con mayor presencia de estos compuestos era nuevamente
cromatografiada, en HPLC (Waters: Bombas: 515 HPLC Pump; Inyector: 717plus
Autosampler; Detector: 996 Photodiode Array Detector;) (Figura 1) con columna
semipreparativa de fase reversa: Spherisorb S10 ODS2 10x250 mm y usando como eluyente
agua/acetonitrilo bajo las siguientes condiciones de gradiente:

0 — 5 min: 100% Agua (1ml /min)

5 — 30 min: 70% Agua-30% Acetonitrilo (1ml /min)

30 — 40 min: 45% Agua-55% Acetonitrilo (1ml /min)

40 — 60 min: 40% Agua-60% Acetonitrilo (0,5ml /min)

60 — 65 min: 45% Agua-55% Acetonitrilo (0,5ml /min)

65 — 75 min: 100% Acetonitrilo (1ml /min)

75 — 85 min: 100% Agua (1ml /min).

Figura 1: Cromatdgrafo liquido de alta presion, HPLC, usado para la separacion y andlisis de
las distintas muestras.
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D3.

Con estas condiciones se obtuvo el siguiente cromatograma (Figura 2):

Figura 2: Cromatograma obtenido del exudadddddadaniferen el cual se sefialan los picos

correspondientes a los compuestos por identificar.

De este perfil se seleccionaron y recogieron los tres picos mayoritarios: D1, D2 y
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Paralelamente, con el objeto de obtener més cantidad de estos compuestos, ademas
de lo obtenido por HPLC, se realizaron experiencias de separacion basadas en técnicas
preparativas de cromatografia en placa de silica. En estas placas fue colocado el exudado

puro, el cual se dejo correr con eluyente 25% hexano-acetona.

[11.2.1.3.- Purificacion de los compuestos. Técnicas analiticas.

En las fracciones pre-purificadas se comprobd, mediante los espectros de RMN, que
los compuestos analizados aun no estaban puros. Por tanto, se realizaron pruebas
cromatograficas en pequefas placas de silica con distintos eluyentes (diclorometano-acetato
de etilo; hexano-acetato de etilo; hexano-acetona; diclorometano-acetona) y a distintas

concentraciones, para seleccionar las mejores condiciones de separacion.

Las condiciones 6ptimas de separacion fueron: 5% DCM(diclorometano)-Acetona,
aunque dependiendo de las caracteristicas de la columna y el compuesto a analizar, se
utilizaron también otros solventes y otras concentraciones (15% hexano-acetona, etc.)
(Figura 3).

Figura 3: Cuaderno de trabajo donde se recogen algunas de las placas-prueba realizadas
en la seleccion del solvente.
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Se procedi6 a la realizacion de distintas técnicas de separacion tanto

semipreparativas como analiticas con el fin de aislar los compuestos:

Cromatografia en columna de silica en fase normal y eluyente al 5% de DCM-
Acetona. Se pasaron cada una de las muestras y se dividieron cada una en 25 fracciones
(Figura 4). De cada una se fue comprobando su contenido mediante cromatografia en capa
fina de silica en fase normal y eluyente al 5% de DCM-Acetona, juntandose aquellas que

contenian el compuesto puro.

Figura 4: Cuaderno de trabajo donde se muestran las placas-prueba de silica que recogen
el contenido de cada fraccién una vez ha pasado toda la muestra por la columna
cromatografica.

Tras juntarlas y evaporar en el rotavapor el solvente, se obtiene cierta cantidad de
compuesto que nuevamente fue ultrapurificado en el HPLC con columna analitica
Spherisorb 5um ODS2 4,6x150 mm con eluyente de hexano-Acetona al 25% a un flujo de
1ml/min. Los picos se recogen y se comprueba su pureza por Resonancia Magnética Nuclear
(RMN).
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[11.2.2.- Comprobacion de la actividad.

En este apartado, se pretende comprobar la fitotoxicidad de los diterpenos
identificados. Para ello se realizaron dos tipos de bioensayos, uno denominado de actividad
general y otro de fitotoxicidad. En el primero se cuantifica el efecto de cada compuesto sobre
la capacidad de elongacion de coleoptilos etiolados de trigo. Por su parte, en los bioensayos
de fitotoxicidad se evalla el efecto de los compuestos ensayados sobre la germinacion y el

desarrollo de cinco especies receptoras estandares (STS).

[11.2.2.1.- Bioensayo con coleoptilos etiolados de trigo.

Semillas de trigoTriticum aestivuniL.) eran puestas a germinar en placas Petri (15

cm de diametro), en agua destilada y en total oscuridad a 22°C (Figura 5).

Agua
destilada
Oscuridad

22°C

Camara de cultivo
4 dias

Figura 5: Resumen de las condiciones de cultivo para la obtencién de coleoptilos etiolados de trigo.
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Después de cuatro dias, los coleoptilos eran seccionados. Se descartan los
meristemos apicales de 2mm y se usan para el bioensayo los siguientes 4mm de la seccion

del coleoptilo. Todas las manipulaciones se llevan a cabo bajo luz verde (Hancuck, 1964).

Se introducen en tubos de ensayo con una disolucion tampén a pH 5 de sacarosa

(20g/l), &cido citrico (1,02g/1), y fosfato potasico dibasico (2,9g/l). EI medio usado para

-3 -6
disolver los compuestos y preparar las diferentes concentracionesl(l¥) fue DMSO,

en una proporcion de ml de tampon.

Cinco coleoptilos en 5ml de solucién, a diferente concentracidn, se pusieron en cada
uno de los tubos, y estos a su vez se colocaron en un rotor para mantener el cultivo en
continuo movimiento dentro de la cAmara de cultivo, en total oscuridad y a 22°C durante 72
horas (Macias y col., 1999) (Figura 6). Tras este tiempo, los fragmentos de coleoptilos
fueron medidos automaticamente mediante procesamiento de imagenes digitales en un

equipo Photomed Equipment Software (Castellano, 2002).

Rotor

Q@ ) O -y 72h a 22°C en
4 mm : camara de cultivo

Coleoptilo etiolado Soluciér_l tampon

Diterpenos
(Distintas concentraciones)

Figura 6: Resumen esquematico de las condiciones del bioensayo con coleoptilos etiolados de trigo.
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[11.2.2.2.- Bioensayos STS (Standard Target Species).

El bioensayo STS o de actividad fitotoxica se lleva a cabo en placas Petri de 90 mm
de didmetro sobre papel Whatman n® 1 donde se depositan las semillas. De forma general,
para semillas menores de 8 mm se utilizan 25 semillas por cada placa. Para semillas grandes
se emplean 10. La utilizacién de 4 réplicas para las primeras y 10 en las segundas, asegura

100 semillas por disolucién para cada uno de los compuestos a ensayar.

Las disoluciones utilizadas (5ml/placa) se preparan a partir de una solucién tampon
de acido 2-[N-morfolino]etanosulfénico (MES) 10mM, a la que se le afiade el compuesto a
evaluar a la concentracion deseada. La disolucion de &cido 2[N-morfoliono]etanosulfénico
(MES) 10mM se ajusta a pH 6 con NaOH 1M. El producto se disuelve previamente en
DMSO de forma que la concentracion final sea de 0,5% v/v. Las concentraciones siguientes

se obtienen por dilucién de la solucién madre.

Las semillas se incuban en condiciones de oscuridad en una camara de germinacion
a 22 °C. El tiempo de incubacion depende de la semilla. Asi, para el tdrepidium
sativumL.) es de 3 dias; para la lechudaadtuca sativa L.), el berroLycopersicum
esculentuni.) y el trigo {Triticum aestivurriL.) 5 dias, y para la cebollalium cepa L.) 7
dias (Macias y col., 2003)

Una vez concluido el ensayo, las placas se congelan a -10°C durante 24 horas para
evitar el crecimiento de las plantulas durante el proceso de medida. El proceso de

congelacion favorece la manipulacion de las plantulas, evitando asi errores en la medicion.

Una vez descongeladas y estiradas sobre una plantilla, se utiliza el dispositivo
FITOMED (“Sistema automatizado para la adquisicion simultanea y gestion informatizada
de medidas de longitud variable. FITOMED®” P9901565. 2155034B1. Boletin Oficial de la
Propiedad Industrial, 1/11/01. 2001), para su medida y tratamiento estadistico.
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[11.2.3.- Cuantificacion de diterpenos en condiciones naturales.

[11.2.3.1.- Seleccion de los puntos de muestreo y recogida de muestras.

Para la cuantificacion de los diterpenos, se han recogido muestras de jaras en cuatro
puntos, correspondientes a cuatro localidades distribuidas por la provincia de Badajoz:

Quintana de la Serena, Hornachos, Jerez de los Caballeros y Cabeza la Vaca.

En cada poblacion se selecciond un jaral con caracteristicas estructurales similares
(densidad, superficie, edad, etc.). Se recogieron muestras a lo largo del afo (final de cada

estacion) de hojas, hojarasca y suelos.

Las hojas seleccionadas eran hojas nacidas durante ese mismo afio y la hojarasca
eran hojas desprendidas, recogidas de la parte més superficial de la capa que forman las
mismas en el suelo. Tanto las hojas como la hojarasca se recogieron de diferentes individuos

elegidos al azar.

Del suelo del jaral y suelo contiguo al mismo (suelo control) se recogieron muestras
de la parte més superficial (10cm), en una cantidad aproximada de 1kg. Las muestras de
suelo pertenecen a diferentes jaras elegidas al azar. Por su parte, el suelo utilizado como

control fue recogido en zonas contiguas a los jarales, pero sin presencia de C. ladanifer.

Todas las muestras se marcan, se enumeran y se transportan en bolsas hasta el

laboratorio para su posterior analisis.
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[11.2.3.2.- Extraccién de exudado.

Para poder determinar y cuantificar los compuestos presentes en las muestras de
hoja, hojarasca y suelo, se procedid a extraerlos con solventes organicos: cloroformo para

hojas y hojarascas y metanol para el suelo.

. Extraccion del exudado de hojas y hojarascas: unos 0,5g de hojas (2-3 hojas)
y 2g de hojarasca (5 réplicas de cada uno de ellas) se sumergen en 2ml de cloroformo, de tal
manera que arrastre el exudado de las mismas (Chaves y col., 1993). Estas muestras se
congelan a -2« durante 12 horas para que precipiten las ceras, las cuales se retiran
mediante centrifugacion, almacenandose el sobrenadarfi@ pafa su posterior andlisis
(Vogt y Gilz, 1991).

. Extraccion de los compuestos presentes en el suelo: Se han descrito
diferentes métodos de extraccion de los componentes del suelo. Bajo condiciones
controladas, Dalton y col. (1987, 1989) y Dalton (1989, 1999), comparan algunos de los
procesos de extraccion de suelos usados para recoger aleloquimicos de sistemas naturales y
cultivados. De los extrayentes ensayados, la eficacia de los mismos fue generalmente en este

orden: agua=metanol<acetato s6dico<EDTA=DTPA<hidroxido sodico.

Gallet (1994), para extraer estos compuestos, agita 30g de muestras de suelo con
250ml de agua destilada durante 20 horas bajo N y a temperatura ambiente. Inderjit y

Dakshini (1992) también realizan la extraccion mediante agua destilada (5:1,volumen:peso).

Estos autores consideran que los resultados obtenidos con este método, mediante
extraccidén con agua, son significativos por razones ecolégicas. Por esta razon, y puesto que
segun Dalton (1989), el metanol presenta el mismo poder de extraccion que el agua, en este
estudio se utiliz6 metanol para facilitar la evaporacion que hay que realizar con posterioridad

a la extraccion.
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Se procedio del siguiente modo: 25g de suelo se extraen con 40ml de metanol,
agitdndose durante 2 horas. El extracto resultante se filtra y se evapora hasta un volumen
final de 1ml (5 réplicas por cada punto de muestra), almacenanddSepard su posterior

analisis.

[11.2.3.3.- Analisis del exudado. Cuantificacién por HPLC. Recta patrén.

Los solventes organicos almacenados de muestras de hojas, hojarasca y suelo fueron
analizadas por HPLC (Waters; Bombas: 515 HPLC Pump. Inyector: 717plus Autosampler.
Detector: 996 Photodiode Array Detector) (Figura 1).| 2uextracto de solvente organico
eran inyectados en una columna analitica de fase reversa Spherigorb854,6x250mm.

La fase mdovil utilizada fue agua/acetonitrilo, utilizandose el gradiente descrito en el apartado
1.2.1.2.

Una vez obtenido el cromatograma, se cuantifico la cantidad de cada diterpeno
presente en las muestras utilizando la ecuacién de la recta de calibrado correspondiente. A
continuacion se representa la recta patron de cada uno de los diterpenos identificados (Figura
7).
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Recta Patron de D1y = 1,1186x Recta Patron de D2y = 0,9307x
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Figura 7: Rectas patrones (de calibrado) de los cuatro diterpenos identifica@osaelanifer
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l11.2.4.- Cuantificacion bajo condiciones controladas: Experimentos en camara de

cultivo.

Con el objeto de estudiar la influencia de los parametros fisicos que determinan la
sintesis de estos compuestos, se realizaron experiencias en condiciones controladas donde se

cuantifico el efecto de la temperatura y el estrés hidrico.

I11.2.4.1.- Recoleccién de las plantas.

Después de intentar obtener, de forma infructuosa, plantas adulaslatéanifer
mediante semillas, y no encontrando en el mercado ejemplares adecuados para la realizacion

de las experiencias, se opto por la obtencion de los pies de planta en el medio natural.

Se seleccionaron jaras de 2 afios de edad con 20-30cm de altura. Se extrajeron del
suelo sin dafar las raices y se transplantaron, en sustrato universal, a macetas de PVC de
10cm de diametro y 20cm de profundidad. ElI proceso de transplante se realizd
inmediatamente y en el lugar de recoleccién para impedir el deterioro de la planta y facilitar
su enraizamiento. Posteriormente se transportaron al laboratorio, donde se mantuvieron
durante 2 meses en condiciones naturales antes del inicio de los tratamientos. Este periodo de
adaptacion consistié en regar las plantas una vez por semana y mantenerlas bajo condiciones

de luz y temperatura ambiente.

[11.2.4.2.- Condiciones de los ensayos.

Se disefiaron cuatro ensayos en camara de germinacion (Figura 8), con 9 individuos
cada uno, combinando condiciones de altas y bajas temperaturas con estrés y sin estrés

hidrico. En todos los ensayos se mantuvo el mismo fotoperiodo con 14 horas de luz.
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1. 30°C con luz y 15°C en oscuridad - Sin estés hidrico. (Plantas regadas cada 2 dias)

AT-Sin E.H.

2. 30°C con luz y 15°C en oscuridad - Con estés hidrico. (Plantas regadas cada 7 dias)

AT-Con E.H.

3. 13°C con luz y 4°C en oscuridad - Sin estés hidrico. (plantas regadas cada 2 dias)

BT-Sin E.H.

4. 13°C con luz y 4°C en oscuridad - Con estés hidrico. (plantas regadas cada 7 dias)

BT-Con E.H.

Figura 8: Jaras pertenecientes a ensayos bajo condiciones
controladas en camara de germinacion.
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La eleccién de estas temperaturas para la realizacion de los ensayos no es azarosa ya
que corresponden: a la media de las temperaturas maximas en verano (30°C), a la media de
las minimas en verano (15°C), a la media de las maximas en invierno (13°C) y a la media de
las minimas en invierno (4°C) del habitat extremefio donde la distribucionlaeaniferes

mayoritaria(Cabezas y Escudero, 1989).

Cada experiencia se mantuvo durante un mes y se recogieron muestras de hojas al

inicio y final de las mismas.

[11.2.4.3.- Extraccion de exudado.

Para poder determinar y cuantificar los compuestos presentes en las muestras de
hojas se procede a la extraccion del exudado siguiendo el protocolo descrito en el apartado
1.2.3.2.

[11.2.4.4.- Analisis del exudado. Cuantificacién por HPLC.

Los extractos organicos de las muestras de hojas fueron analizadas por HPLC,

utilizando el mismo protocolo analitico que en el apartado I11.2.3.3.
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l11.3.- CUANTIFICACION DE DITERPENOS Y ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD
ALELOPATICA DE Cistus ladanifer L. EN UN MEDIO NATURAL CON
CONDICIONES CLIMATICAS DIVERSAS.

[11.3.1.- Seleccién de los puntos de muestreo.

Se seleccionaron ocho jarales distribuidos en la provincia de Badajoz (Figura 9).
Estos puntos de muestreo presentan condiciones climéticas diferentes (temperatura y
precipitacién) (Tablas 1-4). Respecto a la temperatura, encontramos localidades como
Higuera la Real con una temperatura media anual de 15,3°C y otras como Valle de la Serena
o Quintana con 17,3°C. Las precipitaciones anuales varian entre los 38 Malle de la
Serena y los 702 Ifinde Cabeza la Vaca. Estos datos son los valores realeafid de
estudio y fueron obtenidos en el Instituto Nacional de Meteorologia del Ministerio de Medio

Ambiente.
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Corgalvo e Quintana de la Serena

® valle de la Serena

Higuera la Reacapeza la Vaca

Figura 9: Localizacién de las ocho poblaciones seleccionadas en la
region extremefia y concretamente en la provincia de Badajoz.

Tabla 1: Valores de precipitacion total estacional de las ocho poblaciones distribuidas en
la provincia de Badajoz. Valores expresados eh I/m

Primavera Verano Otofo Invierno
Cornalvo 61,5 16,6 281,8 136,4
Quintana de la Serena 113,2 38,6 156,0 130,4
Valle de la Serena 98,0 11,2 134,0 148,2
Hornachos 139,8 44.8 219,7 130,7
Santa Ana 147,0 33,0 289,5 147,7
Jerez de los Caballeros 126,0 40,5 300,0 160,0
Higuera la Real 198,0 32,0 253,2 1919
Cabeza la Vaca 155,2 51,0 309,5 187,2
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Tabla 2: Valores medios de temperatura media estacional de las ocho poblaciones
distribuidas en la provincia de Badajoz. Valores expresados en °C.

Primavera Verano Otofo Invierno
Cornalvo 17,8 25,7 13,7 9,2
Quintana de la Serena 18,9 26,6 13,9 9,8
Valle de la Serena 18,1 27,1 13,7 10,4
Hornachos 18,9 26,0 141 10,2
Santa Ana 16,0 24,5 12,7 9,1
Jerez de los Caballeros 171 25,4 12,6 9,9
Higuera la Real 18,3 22,7 11,3 8,7
Cabeza la Vaca 16,7 23,9 12,9 8,7

Tabla 3: Valores de temperatura media méxima estacional de las ocho poblaciones
distribuidas en la provincia de Badajoz. Valores expresados en °C.

Primavera Verano Otofo Invierno
Cornalvo 26,2 34,8 16,9 13,8
Quintana de la Serena 25,5 34,2 16,8 14,0
Valle de la Serena 26,1 35,5 17,5 15,7
Hornachos 24,2 32,7 17,8 13,9
Santa Ana 23,8 34,8 16,1 14,1
Jerez de los Caballeros 24,3 33,3 15,6 14,4
Higuera la Real 24,7 35,6 17,1 13,1
Cabeza la Vaca 25,1 34,7 15,2 13,9
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Tabla 4:Valores de temperatura media minima estacional de las ocho poblaciones
distribuidas en la provincia de Badajoz. Valores expresados en °C.

Primavera Verano Otofo Invierno
Cornalvo 12,3 18,6 7,8 4,6
Quintana de la Serena 11,3 18,1 8,4 55
Valle de la Serena 11,7 17,9 8,5 51
Hornachos 12,3 16,3 7,9 6,5
Santa Ana 12,0 18,5 9,1 54
Jerez de los Caballeros 111 17,4 8,7 5,2
Higuera la Real 11,2 17,9 8,5 4.4
Cabeza la Vaca 10,9 18,3 8,8 4,9

Del mismo modo se seleccionaron doce poblaciones de jaras distribuidas N-S de la
Peninsula Ibérica con condiciones climéticas diferentes y mas extremas que las ocho
anteriores (Figura 10) (Tabla 5-8). De tal manera que, encontramos localidades como
Destriana con una temperatura media anual de 11,8°C y otras como Puerto de Galis con
18,8°C. Por su parte, las precipitaciones anuales varian entre los 32 [Eh Cubo del
Vino y los 1130 I/m de Valverde del Fresno. Estos datos son los valordssrezl afio de

estudio y fueron obtenidos en el Instituto Nacional de Meteorologia del Ministerio de Medio

Ambiente.
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Ponferrada (Le6n)
e , Destriana (Le6n)

Pantano de Ricobayo (Zamora)
[

o El Cubo del Vino (Zamora)

Valverde del Fregno (Céacer o Hervas (Caceres)

~—

Alburquerque (Badajoz)
(]

Hornachos (Badajoz)
® Azuaga (Badajoz)

Cazallad Sewlg). La Nava de la ConcepciéndSevilla)

Puerto de Galis (C3

Figura 10: Localizacién de las doce poblaciones seleccionadas en la Peninsula
Ibérica.

71



Materiales y Métodos

Tabla 5: Valores de precipitacion total estacional de las doce poblaciones distribuidas
en la Peninsula Ibérica. Valores expresados €.

Primavera Verano Otorio Invierno
Ponferrada 113,0 141,3 208,7 96,1
Destriana 56,6 82,4 2410 67,6
Ricobayo 58,5 53,7 276,9 96,6
El Cubo 90,1 15,7 150,7 67,4
Hervas 169,1 71,1 629,8 204.,6
V. del Fresno 96,0 3,3 815,5 215,0
Alburquerque 46,7 11,8 359,4 155,7
Hornachos 118,9 23,0 300,6 196,0
Azuaga 96,4 18,4 389,4 197.8
Cazalladela S. 121,3 20,2 483,2 249.,8
La Nava de la C. 152,9 12,6 556,5 1947
Puerto de Galis 148,0 16,0 583,8 186,0
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Tabla 6: Valores medios de temperatura media estacional de las doce poblaciones
distribuidas en la Peninsula Ibérica. Valores expresados en °C.

Primavera Verano Otorio Invierno
Ponferrada 15,8 213 9,0 7,1
Destriana 14,0 19,7 7,9 5,7
Ricobayo 14,9 21,5 8,3 6,2
El Cubo 14,5 21,6 8,7 6,4
Hervas 16,9 26,8 10,8 8,7
V. del Fresno 14,8 22,1 9,2 7,2
Alburquerque 18,6 26,3 12,2 10,3
Hornachos 19,2 25,4 13,2 10,6
Azuaga 18,6 26,2 12,2 10,3
Cazalla de la S. 16,4 23,0 11,4 8,8
La Nava de la C. 20,5 27,5 13,5 10,7
Puerto de Galis 19,5 26,2 15,8 13,5
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Tabla 7: Valores de temperatura media maxima estacional de las doce poblaciones
distribuidas en la Peninsula Ibérica. Valores expresados en °C.

Primavera Verano Otofio Invierno
Ponferrada 23,0 29,1 13,1 12,2
Destriana 21,0 27,0 12,5 11,4
Ricobayo 21,9 29,1 12,2 10,9
El Cubo 21,8 29,6 13,0 11,4
Hervéas 22,1 33,9 14,8 13,2
V. del Fresno 22,7 31,1 13,7 12,2
Alburquerque 25,8 35,3 16,5 15,3
Hornachos 26,3 334 17,5 15,7
Azuaga 25,1 34,2 16,1 14,9
Cazalladela S. 25,5 34,1 17,3 16,2
La Nava de la C. 27,9 36,2 17,4 15,9
Puerto de Galis 23,7 31,5 19,0 17,5
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Tabla 8: Valores de temperatura media minima estacional de las doce poblaciones
distribuidas en la Peninsula Ibérica. Valores expresados en °C.

Primavera Verano Otorio Invierno
Ponferrada 8,6 13,4 4,9 2,1
Destriana 7,0 12,3 3,2 0,1
Ricobayo 7.9 14,0 4.3 1.4
El Cubo 7,2 13,5 4.4 1,4
Hervas 11,6 19,6 6,8 4,1
V. del Fresno 6,9 131 4,7 2,2
Alburquerque 11,4 17,4 8,0 5,2
Hornachos 12,1 17,4 8,9 54
Azuaga 12,2 18,3 8,3 5,7
Cazalla de la S. 7,3 11,9 55 1,3
La Nava de la C. 13,1 18,8 9,0 55
Puerto de Galis 15,1 20,9 12,6 9,5
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[11.3.2.- Recogida de muestras.

En cada poblacion se seleccion6 un jaral con caracteristicas estructurales similares
(densidad, superficie, edad, etc.) y se recogieron muestras de hojas, hojarasca y suelos a lo
largo de un afio, una muestra por cada estacion, siguiendo el mismo protocolo que se detalla

en el apartado 111.2.3.1.

111.3.3.- Extraccion del exudado y preparacion de muestras.

[11.3.3.1.- Extraccion del exudado.

Para poder determinar y cuantificar los compuestos presentes en las distintas
muestras, se procede a la extraccion del exudado siguiendo el protocolo descrito en el
apartadolll.2.3.2. En este caso, las muestras recogidas de suelo se utilizan sélo en los
ensayos y no en la cuantificacibn de los compuestos, por lo que no se procede a su

extraccion.

111.3.3.2.- Preparacion de soluciones acuosas.

Los ensayos de germinacién se realizaron con soluciones acuosas procedentes de las
muestras de hojas, hojarascas y suelo recogidos en cada punto de muestreo. Para la

preparacion de estas soluciones acuosas se procedié de la siguiente forma:
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. Solucién acuosa de hojas y hojarasca: 50g de hojas y hojarascas se

mantienen agitdndose durante 24 horas en un agitador en 1 litro de agua destilada.

. Solucién acuosa de suelo: Tras secar al aire los suelos de jaral y pasarlos por
un tamiz de 2mm de poro, se toman 100g de cada uno y se mantienen en agitacién en 500m|

de agua destilada durante 24 horas.

Posteriormente se filtran las soluciones y el extracto acuoso se almacena en la nevera

durante su utilizacion.

[11.3.3.3.- Preparacion de sustratos.

Los ensayos se realizaron sobre diferentes sustratos: Papel Whatman n°118, suelo de
jaral (recogidos justo debajo de la planta), y suelo control (recogidos fuera de la influencia
de la jara). Las muestras de suelo, tanto de jara como control, fueron recogidas en cada
localidad de muestreo y tras un tamizado (2mm de poro) se almacenan para su utilizacion en

los distintos ensayos de germinacion.

[11.3.4.- Andlisis de las muestras.

El andlisis de los diterpenos presentes en las muestras de hojas y hojarasca se lleva a

cabo siguiendo el mismo protocolo descrito en el apartado 111.2.3.3.
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[11.3.5.- Ensayos de germinacion.

[11.3.5.1.- Ensayos de germinacion en papel.

Se sembraron 25 semillas Bamex crispufla eleccion de estas semillas se describe
en el apartaddil.1.3.1) en placas Petri sobre papel Whatman n°118, las cuales se regaron
diariamente con las soluciones acuosas obtenidas de hojas, hojarascas y suelos. Las
concentraciones utilizadas de las mismas son de 1 (100g de hojas o 50g de hojarasca en 1l de
agua) y 1/2 para las soluciones de hoja y hojarasca; y 1 para soluciones de suelo (100g de
suelo de jaral en 500ml de agua). Cuatro réplicas de cada muestra y por concentracion se
mantienen durante 45 dias en una camara de cultivo a temperatura consfé@jtey (25

fotoperiodo de 15 horas de luz y 9 horas de oscuridad.

[11.3.5.2.- Ensayos de germinacién en suelos.

[11.3.5.2.1.-Estudio del potencial alelopatico de suelos asociados a C. ladanifer

Para cuantificar la actividad alelopéatica de los suelos de jarales de las diferentes
poblaciones seleccionadas, 30g de cada una de las muestras (suelos de jaral y suelos control)
se colocan en placas Petri donde se siembran superficialmente 25 semiasrapus
(cuatro replicas) y se riegan diariamente con agua Milli-Q. Se mantienen durante 45 dias en
una camara de cultivo a temperatura constanf&Cj26con un fotoperiodo de 15 horas de

luz y 9 horas de oscuridad.
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[11.3.5.2.2.- Estudio de la actividad alelopatica de los extractos acuosos de hoja, hojarascay

suelo.

En placas Petri con 30g de suelos control, se sembraron superficialmente 25 semillas
de R. crispus Estos suelos se riegan diariamente con las soluciones acuosas obtenidas de
hojas, hojarascas y suelos. Las concentraciones utilizadas de las mismas son de 1 (100g de
hojas o 50g de hojarasca en 1l de agua; 100g de suelo de jaral en 500ml de agua) y 1/2 para
las soluciones de hoja y hojarasca. Cuatro réplicas de cada muestra y por concentracion se
mantienen durante 45 dias en una camara de cultivo a temperatura consfé@jtey (25

fotoperiodo de 15 horas de luz y 9 horas de oscuridad.
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ll.4.- PARAMETROS MEDIDOS PARA CUANTIFICAR EL EFECTO
ALELOPATICO.

En los ensayos realizados en este trabajo, en todos los casos se contabiliza al final de

la experiencia:
- Numero de semillas germinadas.
- Numero de cotiledones emergidos.

Dependiendo del tipo de ensayo, al final de la experiencia se miden por placa, diez

plantulas elegidas al azar:
- Longitud de las raices.
- Longitud de los cotiledones
- Biomasa tanto humeda como seca de las plantulas emergidas.

Para la obtencion de la biomasa se pesa el total de plantulas de cada placa,
obteniendo asi el peso hiumedo medio de cada plantula. Posteriormente, se mantienen
durante 24 horas en una camara de desecacior’@, ifleniéndose el peso seco medio de

cada plantula.
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l11.5.- ANALISIS DE LOS DATOS.

[11.5.1.- Andlisis estadistico en la cuantificacién de diterpenos.

Debido al reducido numero de datos (<30) dentro de cada muestra, para establecer si
los valores eran significativamente diferentes entre dos muestras, se utilizé el test no

paramétrico de Mann-Whitney U. Se consideran diferencias significativas con p<0,05.

Del mismo modo, para analizar si existian diferencias significativas al comparar los
valores entre mas de dos muestras, ya sean localidades o estaciones, se utilizd el test de

Kruskal-Wallis. Se consideran diferencias significativas con p<0,05.

[11.5.2.- Andlisis estadistico de los ensayos de germinacion.

Los resultados de germinacion, nacimientos de cotiledones, longitud de raiz y
cotiledones, asi como los resultados de biomasa, se expresan porcentualmente referidos al

control. El célculo de los porcentajes se hizo mediante las siguientes férmulas:
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% Germinacion = (n° germinadas tratadas /n°® germinadas control) x 100
% Cotiledones = (n° cotiledones tratados /n° cotiledones control) x 100

% Inhibicién en el tamafio de la raiz = (tamafio raiz tratada /tamafo raiz control) x

100

% Inhibicibn en el tamafo del cotiledon = (tamafio cotiledon tratado /tamafio

cotiledén control) x 100

% Biomasa seca = (Peso seco medio de plantula tratada /peso seco medio de plantula

control) x 100

Para establecer si los valores eran significativamente diferentes al comparar el efecto
de los compuestos, o cada uno de los tratamientos, o el efecto de las distintas soluciones
acuosas con sus controles, se utilizé el test no paramétrico de Mann-Whitney U. Se

consideran diferencias significativas con p<0,05.

Para analizar si existian diferencias significativas entre mas de dos muestras, se

utilizé el test de Kruskal-Wallis. Se consideran diferencias significativas con p<0,05.
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IV.1.- ESTUDIO DEL EFECTO INDIVIDUAL Y DE INTERACCION, DE
11 COMPUESTOS FITOTOXICOS PRESENTES EN EL EXUDADO DE
Cistus ladanifer L., SOBRE LA GERMINACION Y DESARROLLO DE
PLANTULAS DE Rumex crispus BAJO DIFERENTES CONDICIONES DE
LUZ Y TEMPERATURA.

En este apartado se pretende dar respuesta al primer objetivo planteado en el trabajo:
Determinar, en el laboratorio, el efecto de los factores ambientales luz (fotoperiodo) y
temperatura, sobre la actividad alelopatica de compuestos presentes en el exudado e

identificados en C. ladanifeasi como de la accién conjunta de los mismos.
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IV.1.1.- Actividad de compuestos fitotoxicos presentes en el exudadoCistus ladanifer

L., bajo diferentes condiciones de luz y temperatura.

En este apartado se muestra el efecto sobre la germinacion y desarrollo de
cotiledones y raices de. crispusde 11 compuestos con actividad alelopatica identificados
en el exudado d€. ladanifer, en las distintas condiciones de temperatura y luz ensayadas.
Analizando los cuatro tratamientos en general, se distinguen tres grupos respecto a la
actividad fitotoxica que presentan: compuestos con baja actividad como el acido ferdulico,
acido 4-hidroxibenzoico, &cido oxalico, acido metilmalonico, acido p-anisico, &cido 3-
hidroxibutirico y azuleno; con actividad intermedia como el acido cinamico y el acido
hidrocinAmico; y compuestos con alta actividad como el metilpropionato y acido butirico.
Estos resultados muestran que los parametros temperatura y luz, pueden modificar la

actividad de estos compuestos, bien aumentando o disminuyéndola.

A continuacién se analiza como son afectados por cada uno de los compuestos en los
diferentes tratamientos, la germinacion, el nacimiento de cotiledones, y el desarrollo de las

plantulas, considerando para ello la longitud de raiz y cotiledones.

IV.1.1.1.-Efecto de los aleloquimicos en la germinacion

En la Tabla 1 se muestra el efecto de los aleloquimicos bajo diferentes condiciones
de luz y temperatura a distintas concentraciones sobre la germinaciBn clispus
expresado como porcentaje relativo al control. Los resultados ponen de manifiesto la
existencia de compuestos que poseen un alto efecto de inhibicién a concentrdbién 10
independientemente del tratamiento al que sean sometidos, como es el caso del
metilpropionato y el &cido butirico. Al disminuir la concentracion, el efecto del
metilpropionato desaparece bajo los tratamientos TA-FL (Temperatura Alta y Fotoperiodo
Largo) y TA-FC (Temperatura Alta y Fotoperiodo Corto), mientras que para el resto de

tratamientos sigue existiendo inhibicién, aunque en menor grado. Al disminuir la
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concentracion del &cido butirico a™M, la inhibicion disminuye ligeramente, aunque
mantiene el efecto negativo de forme significativa (Mann-Whitney U, p<0,05). Cuando se
disminuye a 10M el efecto desaparece bajo las diferentes condiciones ensayadas excepto

cuando se encuentran a TA-FC.

Por otra parte, el 4cido cinamico y el acido hidrocinamico presentan una actividad
intermedia, de tal manera que a concentraciones dM 1i&nen un ligero efecto de
inhibicion sobre la germinacién (M-W, p<0,05). El acido cindmico inhibe bajo las distintas
condiciones de luz y temperatura excepto cuando se ensaya a TA-FC. Es de destacar que los
tratamientos bajo los que el compuesto es mas activo significativamente (Kruskal-Wallis,
p<0,05) son TC-FC (Temperatura Constante y Fotoperiodo Corto) y TA-FL. En el caso del
acido hidrocinAmico, a excepcién de las condiciones TC-FL (Temperatura Constante y
Fotoperiodo Largo), este compuesto inhibe la germinacion en el resto de condiciones de luz
y temperatura ensayadas, destacando que la inhibicion en estos tres tratamientos es igual
significativamente (K-W, p>0,05). Al disminuir la concentracion, tanto el acido cinamico

como el acido hidrocindmico pierden su efecto inhibidor bajo todos los tratamientos.

El azuleno por su parte, inhibe ligeramente a concentracitM, iiando actGia bajo
las condiciones de TC-FC y TA-FC (M-W, p<0,05). Al disminuir la concentracion’s 10

este compuesto mantiene el efecto negativo Unicamente con el tratamiento de TC-FC.

Existen cinco compuestos que muestran inhibicibn a la maxima concentracion
ensayada bajo un unico tratamiento, es decir, a unas condiciones de luz y temperatura
determinadas. Tres de ellos, acido ferdlico, &cido oxalico y acido 3-hidroxibutirico, inhiben
significativamente la germinacién (M-W, p<0,05) con las condiciones de TC-FC, mientras
gue el &cido metilmaldnico y el &cido p-anisico lo hacen a TA-FC. Al bajar la concentracion

de todos estos compuestos el efecto negativo desaparece.

Solo existe un compuesto, acido 4-hidroxibenzoico, que bajo ningun tratamiento y
ninguna de las concentraciones ensayadas presenta efecto negativo sobre la germinacién de

las semillas de R. crispus
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Tabla 1: Efecto de aleloquimicos de. ladanifer sobre la germinacion dR. crispusbajodiferente
tratamientos Resultados expresados como porcentaje relativo al control.

% Germinacion
Tratamientos

Concentracién TC-FL  TC-FC TA-FL  TA-FC p(K-W)
Acido Eerdl 10°Mm 109,0 86,5* 103,5 87.8 < 0,05
CldO Ferulico
0,5-10°M 96,9 86,6 101,2 109,5 > 0,05
Acido Cinami 10°M 77,9* 58,5* 58,8* 91,5 <0,05
cldo Cinamico
10°M 94,4 89,0 100,0 89,0 <0,05
- o _ 10°Mm 107,0 104,9 97,0 87,1 < 0,05
Acido 4-Hidroxibenzoict
10*M 102,5 100,0 104,7 95,2 > 0,05
Acido Hidrocinamico 10°M 94,4 86,5 68,2 81,5* > 0,05
10*M 105,7 96,3 85,9 87.8 > 0,05
. . 10°Mm 0* o* 0* 0* > 0,05
Metilpropionato
10°M 77,3* 69,5* 98,8 102,6 < 0,05
Acido Oxl 10°Mm 108,9 71,9* 102,4 92,0 > 0,05
cldo Oxalico
0,5-10°M 85,5 107,3 103,5 89,5 < 0,05
Acido Metimalénico 10°Mm 108,4 97,6 102,4 82,8* < 0,05
0,5-10°M 100,0 91,5 84,7 86,5 > 0,05
Acido o.Anisi 103M 106,8 91,5 88,2 72,9% > 0,05
Cldo p-Anisico
0,5-10°M 106,9 86,6 91,8 100,1 > 0,05
10°M o* o* 0* 0* > 0,05
Acido Butirico 10°M 10,6* 7,3* o* 3,7% > 0,05
10'M 97,4 93,9 89,4 81,6* > 0,05
Acido 3-Hidroxibutirico 10°Mm 106,8 85,3* 103,5 103,2 > 0,05
0,5-10°M 96,2 100,0 91,8 95,2 > 0,05
Aztleno 10°Mm 100,0 85,3* 102,4 80,3* < 0,05
ZU
10*M 104,4 85,3* 89,4 107,5 > 0,05

*significativamente diferente al control p<0,05 (Mann-Whitney U-test)

p (K-W): Diferencias significativas entre tratamientos; p<0,05

TC-FL: Temperatura constante {2 fotoperiodo largo (15 h de luz-9 h oscuridad)

TC-FC: Temperatura constante (2§ fotoperiodo corto (9 h de luz-15 h oscuridad)

TA-FL: Temperatura alta (2luz-35°oscuridad) y fotoperiodo largo (15 h de luz-9 h oscuridad)

TA-FC: Temperatura alta (20z-35’oscuridad) y fotoperiodo corto (9 h de luz-15 h oscuridad)
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IV.1.1.2- Efecto de los aleloquimicos sobre el nacimiento de cotiledones.

En la Tabla 2 se expresa, como porcentaje relativo al control, el efecto sobre el
nacimiento de los cotiledones de crispus Se aprecia en general un aumento de la

fitotoxicidad de la mayoria de los compuestos cuando se ensaya a condiciones de TA-FL.

Al igual que ocurriera con la germinacion, los compuestos acido metilpropionato y
4cido butirico, a concentracion 3, ejercen una inhibicién total sobre el nacimiento de
cotiledones, independientemente del tratamiento aplicado. Al disminuir la concentracion del
metilpropionato a 1EM, el efecto desaparece en todos los tratamientos excepto bajo
condiciones de TC-FC. En el caso del &cido butirico hay que bajar la concentracith a 10
para que desaparezca el efecto. Unicamente bajo condiciones de TC-FC se mantiene el

efecto significativo inhibitorio aunque mas moderado (M-W, p<0,05).

El &cido cinamico y el hidrocinamico inhiben significativamente el nacimiento de
cotiledones bajo cualquier tratamiento a concentraciéM101-W, p<0,05). La inhibicion
del acido cindmico bajo el tratamiento de TA-FL es significativamente superior que bajo el
resto de condiciones (K-W, p<0,05); y por el contrario, el 4cido hidrocinamico presenta el

mismo efecto inhibidor bajo cualquier tratamiento (K-W, p>0,05).

El &cido metilmaldnico, acido p-anisico y el azuleno, ejercen inhibicion significativa
Unicamente cuando estan sometidos a TA-FL y TA-FC (M-W, p<0,05). En los tres casos, no
existen diferencias significativas entre el efecto que ejercen los dos tratamientos (M-W,
p>0,05). Al disminuir la concentraciéon a 0,5°M0 la inhibicion desaparece en todos los

casos a excepcion del acido p-anisico donde se mantiene bajo TA-FL.

El &cido 3-hidroxibutirico inhibe significativamente bajo los tratamientos TC-FC y
TA-FL (M-W, p<0,05), aunque al disminuir la concentracién, este efecto se mantiene

Unicamente bajo TA-FL.
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Tabla 2: Efecto de aleloquimicos d€. ladanifer sobre el nacimiento de cotiledones Be crispus
bajo diferentes tratamientofkesultados expresados como porcentaje relativo al control.

% Cotiledones
Tratamientos

Concentracion TC-FL  TC-FC  TA-FL  TA-FC p(K-W)
Acido Eerdi 10°M 110,0 88,7* 95,1 95,3 < 0,05
Cldo Ferulico
0,5-10°M 102,4 87,5 91,4 105,5 > 0,05
Acido Cinémi 10°M 59,3* 50* 7,4% 77,3* < 0,05
Cclao Cinamico
10°M 97,5 87,5 86,4 93,9 > 0,05
o o . 10°M 111,4 103,8 - 84,2* < 0,05
Acido 4-Hidroxibenzoico
10*M 109,7 102,5 101,2 103,6 > 0,05
Acido Hidrocinamico 10°M 50 87,5* 67.9* 87" > 008
10*M 103,6 97,5 83,9* 75,9% > 0,05
. . 10°M 0* 0* 0* 0* > 0,05
Metilpropionato
10°M 91,0 67,5* 87,7 110,5 < 0,05
Acido Oxdli 10°M 100,0 71,2* 86,4 96,7 > 0,05
Clao Oxalico
0,5-10°M 109,0 108,8 103,7 91,2 > 0,05
Acido Metilmalénico 10°M 114.9 9.3 53 80,5* <005
0,5-10°M 105,1 92,6 101,2 93,9 > 0,05
Acido p-Anfsi 10°M 105,4 93,8 54,3* 71,8* < 0,05
Clao p-ANnisico
0,5-10°M 110,5 88,8 85,1* 100,8 < 0,05
10°M 0* 0* 0* 0* > 0,05
Acido Butirico 10°M 0* 0* 0* 0* > 0,05
10’ M 110,7 96,3 77,7* 91,2 < 0,05
Acido 3-Hidroxibutirico 10°M 102,3 86,2" 80.2° 102,2 >008
0,5-10°M 107,8 101,3 79* 98,1 < 0,05
Azuleno 10°M 100,5 86,3 75,3* 82,8* < 0,05
10*M 108,7 86,3 96,3 107,7 > 0,05

*significativamente diferente al control p<0,05 (Mann-Whitney U-test)

p (K-W): Diferencias significativas entre tratamientos; p<0,05

TC-FL: Temperatura constante (¥ fotoperiodo largo (15 h de luz-9 h oscuridad)

TC-FC: Temperatura constante (2§ fotoperiodo corto (9 h de luz-15 h oscuridad)

TA-FL: Temperatura alta (2luz-35oscuridad) y fotoperiodo largo (15 h de luz-9 h oscuridad)

TA-FC: Temperatura alta (20z-35°oscuridad) y fotoperiodo corto (9 h de luz-15 h oscuridad)
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El resto de compuestos, &cido ferdlico y acido oxalico, solamente actian
negativamente sobre el nacimiento de cotiledones cuando se ensaya con TC-FC y el acido 4-

hidroxibenzoico con TA-FC (M-W, p<0,05). Al bajar la concentracion el efecto desaparece.

IV.1.1.3.- Efecto de los aleloquimicos sobre el tamafio de las raices.

En general, se observa que existe un gran efecto inhibidor sobre el tamafio de las
raices por parte de todos los compuestos y en todas las condiciones. Similar a los resultados
obtenidos para la germinacion y nacimiento de cotiledones, el &cido metilmaldnico y el acido
butirico, a concentracién M, son los compuestos que mas afectan negativamente el
tamafio de la raiz (M-W, p<0,05) (Tabla 3). Al disminuir la concentracion™s,16l
metilpropionato mantiene la inhibicion de forma significativa con los tratamientos de TA-FL
y TA-FC, perdiendo el efecto con los tratamientos de TC-FL y TC-FC. El acido butirico deja

de ser activo a la concentracién d€MiQ en todas las condiciones (M-W, p>0,05).

Compuestos como el &cido cindmico, &cido hidrocindmico, &cido p-anisico, y
azuleno también presentan inhibicién significativa bajo todos los tratamientos, aungque no
todas las condiciones afectan por igual a la actividad de los compuestos. Asi, el &cido
cindmico ejerce menor inhibicibn a TA-FC que bajo el resto de los tratamientos (K-W,
p<0,05); el acido hidrocinamico junto con el azuleno presentan mayor inhibicion a TA-FL
(K-W, p<0,05), y el &cido p-anisico actia mas negativamente a TA-FL y TA-FC (K-W,
p<0,05). Al bajar las concentraciones, el efecto negativo permanece aunque en menor grado.

Unicamente el &cido cindmico a concentraciéri.@ierde su actividad negativa.

El acido ferdlico y el acido metilmalonico inhiben el tamafio de la raiz, a
concentracion I8M, bajo todos los tratamientos ensayados, excepto cuando son sometidos a
TC-FC. No existen diferencias significativas entre los tratamientos con efecto negativo (K-
W, p>0,05). Cuando se ensaya con concentraciones mas bajas, el acido ferdlico mantiene su
actividad en los tratamientos de TA-FL y TA-FC y el acido metilmaldénico unicamente con

TC-FL.
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Tabla 3: Efecto de aleloquimicos d€. ladanifer sobre la longitud de la raiz dR. crispus bajc
diferentes tratamientasResultados expresados como porcentaje relativo al control.

% Longitud de Raiz
Tratamientos

Concentracion TC-FL  TC-FC  TA-FL  TA-FC p(K-W)
10°M 84,65* 88,3 64,99* 69,56* < 0,05

Acido Fertlico

0,5-10°M 85,5 96,3 76,5* 73,8* <0,05
Acido Cinami 10°M 8,91* 8,2* 8,61* 25,22% < 0,05
Cclao Cinamico
10°M 81,5* 109,0 83,1 84,6 < 0,05
o o _ 10°M 84,64* 102,0 - 93,6 < 0,05
Acido 4-Hidroxibenzoico
10*M 79,6* 101,0 85,8 94,4 < 0,05
Acido Hidrocingmi 10°M 48,15* 61,29* 31,56* 59,81* < 0,05
CldO Hldrocinamico
10*M 81,1* 103,0 71,7* 64,5* < 0,05
. . 10°M 0* 0* 0* 0* > 0,05
Metilpropionato
10°M 90,3 98,5 57,7* 79,4* < 0,05
Acido Oxali 10°M 82,68* 85,5 59,97* 101,5 < 0,05
Clao Oxalico
0,5-10°M 89,0 94,1 109,0 108,0 < 0,05
Acido Metilmaléni 10°M 76,7* 85,3 73,7* 76,1* < 0,05
Clao vietlimalonico
0,5-10°M 83,27* 08,7 97,4 101,3 < 0,05
Acido oAnisi 10%M 68,35* 69,13* 51,94* 56,30* < 0,05
Clao p-Anisico
0,5-10°M 87,6 91,7 63,8* 74,4* <0,05
10°M 0* 0* 0* 0* > 0,05
Acido Butirico 10°M 7,54* 7,29* o* 5,2* < 0,05
10'M 99,6 102,0 95,0 103,8 > 0,05
Acido 3-Hidroxibutirico 10°M 79147 97,9 77.62* 100.8 <005
0,5-10°M 99,9 103,2 63,3* 87,6 < 0,05
Azl 10°M 30* 45,17+ 25,82* 52,66* < 0,05
zuleno
10*M 67,16* 86,1 84,6* 84,3* <0,05

*significativamente diferente al control p<0,05 (Mann-Whitney U-test)

p (K-W): Diferencias significativas entre tratamientos; p<0,05

TC-FL: Temperatura constante {2¥ fotoperiodo largo (15 h de luz-9 h oscuridad)

TC-FC: Temperatura constante (% fotoperiodo corto (9 h de luz-15 h oscuridad)

TA-FL: Temperatura alta (2luz-35’oscuridad) y fotoperiodo largo (15 h de luz-9 h oscuridad)
TA-FC: Temperatura alta (20z-35oscuridad) y fotoperiodo corto (9 h de luz-15 h oscuridad)
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El &cido oxalico y el &cido 3-hidroxibutirico, a la concentracion méas alta
seleccionada, inhiben en las condiciones de TC-FL y TA-FL. En el caso del acido oxalico
existen diferencias significativas entre estos dos tratamientos, siendo con TA-FL cuando se
registra una inhibicion significativamente mayor (K-W, p<0,05). Al disminuir la
concentracién de estos compuestos el efecto desaparece (M-W, p>0,05) a excepcion del
acido oxalico, el cual mantiene inhibicion significativa cuando es incubado con TA-FL. Por
ultimo, el Acido 4-hidroxibenzoico solamente inhibe el tamafio de la raiz cuando es expuesto

a TA-FL con las dos concentraciones ensayadas.

IV.1.1.4.- Efecto de los aleloquimicos sobre el tamafio de los cotiledones.

El efecto sobre el tamafo de los cotiledones de las plantul& ddspus se
exponen en la Tabla 4. A concentracior’MIQ el acido metilpropionato y el acido butirico
inhiben totalmente este parametro, dejando de ejercer efecto negativo a concentration 10

el metilpropionato y a 1M el butirico.

El 4&cido cindmico y el &cido 3-hidroxibutirico inhiben significativamente bajo todos
los tratamientos (M-W, p<0,05), con excepcién de TC-FC para el cinAmico y TA-FC para el
hidroxibutirico. Es de destacar que, el efecto del 4cido cinamico es significativamente mayor
cuando es sometido a TC-FL y TA-FL (K-W, p<0,05). Al disminuir la concentracion, la

inhibicion desaparece y sélo el &cido 3-hidroxibutirico mantiene la inhibicion a TA-FL.

Por su parte, los siguientes compuestos; acido ferulico, &cido hidrocindmico y acido
p-anisico inhiben significativamente bajo los tratamientos de TC-FL y TA-FL (M-W,
p<0,05), y el &cido oxdlico a TC-FL y TC-FC. No en todos los casos, el efecto de cada
tratamiento es el mismo. Asi, el &cido ferulico presenta una inhibicién significativamente
mayor con el tratamiento TC-FL que con TA-FL (K-W, p<0,05). El resto de compuestos
inhiben significativamente so6lo cuando se ensaya con ellos a TC-FL para el acido 4-
hidroxibenzoico; TC-FL para &cido metilmalonico, y TA-FL para el azuleno. Al bajar la

concentracidn, la inhibicion ejercida sobre el tamafio de los cotiledones desaparece.
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Tabla 4: Efecto de aleloquimicos dg. ladanifer sobre la longitud de los cotiledones Recrispus
bajo diferentes tratamientofRResultados expresados como porcentaje relativo al control.

% Longitud de Cotiledones
Tratamientos

Concentracion TC-FL  TC-FC  TA-FL  TA-FC p(K-W)
Acido Ferdl 10°Mm 73,65* 88,4 87,27* 90,7 < 0,05
Cldo Ferulico
0,5-10°M 100,0 90,5 94,8 100,5 > 0,05
Acido Cinami 10°M 53,68* 92,6 46,75* 86,45* < 0,05
Cclao Cinamico
10°M 106,9 104,7 96,6 89,8 > 0,05
o o . 10°M 73,64* 94,1 - 106,6 < 0,05
Acido 4-Hidroxibenzoico
10*M 88,2 105,9 101,3 111,9 < 0,05
Acido HidrocinAmi 103Mm 65,36* 92,7 62,34* 99.8 < 0,05
Cla0 HidrocCinamico
10*M 90,4 102,1 103,9 95,8 > 0,05
. . 10°M 0* 0* 0* 0* > 0,05
Metilpropionato
10°M 109,0 86,7 89,3 92,3 < 0,05
Acido OxAl 10°M 72,30* 82,99* 96,6 94,0 < 0,05
Clao Oxalico
0,5-10°M 99,4 93,5 102,6 95,6 > 0,05
Acido Metimaloni 10°M 80,51* 96,5 101,3 97,8 < 0,05
Clao Metlimalonico
0,5-10°M 108,2 87,0 87,0 92,9 < 0,05
Acido b-Anfsi 10°Mm 72,30* 94,1 80* 95,9 < 0,05
Clao p-ANnisico
0,5-10°M 107,3 90,7 100,8 89,6 < 0,05
10°Mm 0* o* o* o* > 0,05
Acido Butirico 10°M 0* 0* 0* 0* > 0,05
10’ M 108,6 99,8 97,4 100,1 > 0,05
Acido 3-Hidroxibutiri 10°M 73,29* 74,53* 82,86* 105,0 < 0,05
Cld0 S-Hidroxiputirico
0,5-10°M 106,9 86,2 81,03* 101,9 < 0,05
Azl 10°M 102,6 97,2 67,53* 103,9 < 0,05
zuleno
10*M 117,3 96,4 105,7 106,3 > 0,05

*significativamente diferente al control p<0,05 (Mann-Whitney U-test)

p (K-W): Diferencias significativas entre tratamientos; p<0,05

TC-FL: Temperatura constante {2¥ fotoperiodo largo (15 h de luz-9 h oscuridad)

TC-FC: Temperatura constante (% fotoperiodo corto (9 h de luz-15 h oscuridad)

TA-FL: Temperatura alta (2luz-35’oscuridad) y fotoperiodo largo (15 h de luz-9 h oscuridad)
TA-FC: Temperatura alta (20z-35oscuridad) y fotoperiodo corto (9 h de luz-15 h oscuridad)
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IV.1.2.- Actividad derivada de la interaccién de compuestos fitotoxicos presentes en el

exudado de C. ladanifer L., bajo diferentes condiciones de luz y temperatura.

IV.1.2.1.- Efecto de la interaccién de los aleloguimicos sobre la germinacion

La Tabla 5 muestra un gran efecto de inhibicion en la germinacion ejercida por las
mezclas de los distintos compuestos, bajo la mayoria de las condiciones ensayadas (M-W;
p>0,05). La mayor actividad negativa sobre este pardmetro por parte de todas las mezclas es
bajo condiciones de TA-FL, seguido por TC-FL. Los porcentajes de inhibicion alcanzados
en estos ensayos son muy altos, siendo las mezclas 1 y 2 las que menor efecto ejercen. Los
dos Unicos casos en los que no existe inhibicion significativa son cuando se ensaya con la
mezcla 1 bajo el tratamiento TC-FC y con la mezcla 2 bajo TA-FC (M-W; p>0,05). Al
disminuir la concentracion de todas las mezclas, se observa una clara bajada en la actividad

de estos compuestos llegando incluso en algunos casos a desaparecer.

Hay que destacar, al igual que cuando se ensaya con los compuestos por separado,
que la actividad de las mezclas puede verse potenciada o disminuida dependiendo de las
condiciones del tratamiento. De esta forma, a concentracitvM, 18s mezclas 4, 7, 8 y 10
no ven alterado significativamente su actividad inhibidora en funcién de las condiciones
climaticas (K-W; p>0,05). Sin embargo, las mezclas 1, 2, 3, 5, 6 y 9 si presentan diferencias
significativas entre los tratamientos (K-W; p<0,05). Con estas mezclas, la inhibicién es

significativamente mayor cuando son sometidos a TC-FL y TA-FL.

Al bajar la concentracion a 0,57, la actividad de las mezclas es alterada
igualmente por la influencia de la luz y temperatura, de tal manera que las mezclas 6, 7y 8
presentan una inhibicion significativamente mayor bajo los tratamientos de TA-FL y TA-FC,
que bajo los tratamientos TC-FL y TC-FC (K-W; p<0,05). La mezcla 5 ejerce un efecto
negativo significativamente superior con el tratamiento TA-FC, y la mezcla 10 con TA-FL
(M-W; p<0,05).
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El resto de las mezclas, o pierden su actividad a esta concentracion (como le sucede
a las mezclas 1 y 3) o no se encuentran diferencias significativas entre los tratamientos bajo

los que existe inhibicion (K-W; p>0,05).

Tabla 5: Efecto de las mezclas de aleloquimicos @eladanifer, sobre la germinacion de.
crispus, bajo diferentes tratamientos. Datos expresados como porcentaje relativo al control.

% Germinacioéon
TC-FL TC-FC TA-FL TA-FC
Mezclas 10°M 05-10°M 10°M 0,5:10°M 10°M 0,5-10°M 10°M 0,5-10°M

1 40,3 97,3* 89* 93,9* 28,2 94,1* 73,5 83,8
2 20,8 74,3 68,3 97,5* 12,9 84,7* 101,8* 104,4*
3 3,8 39,4 65,9 53,6 0 97,6* 28,2 60,4
4 4,5 34,4 1,2 427 0 49,4 55 102,7*
5 10,0 49,7 41,5 79,3 3,5 64,7 4,7 24,1
6 7,8 38,3 12 31,7 0 11,8 4,0 6,2
7 0,6 20,5 4,9 47,6 0 59 0 8,9
8 0 18,5 1,2 13,4 0 0,0 11 0

9 15,4 72,2 7,3 65,8 1,2 83,7* 26,5 90,2*
10 0,6 7,4 2,4 2,4 0 0 1,1 2,9

*significativamente no diferente al control p>0,05 (Mann-Whitney U-test)

TC-FL: Temperatura constante {2¥ fotoperiodo largo (15 h de luz-9 h oscuridad)

TC-FC: Temperatura constante {§ fotoperiodo corto (9 h de luz-15 h oscuridad)

TA-FL: Temperatura alta (2uz-35°oscuridad) y fotoperiodo largo (15 h de luz-9 h oscuridad)
TA-FC: Temperatura alta (J0z-35oscuridad) y fotoperiodo corto (9 h de luz-15 h oscuridad)
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IV.1.2.2.- Efecto de la interaccién de los aleloquimicos sobre el nacimiento de cotiledones

Al igual que para la germinacién, los mayores porcentajes de inhibicion se producen
bajo el tratamiento TA-FL, donde la inhibicion de los cotiledones es practicamente total
cuando se ensaya con todas las mezclas, a excepcion de la mezcla 2 (Tabla 6). El porcentaje
de inhibicién con las mezclas 3 y 5 a concentraci6fMl@s significativamente diferente
(K-W; p<0,05) dependiendo del tratamiento aplicado. De tal manera, que cuando se ensaya a
TC-FC, la inhibicion que ejercen estas mezclas sobre la emergencia de cotiledones es
significativamente menor (M-W; p<0,05) que a TA-FL, TA-FC y TC-FL, entre los que no

existen diferencias significativas (K-W; p>0,05).

Las mezclas 1y 2, a concentracion>M0 inhiben significativamente (M-W;
p<0,05), pero son los tratamientos TA-FL y TC-FL bajo los que estas mezclas ejercen una

inhibicion significativamente mayor (M-W; p<0,05).

Con el resto de mezclas ensayadas no se altera el efecto de forma significativa al
variar las condiciones de los tratamientos, ejerciendo éstas un efecto practicamente total de

inhibicion.

Al disminuir la concentracion a 0,573, la inhibicion se reduce, aunque se
mantiene en la mayoria de las mezclas, con excepcion de la mezclal a TC-FCy TA-FL, y la

mezcla 2 a TC-FC y TA-FC.

Se puede detectar que existen cinco mezclas, 1, 2, 3, 8 y 10 cuya inhibicion sobre el
nacimiento de cotiledones no se modifica dependiendo de los tratamientos a los que estén
sometidos. Por el contrario, el efecto que ejerce el resto de las mezclas es alterado de forma
muy diversa por los distintos tratamientos. Asi, siendo de forma general, los ensayos

realizados bajo condiciones de TA-FL donde presentan mayor inhibicién.
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Tabla 6 Efecto de las mezclas de aleloquimicosGidéadanifer, sobre el nacimiento de cotiledones de
R. crispu., bajo diferentes tratamientos. Datos expresados como porcentaje relativo al control.

% Cotiledones
TC-FL TC-FC TA-FL TA-FC
Mezclas  10°M 0,5-10°M 10°M 0,5-10°M 10°M 0,5-10°M 10°M 0,5-10°M

1 36,7 76,0 76,5 91,5* 7,4 85,2* 67,2 81,4
2 2,1 53,3 60,0 93,8* 2,5 56,8 83,7* 99,5*
3 14 24.4 42,5 48,8 0 55,8 4,5 58,6
4 0 20,5 0 28,8 0 6,2 14 60,8
5 52 39,8 12,5 75,0 0 28,4 24 14,3
6 0 19,0 0 13,8 0 0,0 0 0

7 0 6,0 0 36,3 0 1,2 0 7,6
8 0 4,9 0 13 0 0 0 0

9 53 49,0 13 0 0 18,5 7,8 87,1*
10 0 0 0 0,6 0 0 0 1.4

*significativamente no diferente al control p>0,05 (Mann-Whitney U-test)

TC-FL: Temperatura constante {2¥ fotoperiodo largo (15 h de luz-9 h oscuridad)

TC-FC: Temperatura constante {pg fotoperiodo corto (9 h de luz-15 h oscuridad)

TA-FL: Temperatura alta (2uz-35oscuridad) y fotoperiodo largo (15 h de luz-9 h oscuridad)
TA-FC: Temperatura alta (20z-35’oscuridad) y fotoperiodo corto (9 h de luz-15 h oscuridad)

IV.1.2.3.- Efecto de la interaccidn de los aleloquimicos sobre la longitud de las raices.

En la Tabla 7 se observa como, todas las mezclas sin excepcién ejercen una fuerte
inhibicion sobre el tamafio de las raices bajo todos los tratamientos. Las condiciones de estos
tratamientos pueden condicionar la fitotoxicidad de las mezclas, y por tanto, su efecto sobre
el desarrollo de las raices de las plantulas. Asi, a concentracith 3 porcentajes de

inhibicion varian de forma significativa dependiendo del tratamiento que estemos aplicando.
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Esto sucede para todas las mezclas, con excepcion de las mezclas 1, 5, 8 y 9, cuya inhibicion

es igual significativamente bajo cualquier tratamiento (K-W; p>0,05).

Al disminuir la concentracién hasta 0,5°M) se observan diferencias en el efecto
de las mezclas 1, 5, 8 y 9 dependiendo de las condiciones, siendo significativamente mayor
la inhibiciébn bajo TA-FL y TA-FC que frente a TC-FL y TC-FC (M-W; p<0,05). Las
mezclas 2, 3, 4, 6, 7 y 10, que a’Mpresentan diferencias significativas (K-W; p<0,05)
entre los tratamientos, a 0,5°M el efecto deja de ser significativamente diferente (K-W;

p>0,05).

Tabla 7: Efecto de las mezclas de aleloquimicos@ldadanifer, sobre la longitud de la raiz de.
crispus, bajo diferentes tratamientos. Datos expresados como porcentaje relativo al control.

% Longitud de Raiz
TC-FL TC-FC TA-FL TA-FC
Mezclas  10°M 0,5:10°M 10°M 0,5-10°M 10°M 0,5-10°M 10°M 0,5-10°M

1 8,7 79,0 17,1 80,8 115 45,9 20,1 51,3
2 3,9 18,0 19,1 28,2 115 40,2 23,7 29,4
3 3,9 12,0 4,4 6,8 0 115 5,0 13,7
4 3,9 3,9 0 55 0 12,9 7,7 8,5
5 3.9 10,8 3,6 17,4 57 8,6 7,7 5,6
6 6.8 6.4 7,3 52 0 115 10,3 9,5
7 0,9 3.9 9,7 3,6 0 7,7 0,0 4,6
8 0 4,9 3,6 3,8 0 0 52 0

9 4,6 37,5 4,6 19,1 57 12,9 6,6 12,7
10 1,2 7,5 3,6 3,6 0 0 10,3 7,7

*significativamente no diferente al control p>0,05 (Mann-Whitney U-test)

TC-FL: Temperatura constante (2% fotoperiodo largo (15 h de luz-9 h oscuridad)

TC-FC: Temperatura constante (% fotoperiodo corto (9 h de luz-15 h oscuridad)

TA-FL: Temperatura alta (2luz-35oscuridad) y fotoperiodo largo (15 h de luz-9 h oscuridad)
TA-FC: Temperatura alta (20z-35°oscuridad) y fotoperiodo corto (9 h de luz-15 h oscuridad)
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IV.1.2.4.- Efecto de la interaccion de los aleloquimicos sobre la longitud de los

cotiledones

El efecto sobre el tamafio de los cotiledones se muestra en la Tabla 8. Al igual que
ocurre con el resto de parametros estudiados, la mayoria de las mezclas ejercen una fuerte
inhibicion. Existen tres mezclas (1, 2 y 3) en las que se aprecia un efecto negativo
dependiente de los tratamientos. Asi, por ejemplo, a concentraciéh [Z0mezcla 1, ejerce
un efecto negativo Unicamente bajo las condiciones de TA-FL; la mezcla 2 con TC-FL y TA-

FL; y la mezcla 3 a TC-FC (M-W; p<0,05).

El resto de mezclas presentan inhibicion bajo todos los tratamientos apreciandose
nuevamente diferencias dependiendo de las condiciones ensayadas. Asi, para las mezclas 4,
5y 9 las condiciones de TA-FL producen una inhibicion significativamente mayor que el
resto (M-W; p<0,05). Por el contrario, los porcentajes de inhibicién de las mezclas 6, 7, 8 y
10 no presentan diferencias significativas a las distintas condiciones ensayadas (M-W;

p>0,05).

Al disminuir la concentracién, el efecto negativo sobre el tamafio de los cotiledones
en la mayoria de los casos disminuye, llegando incluso a desaparecer. Esto sucede con la
mezcla 1 y 2 bajo el tratamiento TA-FL, la mezcla 3 en TC-FC y TA-FL, la mezcla 4 con
TA-FC, la mezcla 5 con los tratamientos TC-FL y TC-FC, y la mezcla 9 bajo TC-FL, TC-FC

y TA-FC. El resto de mezclas y tratamientos mantienen la inhibicion.

En general, la actividad de las mezclas sobre el tamafio de cotiledones varia
dependiendo de los tratamientos, siendo los ensayos realizados a TA-FL los que presentan

una inhibicion significativamente mayor.
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Tabla 8: Efecto de las mezclas de aleloquimicosGidadanifer, sobre la longitud de los cotiledones
deR. crispus bajo diferentes tratamientos. Datos expresados como porcentaje relativo al control.

% Longitud de Cotiledones

TC-FL TC-FC TA-FL TA-FC

Mezclas  10°M 0,55-10°M 10°M 0,5-:10°M 10°M 0,5-10°M 10°M 0,5-10°M

1 90* 92* 88,2*  94,7* 41,5 103,8*i 92,3 96,2*

2 19,0 82,0 91,7* 81,0 20,8 85,71% 93,0+  100,5*

3 40,0 61,0 81,8 97,1* 0 96,05%  87,3* 84,6

4 0 82,0 0 71,2 0 46,8 45,2 87,9*

5 34,0 102+ 20,6 87,9 0 77,9 31,6 75,3

6 0 59,0 0 40,4 0 0 0 0

7 0 52,0 0 65,7 0 51,9 0 76,1

8 0 22,0 0 31,6 0 0 0 0

9 52,8 86,1* 19,0 96,5* 0 67,5 76,9 93,5*

10 0 0 0 31,7 0 0 0 45,2

*significativamente no diferente al control p>0,05 (Mann-Whitney U-test)
TC-FL: Temperatura constante (2% fotoperiodo largo (15 h de luz-9 h oscuridad)
TC-FC: Temperatura constante (% fotoperiodo corto (9 h de luz-15 h oscuridad)
TA-FL: Temperatura alta (2uz-35oscuridad) y fotoperiodo largo (15 h de luz-9 h oscuridad)
TA-FC: Temperatura alta (20z-35°oscuridad) y fotoperiodo corto (9 h de luz-15 h oscuridad)
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IV.2.- IDENTIFICACION, COMPROBACION DE ACTIVIDAD
POTENCIAL Y CUANTIFICACION DE DITERPENOS EN C.ladanifer L.

En este capitulo, se muestran los resultados del segundo objetivo particular
planteado en este trabajo. Por un lado, identificar el resto de compuestos mayoritarios del
exudado que aun no habia sido caracterizado y cuantificar su posible capacidad fitotdxica.
Por otro lado, cuantificar la presencia de estos compuestos en las hojas, hojarasca y suelos de
jarales a lo largo del afio. Y por ultimo, en laboratorio y bajo condiciones controladas,
conocer cuales son los factores responsables de la sintesis de estos compuestos, estudiando la

secrecidn de los mismos en respuesta a distintos valores de temperatura y humedad.
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IV.2.1- Identificacion de diterpenos en el exudado de C. ladanifer

Tras los procesos de extraccion, separacion y purificacion descritos en el apartado de
materiales y métodos, se procedié a la identificacion de estos compuestos gracias a los
“perfiles de RMN” y fuentes bibliograficas (Pascual y col., 1977, 1979, 1982). Los

compuestos identificados fueron cuatro diterpenos:

D1. Acido EB-acetoxi-7-oxo-8-labden-15-oico.rJ.\B78, X255

D2. Acido 7-oxo-8-labden-15-oico. B20,1:249

D3. Acido 6-oxocativico M320, X238

D4. Acido labdandlico. M324

R R
~
~ 0O \O
OAc
D1 D2
R R
7,
| on
D3 D4

R = CH,— CH,— CH— CH,— COOH

CH,
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A continuacién se muestran los espectros de resonancia magnética nuclear obtenidos

para la purificaciéon e identificacion de los cuatro diterpenos estudiados (Espectros D1-D4):

180 160 140 120 108 a0 ' 60 an 24 ppm

Espectro D1 Espectros de resonancia magnética nuclearfHatétoxi-7-oxo-8-labden-15-oico.
A) IH RMN. B) 13C RMN
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Espectro D2 Espectros de resonancia magnética nuclear del Acido 7-oxo-8-labden-15-oico.
A) 1H RMN. B) 13C RMN

111



Resultados

R L S —— eisrelar

e T T T T T T T T
2z zo0 0 160 140 129 100 an 1] 4l 20 o ppm

Espectro D3 Espectros de resonancia magnética nuclear del Acido oxocafiyitid. RMN.
B) 13C RMN
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Espectro D4 Espectros de resonancia magnética nuclear del Acido labdamglitle.RMN.
B) 13C RMN
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IV.2.2.- Actividad de los diterpenos identificados en el exudado de C. ladaniter

Una vez identificados los cuatro diterpenos se purificaron en cantidad suficiente para

comprobar su bioactividad mediante bioensayos con coleoptilos etiolados de trigo y STS.

A partir de100gde hoja se obtuvieroh2g de exudado bruto, del cual se aislaron,

con gran dificultad, las siguientes cantidades de compuestos puros para realizar los ensayos:

« 13,3 mg de Acido [B-acetoxy-7-oxo-8-labden-15-oico. (D1).
* 4,4 mg de Acido 7-oxo-8-labden-15-oico. (D2).
« 45,1 mg de Acido oxocativico (D3).

« 125,7 mg de Acido labdandlico. (D4).

IV.2.2.1.-Actividad de diterpenos sobre coleoptilos etiolados de trigo.

En la Figura 1 se observa, a modo de ejemplo, el efecto real del diterpeno D1 sobre

la capacidad de elongacion de los coleoptilos etiolados de trigo.

Como se observa en las Figuras 2 y 3, a concentraciiv, 16dos los compuestos
inhiben el crecimiento de los coleoptilos alrededor de un 80%, alcanzando el D1 un maximo
del 90%. Al disminuir la concentracion a ™M@, la inhibicién de la elongacién de los
coleoptilos se reduce en todos los casos, siendo el compuesto D1 el que presenta menor
actividad con un porcentaje del 25%. Por su parte, el D3 mantiene un porcentaje de

inhibicion del 45%, seguido del D2 y del DA4.

Cuando se ensaya con concentraciones mas bajas, la actividad de los cuatro

diterpenos se reduce, aunque mantienen niveles alrededor del 20%. Es de destacar, que en el
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caso del D3, la actividad a concentracior’NIOes mayor que a concentracion™ en

ambas réplicas.

| ONTROL 2 |

ONTROL
I |
CONTROL 4
| |

Control
P3 D2 - =
i
P39 g
I!

57, 7]
ENE

JProT— R TR
10°M

Figura 1: Efecto del Acido §8-acetoxi-7-ox0-8-labden-15-oico, a distintas concentraciones, sobre la
capacidad de elongacion de coleoptilos etiolados de trigo. Valores medidos por PRiotomed
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Esta experiencia se realiza por duplicado y el comportamiento de los cuatro
diterpenos es el mismo en ambas réplicas: se aprecia un fuerte efecto en la disminucién de la
elongacién del coleoptilo a altas concentraciones, el cual se ve reducido al ir disminuyendo

la concentracion.

Figura 2: Porcentaje de actividad respecto al control de los cuatro diterpenos
identificados sobre la elongacion de coleoptilos etiolados de trigo. Réplica 1.
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Figura 3: Porcentaje de actividad respecto al control de los cuatro diterpenos
identificados sobre la elongacién de coleoptilos etiolados de trigo. Réplica 2.
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IV.2.2.2.- Actividad de diterpenos en bioensayos STS.

Los resultados que a continuacion se exponen son los obtenidos en los bioensayos
STS, destacando que se aprecia un comportamiento muy heterogéneo dependiendo tanto de
la especie diana que se ha utilizado como del diterpeno con el que se ha enseyado.
especies utilizadas en estos bioensayos han sido: tdmgatpérsicum esculentyncebolla

(Allium cep3, trigo (Triticum sp.), berrol(epidium sativury y lechugal(actuca sativa).

IV.2.2.2.1.-Efecto sobre la germinacion.

En las Figuras 4-8 se representa el efecto en la germinacion de los diterpenos sobre
las distintas especies diana. Como puede observarse no existe ningun efecto negativo en la
germinacion de trigo, tomate, lechuga y cebolla bajo ninguna de las concentraciones
ensayadas y con ninguno de los diterpenos. Por el contrario, si se inhibe la germinacion del
berro a distintas concentraciones, destacando que el D3 y el D4 inhiben significativamente la
germinacion de semillas de berro a concentraciéh 1@ y 10°M, no existiendo inhibicién

a 10°M. El D1 también produce reduccion en la germinacioén, aunque no es significativa.

Es de destacar que junto con los diterpenos también se ha ensayado con un herbicida
comercial (Logran), resultados que se tienen como referencia. Como puede observarse en las
Figuras 4 - 8, no se produce inhibicién en la germinacién de ninguna de las especies
utilizadas cuando son regadas con Logran, mientras que con los diterpenos extraidos D3 y

D4 en C. ladaniferse inhibe la germinacion de las semillas de berro.
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Figura 4: Efecto de los diterpenos, a distintas concentraciones, sobre la
germinacién de semillas de Trigo. Datos expresados en porcentaje relativo al
control. (* diferencias significativa respecto al control).
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Figura 5: Efecto de los diterpenos, a distintas concentraciones, sobre la
germinacioén de semillas de Tomate. Datos expresados en porcentaje relativo al
control. (* diferencias significativa respecto al control).
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Figura 6: Efecto de los diterpenos, a distintas concentraciones, sobre la
germinacién de semillas de Berro. Datos expresados en porcentaje relativo al
control. (* diferencias significativa respecto al control).

122



Resultados

20

B &3

B 5 B IES

0 1E6

=,
=
=
4
v
o
3
E
= () | il | e | o il ) |
£
g &
wE 204
5 5
i
S oE -4
Rl
g &
i
E u 60
S g
= B0
-
g  -100
£ Logran D1 D3 D4
S
o Compuestos

Figura 7: Efecto de los diterpenos, a distintas concentraciones, sobre la
germinacién de semillas de Lechuga. Datos expresados en porcentaje relativo al
control. (* diferencias significativa respecto al control).
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Figura 8: Efecto de los diterpenos, a distintas concentraciones, sobre la
germinacién de semillas de Cebolla. Datos expresados en porcentaje relativo al
control. (* diferencias significativa respecto al control).
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IvV.2.2.2.2.-Efecto sobre la longitud de las raices.

Cuando se cuantifica el efecto de los diterpenos sobre la longitud de las raices de las
diferentes especies seleccionadas, al igual que con la germinacién, el comportamiento es

nuevamente heterogéneo (Figuras 9-13).

De tal manera que el D1 afecta negativamente a la longitud de las raices de dos de
las especies estudiadas, la cebolla y el berro. Hay que destacar, que la cebolla es inhibida
cuando se utiliza el D1 a su maxima concentracioiN}0y por el contrario, las raices de

berro reducen su longitud a la concentracién méas baja ensayada de este compid)sto (10

El D3 unicamente reduce significativamente el tamafio de las raices del berro y sélo
a la concentracion de fBI. Las raices de las otras especies no se ven afectadas

significativamente por este compuesto.

Por su parte, el D4 muestra un fuerte efecto en la inhibicién del tamafio de raices de
todas las especies estudiadas, aunque Unicamente a concentratvinAlObajar la

concentracion la inhibicién desaparece.

Al contrario de lo observado en los ensayos de germinacién, este paradmetro si se ve
fuertemente afectado por el herbicida comercial. La longitud de las raices de cebolla se
reduce significativamente con todas las concentraciones. Las de lechuga y tomate también
son inhibidas significativamente a todas las concentraciones exceptMalEs raices del
berro ven reducido su tamafio a concentraciéhyl@0°M, y las del trigo a 16M. Estos
resultados ponen de manifiesto que el Logran presenta mayor eficacia que los diterpenos de

C. ladaniferen la inhibicién de este parametro.
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Figura 9: Efecto de los diterpenos, a distintas concentraciones, sobre la
longitud de raices de Trigo. Datos expresados en porcentaje relativo al
control. (* diferencias significativa respecto al control).
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Figura 10: Efecto de los diterpenos, a distintas concentraciones, sobre la
longitud de raices de Tomate. Datos expresados en porcentaje relativo al
control. (* diferencias significativa respecto al control).
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Figura 11: Efecto de los diterpenos, a distintas concentraciones, sobre la
longitud de raices de Berro. Datos expresados en porcentaje relativo al
control. (* diferencias significativa respecto al control).
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Figura 12: Efecto de los diterpenos, a distintas concentraciones, sobre la
longitud de raices de Lechuga. Datos expresados en porcentaje relativo al
control. (* diferencias significativa respecto al control).
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Figura 13: Efecto de los diterpenos, a distintas concentraciones, sobre la
longitud de raices de Cebolla. Datos expresados en porcentaje relativo al
control. (* diferencias significativa respecto al control).
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I\V.2.2.2.3-Efecto sobre la longitud de los cotiledones

El comportamiento de este parametro es muy similar al que se produce sobre la
longitud de las raices, viéndose fuertemente afectado por la accion del herbicida comercial
(Figuras 14-18). Asi, la longitud de cotiledones de cebolla se reducen significativamente a
todas las concentraciones excepto 8\.0Los cotiledones del berro y el tomate también son
inhibidos significativamente a las concentracione$ $010°M vy los de la lechuga ven
reducido su tamafio a concentracior® ¥010°M. La Unica especie que no ve inhibido el

desarrollo de sus coleoptilos es el trigo (Figura 14).

Cuando los bioensayos son realizados con los diterpenos, el comportamiento es
nuevamente heterogéneo. De tal manera, el D1 presenta inhibicion a la concentracion
maxima ensayada T en cebolla. Por el contrario, los cotiledones de berro ven inhibida su

longitud a la concentracion mas baja ensayada de este compuidto 10

Por su parte, el D3 produce reduccion significativa en el tamafio de los cotiledones
de tomate y berro a la concentraci6rfIQ) mientras que para el resto de semillas no inhibe

significativamente.

El D4 presenta un fuerte efecto en la inhibicion del tamafio de cotiledones de todas
las semillas estudiadas Unicamente a la concentracion mas akbB &6n el resto de

concentraciones la inhibicion desaparece.
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Figura 14: Efecto de los diterpenos, a distintas concentraciones, sobre la
longitud de cotiledones de Trigo. Datos expresados en porcentaje relativo al
control. (* diferencias significativa respecto al control).
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Figura 15: Efecto de los diterpenos, a distintas concentraciones, sobre la
longitud de cotiledones de Tomate. Datos expresados en porcentaje relativo al
control. (* diferencias significativa respecto al control).
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Figura 16: Efecto de los diterpenos, a distintas concentraciones, sobre la
longitud de cotiledones de Berro. Datos expresados en porcentaje relativo al
control. (* diferencias significativa respecto al control).
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Figura 17: Efecto de los diterpenos, a distintas concentraciones, sobre la
longitud de cotiledones de Lechuga. Datos expresados en porcentaje relativo
al control. (* diferencias significativa respecto al control).
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Figura 18: Efecto de los diterpenos, a distintas concentraciones, sobre la
longitud de cotiledones de Cebolla. Datos expresados en porcentaje relativo al
control. (* diferencias significativa respecto al control).
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IV.2.3.- Cuantificacion de diterpenos en hojas, hojarasca y suelos de C. ladanifera lo

largo del afio.

Para la cuantificacion de los diterpenos, se han recogido muestras en cuatro puntos
de muestreo, correspondientes a cuatro localidades distribuidas por la provincia de Badajoz
(Quintana de la Serena, Hornachos, Jerez de los Caballeros y Cabeza la Vaca). De esta
manera se pretende homogeneizar los resultados, obteniendo valores representativos del
conjunto de los jarales. La cuantificacion se ha realizado a lo largo del afio; una muestra por

estacion.

IV.2.3.1.- Cuantificacion de diterpenos en la estacion de primavera.

Como se observa en la Tabla 9, el diterpeno mayoritario es el D3, seguido del D1 y
D2, no apreciandose diferencias significativas en la cantidad de compuestos presentes entre
las distintas localidades, a excepcion del D2. En este caso, las hojas recogidas en la localidad
de Jerez de los Caballeros son las que mayor cantidad presentan. El D3, también es

mayoritario en esta localidad, aunque la diferencia con otras localidades no es significativa.

Tabla 9: Cantidad de diterpenos presentes en hojasCdeladanifer,
recogidas durante la estacidbn de primavera en cuatro localidades de la
provincia de Badajoz. Datos expresados en mg/g peso seco de hoja.

Localidades D1 D2 D3
Quintana de la S. 3,423 1,946 5,403
Hornachos 4,262 1,935 4,197
Jerez de los C. 3,788 4,245 9,680
Cabezala V. 2,541 2,930 6,774
Kruskal-Wallis p > 0.05 p <0.05 p > 0.05
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Tabla 10: Cantidad de diterpenos presentes en la hojaras€a tlanifer,
recogida durante la estacion de primavera en cuatro localidades de la
provincia de Badajoz. Datos expresados en mg/g peso seco de hojarasca.

Localidades D1 D2 D3
Quintana de la S. 0,113 0,073 0,130
Hornachos 0,058 0,033 0,028
Jerez de los C. 0,115 0,071 0,097
Cabezala V. 0,029 0,021 0,016
Kruskal-Wallis p <0.05 p <0.05 p <0.05

No sucede lo mismo en la composicion de la hojarasca, donde existen diferencias
significativas entre las localidades para los tres diterpenos (Tabla 10), siendo la hojarasca de
las localidades de Quintana de la Serena y Jerez de los Caballeros las que mayor cantidad

presentan de todos los compuestos.

La cantidad presente de estos compuestos en el suelo en primavera es minima, y en
la mayoria de los casos no se aprecia. Unicamente en los suelos de jara de Jerez de los

Caballeros y Cabeza la Vaca se encuentra presencia de los compuestos (Tabla 11).

Tabla 11: Cantidad de diterpenos presentes en los sueloS.dadanifel
recogidos durante la estacién de primavera en cuatro localidades de la
provincia de Badajoz. Datos expresados en mg/100g de suelo.

D1 D2 D3
Quintana de la S. - - -
Hornachos - - -
Jerez de los C. 0,033 0,022 0,022
Cabezala V. 0,024 0,018 0,017
Kruskal-Wallis p > 0.05 p > 0.05 p > 0.05
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IV.2.3.2.- Cuantificacion de diterpenos en la estacion de verano.

En la Tabla 12 se aprecia que las cantidades cuantificadas en las hojas de las cuatro
poblaciones, en esta estacion, no muestran diferencias significativas para D2 y D3. Sin
embargo, en las hojas de las localidades de Hornachos y Cabeza la Vaca se aprecia mayor
cantidad del diterpeno D1, existiendo diferencias significativas para este compuesto entre
localidades (K-W, p<0.05). Los compuestos D2 y D3, presentan también la mayor cantidad
en Hornachos y Cabeza la Vaca, aunque las diferencias en este caso no son significativas (K-

W, p>0.05).

Tabla 120 Cantidad de diterpenos presentes en hojasCddadanifer,
recogidas durante la estacion de verano en cuatro localidades de la provincia
de Badajoz. Datos expresados en mg/g peso seco de hoja.

Localidades D1 D2 D3
Quintana de la S. 1,486 1,354 3,398
Hornachos 3,819 2,302 4,441
Jerez de los C. 1,890 1,100 2,057
Cabezala V. 5,931 3,364 3,120
Kruskal-Wallis p <0.05 p > 0.05 p > 0.05

Por su parte, no se aprecian diferencias significativas en la cantidad de compuestos
presentes en la hojarasca entre las distintas localidades (Tabla 13), aunque de forma general
las poblaciones de Quintana y Cabeza la Vaca presentan mayor cantidad de diterpenos que el

resto.
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Tabla 13; Cantidad de diterpenos presentes en la hojaras€a @elanifer,
recogida durante la estacién de verano en cuatro localidades de la provincia
de Badajoz. Datos expresados en mg/g peso seco de hojarasca.

D1 D2 D3
Quintana de la S. 0,269 0,211 0,239
Hornachos 0,164 0,132 0,129
Jerez de los C. 0,139 0,071 0,133
Cabezala V. 0,241 0,140 0,200
Kruskal-Wallis p > 0.05 p > 0.05 p > 0.05

En esta estacion, la presencia y cantidad de compuestos presentes en el suelo de jara

(Tabla 14) es mayor que en primavera. De todos los compuestos presentes, es en el suelo

procedente de la localidad de Jerez de los Caballeros donde mayor cantidad de estos

compuestos encontramos.
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Tabla 14: Cantidad de diterpenos presentes en los sueloS.dadanifel
recogidos durante la estacion de verano en cuatro localidades de la provincia
de Badajoz. Datos expresados en mg/100g de suelo.

D1 D2 D3
Quintana de la S. 0,065 0,051 0,056
Hornachos 0,054 0,042 0,047
Jerez de los C. 0,098 0,073 0,081
Cabezala V. 0,049 0,036 0,035
Kruskal-Wallis p <0.05 p <0.05 p <0.05
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IV.2.3.3.- Cuantificacion de diterpenos en la estacion de otofio.

Como se observa en la Tabla 15, no se aprecian diferencias significativas en la
cantidad de compuestos presentes en las hojas entre las distintas localidades a excepcion del
D3. Este diterpeno esta presente en mayor cantidad y de forma significativa (K-W; p<0.05)
en las localidades de Cabeza la Vaca y Quintana de la Serena. Para D1 y D2, aunque no
existen diferencias significativas entre las localidades, es en las hojas de Cabeza la Vaca

donde se ha cuantificado mayor cantidad.

Tabla 15: Cantidad de diterpenos presentes en hojasCddadanifer,
recogidas durante la estacion de otofio en cuatro localidades de la provincia
de Badajoz. Datos expresados en mg/g peso seco de hoja.

D1 D2 D3
Quintana de la S. 2,518 2,270 3,770
Hornachos 3,544 2,163 2,058
Jerez de los C. 2,555 1,766 2,850
Cabeza la V. 4,721 3,329 5,559
Kruskal-Wallis p > 0.05 p > 0.05 p <0.05

Respecto a la composicion de la hojarasca en la estacion de otofio (Tabla 16), existen
diferencias significativas (K-W; p<0.05) entre las localidades para los compuestos D1, D2 y
D3, siendo la hojarasca de las localidades de Quintana y Hornachos las que mayor cantidad

presentan de estos tres compuestos.
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Tabla 16: Cantidad de diterpenos presentes en la hojaras€a @elanifer,
recogida durante la estacion de otofio en cuatro localidades de la provincia
de Badajoz. Datos expresados en mg/g peso seco de hojarasca.

D1 D2 D3
Quintana de la S. 0,311 0,218 0,264
Hornachos 0,169 0,115 0,176
Jerez de los C. 0,036 0,031 0,057
Cabezala V. 0,039 0,035 0,021
Kruskal-Wallis p <0.05 p <0.05 p <0.05

Cuando se cuantifican estos compuestos en el suelo en la estacion de otofio (Tabla
17), las mayores cantidades de diterpenos se aprecian en Quintana de la Serena, seguida por

Hornachos, para los tres diterpenos.

Tabla 17: Cantidad de diterpenos presentes en los sueldS.dadanifel
recogidos durante la estacion de otofio en cuatro localidades de la provincia
de Badajoz. Datos expresados en mg/100g de suelo.

D1 D2 D3
Quintana de la S. 0,053 0,042 0,041
Hornachos 0,026 0,021 0,015
Jerez de los C. 0,015 0,012 0,009
Cabezala V. 0,021 0,017 0,011
Kruskal-Wallis p <0.05 p <0.05 p <0.05
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IV.2.3.4.- Cuantificacion de diterpenos en la estacion de invierno.

Como se observa en la Tabla 18, en la estacibn de invierno no se aprecian
diferencias significativas (K-W; p>0.05) en la cantidad de ninguno de los diterpenos entre
las distintas localidades, aunque es de destacar la mayor cantidad del compuesto D3 en la

localidad de Jerez de los Caballeros.

Tabla 18 Cantidad de diterpenos presentes en hojasCddadanifer,
recogidas durante la estacion de invierno en cuatro localidades de la
provincia de Badajoz. Datos expresados en mg/g peso seco de hoja.

D1 D2 D3
Quintana de la S. 8,602 3,636 7,681
Hornachos 7,015 3,492 5,959
Jerez de los C. 8,662 4,830 13,212
Cabeza la V. 7,858 4,451 8,322
Kruskal-Wallis p > 0.05 p > 0.05 p > 0.05

Respecto a la composicion de la hojarasca en la estacion de invierno (Tabla 19),
existen diferencias significativas (K-W; p<0.05) entre las localidades para los compuestos
D2 y D3, siendo la hojarasca de las localidades de Quintana de la Serena y Jerez de los

Caballeros las que mayor cantidad presentan de estos dos diterpenos.
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Tabla 19: Cantidad de diterpenos presentes en la hojaras€a tlanifer,
recogida durante la estacién de invierno en cuatro localidades de la provincia
de Badajoz. Datos expresados en mg/g peso seco de hojarasca.

D1 D2 D3
Quintana de la S. 0,074 0,071 0,097
Hornachos 0,055 0,031 0,026
Jerez de los C. 0,107 0,073 0,105
Cabezala V. 0,065 0,039 0,042
Kruskal-Wallis p > 0.05 p <0.05 p <0.05

Durante el invierno (Tabla 20), los tres diterpenos estén presentes en los suelos de
jarales de todas las localidades, destacando que es en Jerez de los Caballeros donde se ha
cuantificado mayor cantidad para los tres diterpenos. Cabe destacar que, tanto en esta
estacion como en otofio, la mayor presencia de estos compuestos en hojarasca y suelos se da

en las muestras recogidas en la poblacion de Jerez de los Caballeros.

Tabla 20: Cantidad de diterpenos presentes en los sueldS. dedanifel
recogidos durante la estacion de invierno en cuatro localidades de la
provincia de Badajoz. Datos expresados en mg/100g de suelo.

D1 D2 D3
Quintana de la S. 0,032 0,028 0,022
Hornachos 0,029 0,020 0,013
Jerez de los C. 0,045 0,035 0,029
Cabezala V. 0,015 0,012 0,009
Kruskal-Wallis p <0.05 p > 0.05 p > 0.05
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IV.2.3.5.- Analisis estacional en muestras de hojas de jara.

En la Tabla 21 se expresan, de forma estacional, las cantidades medias de cada uno
de los diterpenos analizados en las muestras de hoja de jara recogidas en las cuatro
localidades. Del andlisis estacional se observa como, en todos los compuestos, existen
diferencias significativas estacionales, siendo en la estacion de invierno seguido de la
primavera cuando se cuantifican en las hojas las mayores cantidades de diterpenos. Es
también en invierno donde se establecen mayores diferencias en la sintesis de los tres
diterpenos, siendo practicamente el doble la cantidad de D1 y D3 (8,034 y 8,7793 mg/g PS
respectivamente) frente a D2 (4,10 mg/g PS).

Tabla 21: Cantidad estacional de diterpenos presentes en hoj&s de
ladanifer, recogidas en cuatro localidades de la provincia de Badajoz.
Datos expresados en mg/g peso seco de hoja.

D1 D2 D3
Primavera 3,503 2,764 6,513
Verano 3,281 2,030 3,254
Otofio 3,334 2,382 3,659
Invierno 8,034 4,102 8,793
Kruskal-Wallis p <0.05 p <0.05 p <0.05

IV.2.3.6.- Andlisis estacional en muestras de hojarasca de jara.

En la Tabla 22 se expresan, de forma estacional, las cantidades medias de cada uno
de los diterpenos analizados en la hojarasca de jara recogida en las cuatro localidades.
Existen diferencias significativas estacionales en la presencia de los tres diterpenos en la

hojarasca, siendo la estacién de verano, seguido del otofio, cuando encontramos las mayores
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cantidades. Es de destacar que la contribucion de los tres diterpenos en la hojarasca es

practicamente la misma, repitiéndose este comportamiento en las cuatro estaciones.

Tabla 22: Cantidad estacional de diterpenos presentes en la hojarasca de
C. ladanifer, recogida en cuatro localidades de la provincia de Badajoz.
Datos expresados en mg/g peso seco de hojarasca.

D1 D2 D3
Primavera 0,079 0,049 0,068
Verano 0,203 0,139 0,175
Otofio 0,139 0,100 0,129
Invierno 0,075 0,053 0,068
Kruskal-Wallis p <0.05 p <0.05 p <0.05

IV.2.3.7.- Analisis estacional en muestras de suelos de jara.

Debido al comportamiento que presentan estos compuestos en el suelo y a su escasa
presencia en la mayoria de las muestras analizadas, solo destacar que la mayor presencia de
los diterpenos en los suelos de jarales se produce en la estacion de verano, sin destacar la

presencia de algun compuesto en particular (Tabla 23).

Tabla 23 Cantidad estacional de diterpenos presentes en el suelo de
jarale, recogido en cuatro localidades de la provincia de Badajoz.
expresados en mg/100g de suelo.

D1 D2 D3
Primavera 0,029 0,020 0,019
Verano 0,066 0,051 0,055
Otofio 0,029 0,023 0,019
Invierno 0,030 0,024 0,018
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En resumen, sumando las cantidades medias de los tres diterpenos analizados en la

hoja (Tabla 24), es en la estacién de invierno cuando se sintetiza la mayor cantidad de estos

compuestos, seguida de la primavera. En el caso de la hojarasca y el suelo, es en la estacién

de verano cuando se cuantifica la mayor cantidad de estos compuestos, seguida del otofio.

Tabla 24 : Cantidad estacional de diterpenos totales presentes en hojas,

hojarasca y suelos de. ladanifer, recogido en cuatro localidades de la

provincia de Badajoz. Datos expresados en mg/g peso seco de hoja y
hojarasca; mg/100g de suelo.

Hoja Hojarasca Suelo
Primavera 12,781 0,196 0,068
Verano 8,565 0,517 0,172
Otofio 9,275 0,368 0,071
Invierno 20,929 0,196 0,072
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IV.2.4.- Cuantificacion de diterpenos del exudado d€. ladanifer L. bajo condiciones

controladas. Efecto de la temperatura y estrés hidrico.

Se ha comprobado que existe variacion cuantitativa de los diterpenos del exudado de
C. ladanifera lo largo del afio, dependiente de la estacidén. Esto induciria a pensar que la
sintesis de estos compuestos es dependiente de factores fisicos-climaticos, como puede ser la
temperatura y el estrés hidrico. Para comprobar esta hipétesis, se ha cuantificado la sintesis
de diterpenos en individuos sometidos durante un mes a condiciones controladas de

temperatura y humedad.

A continuacion se muestran las cantidades de diterpenos obtenidos en plantas
sometidas a altas temperaturas sin estrés hidrico (Tabla 25), altas temperaturas con estrés
hidrico (Tabla 26), bajas temperaturas sin estrés hidrico (Tabla 27) y bajas temperaturas con
estrés hidrico (Tabla 28). Como puede observarse, tras un mes sometiendo a las plantas a
altas temperaturas y exceso de humedad, se produce un ligero aumento de los compuestos
D1y D2, y una disminucion del compuesto D3 (Tabla 25). Por su parte, la cantidad de los
tres compuestos en las plantas sometidas a estrés hidrico y altas temperaturas es menor que

al inicio del experimento, aunque no se aprecian diferencias significativas (Tabla 26).

Tabla 25: Variacién en la cantidad de diterpenos en plantasCde
ladanifer sometidas a condiciones de altas temperaturas y sin EH. Datos
expresados en mg/g hoja (PS).

D1 D2 D3
to 7,02 4,06 28,15
tfinal 10,34 5,61 21,52
Mann-Whitney p <0,05 p > 0,05 p > 0,05

tp,= inicio de la experiencia
tina = UN mMes desde el inicio de la experiencia
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Tabla 26: Variacién en la cantidad de diterpenos en plantasCde
ladanifer sometidas a condiciones de altas temperaturas y con EH.
Datos expresados en mg/g hoja (PS)

D1 D2 D3
to 20,35 9,14 41,08
tfinal 15,52 6,75 29,75
Mann-Whitney p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05

tp,= inicio de la experiencia

tina = UN mMes desde el inicio de la experiencia

Por el contrario, las plantas sometidas a bajas temperaturas producen, tanto con

estrés como sin estrés hidrico (Tablas 27 y 28), un aumento considerable en las cantidades

encontradas de los tres compuestos, llegando incluso a doblar la cantidad presente al inicio

de la experiencia.
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Tabla 27: Variacion en la cantidad de diterpenos en plantasCde
ladanifer sometidas a condiciones de bajas temperaturas y sin EH. Datos
expresados en mg/g hoja (PS).

D1 D2 D3
to 12,35 5,18 25,86
tinal 29,48 10,61 42,64
Mann-Whitney p <0,05 p < 0,05 p < 0,05

tp= inicio de la experiencia
tina = UN Mes desde el inicio de la experiencia
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Tabla 28 Variacion en la cantidad de diterpenos en plantasCde
ladanifer sometidas a condiciones de bajas temperaturas y con EH.
Datos expresados en mg/g hoja (PS).

D1 D2 D3
to 17,9 8,561 37,45
tfinal 29,61 13,24 60,89
Mann-Whitney p <0,05 p <0,05 p <0,05

tp,= inicio de la experiencia
tina = UN Mes desde el inicio de la experiencia

El andlisis de los valores porcentuales desde el inicio hasta el final de la experiencia,
comparando los distintos tratamientos, revela como a temperaturas altas (Tabla 29), la
secrecion de los compuestos varia dependiendo de las condiciones de humedad bajo las que
se ensaye. Asi, encontramos diferencias significativas (M-W, p<0.05) en la variacion de los
diterpenos D1 y D2 al comparar los tratamientos AT-sin estrés hidrico y AT-con estrés

hidrico.

Tabla 29: Variacion porcentual, respecto al inicio de la experiencia, en
la cantidad de diterpenos en plantasGleladanifer sometidas a altas
temperaturas sin EH y con EH.

D1 D2 D3

Sin EH 47 38 -24

Con EH -24 -25 -28
Mann-Whitney p <0,05 p < 0,05 p > 0,05
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Por el contrario, cuando se ensaya a bajas temperaturas, las diferencias en la
variacion porcentual encontrada tanto con estrés como sin estrés hidrico, no se revelan
significativas en ninguno de los compuestos (Tabla 30). Por lo tanto, el aumento en la
secrecion de estos compuestos a bajas temperaturas es similar independientemente de las

condiciones de humedad.

Tabla 30: Variacion porcentual, respecto al inicio de la experiencia, en
la cantidad de diterpenos en plantas@leladanifer sometidas a bajas
temperaturas sin EH y con E

D1 D2 D3

Sin EH 139 105 65

Con EH 65 56 63
Mann-Whitney p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05

Si ahora se comparan las variaciones porcentuales obtenidas en los tratamientos de
altas temperaturas con bajas temperaturas, se observan claras diferencias significativas (M-
W; p<0.05) tanto con estrés hidrico como sin estés hidrico (Tablas 31 y 32). Esto sugiere que
es el parametro fisico temperatura el determinante a la hora de modificar la secrecion de

estos compuestos, produciéndose un aumento en la secrecion a bajas temperaturas.

Tabla 31: Variacion porcentual, respecto al inicio de la experiencia, en
la cantidad de diterpenos en plantasGidadanifer sometidas sin EH, a
altas y bajas temperaturas.

D1 D2 D3

AT 47 38 -24

BT 139 105 65
Mann-Whitney p <0,04 p < 0,05 p < 0,05
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Tabla 32: Variacion porcentual, respecto al inicio de la experiencia, en

la cantidad de diterpenos en plantasGleladanifer sometidas a EH,
con altas y bajas temperaturas.

D1 D2 D3

AT -24 -25 -28

BT 65 56 63
Mann-Whitney p <0,05 p <0,05 p <0,05
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IV.3.- ESTUDIO DEL COMPORTAMIENTO ALELOPATICO,
DEPENDIENTE DE LAS CONDICIONES CLIMATICAS, DE OCHO
POBLACIONES DE C. ladanifer L., DISTRIBUIDAS EN LA PROVINCIA
DE BADAJOZ.

Este capitulo muestra los resultados del tercer objetivo planteado: cuantificar la
actividad alelopética de una espedis{us ladanifer..) dependiendo de las caracteristicas

climéticas en la que se desarrolle.

Para ello se cuantificd la actividad alelopatica de los distintos compartimentos que
pueden estar implicados: hoja, hojarasca y suelo. Las muestras de jaras fueron recogidas en
poblaciones con caracteristicas climaticas diferentes. Por una parte se extrajeron soluciones
acuosas de cada una de ellas y se realizaron ensayos de germinacion con sdRuilteexde
crispusen suelos control de las ocho poblaciones seleccionadas. Por otra parte, se sembraron
directamente sobre los suelos procedentes de jarales, siendo estos regados con agua. Se
realizaron ensayos estacionales, durante dos afios, sobre el porcentaje de germinacion,
nacimiento de cotiledones y biomasa de las plantulas crecidas en los bioensayos. Los

resultados son expresados como la media correspondiente a los dos afios.
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IV.3.1.- Actividad alelopatica de suelos de jarales procedentes de ocho poblaciones con

caracteristicas climaticas diferentes.

A continuacion se exponen los resultados de las experiencias realizadas sobre los

suelos de jarales de las ocho poblaciones, a lo largo del afio.

IV.3.1.1.- Efecto sobre la germinacién, nacimiento de cotiledones y biomasa total en

semillas y plantulas d&. crispusen la estacion de otofio.

En la estacion de otofio (Tabla 33), existe inhibicion significativa (M-W; p<0.05)
sobre la germinacién en los suelos procedentes de jarales de todas las localidades, excepto en
los suelos de Cornalvo y Santa Ana. Destacar, que son los suelos de Cabeza la Vaca los que

presentan mayor inhibicién, con un 64% de germinacién respecto al control.

Tabla 33 Porcentajes de germinacion, nacimiento de cotiledones y
biomasa de plantulas dR. crispus sembradas sobre suelo. Los suelos
proceden de jarales recogidos en ocho localidades de la provincia de
Badajoz durante la estaciéon de otofio. Datos expresados como porcentaje
relativo al control.

% Germinacion % Cotiledones % Biomasa
Cornalvo 111 113 95
Quintana 78* 72* 88
V. Serena 73* 72* 73*
Hornachos 77 77 91
Santa Ana 98 94 80
Jerez 72* 69* 109
Higuera 72* 70* 89
C. la Vaca 64* 62* 72*

*significativamente diferente al control P<0,05 (Mann-Whitney U-test)

157



Resultados

Del mismo modo, el nacimiento de cotiledones muestra un comportamiento similar
al descrito anteriormente para la germinacion, siendo nuevamente los suelos de Cornalvo y
Santa Ana los Unicos que no inhiben significativamente este parametro. Igualmente, es en los

suelos de Cabeza la Vaca donde se produce la méaxima inhibicion.

Por el contrario, el desarrollo de las plantulas, cuantificado en esta experiencia como
biomasa de las plantulas, es afectado negativamente cuando se ensaya en los suelos
procedentes de las localidades de Valle de la Serena y Cabeza la Vaca, ambos con un

porcentaje de biomasa que ronda el 73% respecto al control.

IV.3.1.2.- Efecto sobre la germinacion, nacimiento de cotiledones y biomasa total en

semillas y plantulas d&. crispusen la estacion de invierno.

Cuando estos ensayos son realizados en suelos recogidos durante la estacion de
invierno, y como se observa en la Tabla 34, Unicamente los suelos de las localidades de
Hornachos e Higuera muestran inhibicién significativa sobre la germinacion (M-W; p<0.05),
con un 78% y 72% respecto al control, respectivamente. Del mismo modo, el nacimiento de
cotiledones también es Unicamente inhibido de forma significativa (M-W; p<0.05) en estas

dos localidades.

Por el contrario, en estas localidades no es afectado negativamente el desarrollo de
las plantulas; pero si en los suelos de otras poblaciones como Quintana y Cabeza la Vaca,
donde el tamafo de las plantulas es menor significativamente (M-W; p<0.05), con un

porcentaje de biomasa respecto al control del 69% y 78% respectivamente.
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Tabla 34: Porcentajes de germinacion, nacimiento de cotiledones y
biomasi de plantulas deR. crispus sembradas sobre suelo. Los suelos
procede de jarales recogidos en ocho localidades de la provincia de
Badajo: durante la estaciébn de invierno. Datos expresados como
porcentaje relativo al contr

% Germinacion % Cotiledones % Biomasa

Cornalvo 96 98 85
Quintana 83 91 69*
V. Serena 116 116 95

Hornachos 78* 74* 92

Santa Ana 91 90 112
Jerez 89 90 106
Higuera 72* 72* 101
C. la Vaca 106 107 78*

*significativamente diferente al control P<0,05 (Mann-Whitney U-test)

IV.3.1.3.- Efecto sobre la germinacion, nacimiento de cotiledones y biomasa total en

semillas y plantulas d&. crispusen la estacion de primavera.

En la estacion de primavera (Tabla 35), cuatro son las localidades cuyos suelos
inhiben significativamente (M-W; p<0.05) la germinacion: Valle de la Serena, Hornachos,
Quintana e Higuera, siendo estas dos Ultimas donde encontramos los porcentajes de

germinacion mas bajos de las tres estaciones estudiadas, con un 58% y 52% respectivamente.

Lo mismo sucede al analizar el nacimiento o emergencia de los cotiledones. Asi, en
los suelos de estas cuatro localidades, ademas de Cabeza la Vaca, se produce inhibicion
significativa (M-W, p<0.05) en este parametro. Es nuevamente Quintana e Higuera, con un
porcentaje de nacimiento de cotiledones respecto al control del 55% y 30% respectivamente,

las localidades con suelos mas activos sobre este parametro.
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Por su parte, el porcentaje de biomasa en esta estacion presenta una reduccion
significativa en los suelos de las localidades de Quintana, Valle de la Serena, Santa Ana,
Jerez de los Caballeros e Higuera. En este caso, los menores porcentajes se alcanzan en los

suelos de Valle de la Serena y nuevamente en Higuera con un 42% y 37% respectivamente.

Tabla 35. Porcentajes de germinacion, nacimiento de cotiledones y
biomasa de plantulas de. crispus sembradas sobre suelo. Los suelos
proceden de jarales recogidos en ocho localidades de la provincia de
Badajoz durante la estacion de primavera. Datos expresados como
porcentaje relativo al control.

% Germinacion % Cotiledones % Biomasa
Cornalvo 119 87 101
Quintana 58* B55* 65*
V. Serena 77* 66* 41*
Hornachos 64* 64* 83
Santa Ana 83 99 62*
Jerez 91 82 74*
Higuera 52* 30* 37*
C. la Vaca 81 71* 86

*significativamente diferente al control P<0,05 (Mann-Whitney U-test)
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IV.3.2.- Actividad alelopatica de las soluciones acuosas de hojas, hojarasca y suelos

procedentes de ocho poblaciones con caracteristicas climaticas diferentes.

A continuacion se exponen los resultados obtenidos en las experiencias realizadas
con las soluciones acuosas de las muestras de suelos, hojas y hojarasca procedentes de ocho
poblaciones diferentes. En estas experiencias se ha estudiado el efecto de estas muestras
sobre la germinacién, nacimiento de cotiledones y biomasa de plantiRasrigpusa lo
largo del afio, una muestra por cada estacion, excepto el verano. Los resultados expuestos

son la media de dos afios de estudio.

IV.3.2.1.- Efecto alelopatico de soluciones acuosas de hojaS.dadanifer en semillas de

R. crispus.

IV.3.2.1.1.-Efecto sobre la germinacion, nacimiento de cotiledones y biomasa total en

semillas y plantulas de R. crispes la estacion de otofio.

Como se observa en la Tabla 36, en la estacién de otofio no existe efecto negativo
significativo sobre la germinacién, excepto cuando se ensaya con muestras recogidas en la
localidad de Cornalvo a la maxima concentracion (concentracion 1). Curiosamente, también
presentan inhibicion significativa (M-W; p<0.05) sobre la germinacion, las soluciones
acuosas procedentes de las localidades de Santa Ana, Jerez de los Caballeros y Cabeza la
Vaca. En este caso, la inhibicion no se produce a concentracién 1 sino cuando se reduce la
concentracién a la mitad (concentracion ). Por su parte, el nacimiento de cotiledones
Unicamente es inhibido significativamente (M-W; p<0.05) al ensayar con la solucién de
hojas procedentes de la localidad de Cabeza la Vaca. Por ultimo, el desarrollo de las
plantulas tampoco se ve afectado negativamente de forma general, encontrando Unicamente

inhibicién significativa (M-W; p<0.05) en las localidades de Valle de la Serena y Hornachos.
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Tabla 36: Porcentajes de germinacion, nacimiento de cotiledones y biomasa de plantRlasridpus
Ensayos realizados con soluciones acuosas, a dos concentraciones, de Rojesldrifer recogida

en ocho localidades de la provincia de Badajoz durante la estacion de otofio. Datos expresados
porcentaje relativo al control.

% Germinacion % Cotiledones % Biomasa

1 1/2 1 1/2 1 1/2
Cornalvo 79* 102 80 104 91 85
Quintana 102 106 97 104 89 93
V. Serena 104 99 105 101 67* 98
Hornachos 113 102 114 106 71* 81
Santa Ana 86 73* 91 82 105 98
Jerez 84 78* 84 83 100 87
Higuera 96 88 96 88 92 84
C.la Vaca 81 77* 79* 79* 93 92

*significativamente diferente al control P<0,05 (Mann-Whitney U-test)

IV.3.2.1.2.-Efecto sobre la germinacién, nacimiento de cotiledones y biomasa total en

semillas y plantulas de R. crispes la estacion de invierno.

En la Tabla 37 se puede apreciar como las soluciones acuosas de hojas procedentes
de las localidades de Cornalvo, Valle de la Serena y Santa Ana son las Unicas que inhiben
significativamente (M-W; p<0.05) la germinacién y el nacimiento de los cotiledones,
manteniendo esta inhibicion Cornalvo y Santa Ana cuando se reduce la concentracion a la
mitad. Por su parte, la biomasa de las plantulas no es afectada negativamente de forma
significativa (M-W; p>0.05) durante esta estacion por ninguna de las soluciones acuosas de

las poblaciones elegidas.
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Tabla 37: Porcentajes de germinacion, nacimiento de cotiledones y biomasa de plantRlasridpus
Ensayos realizados con soluciones acuosas, a dos concentraciones, de Gojasldeifer, recogida

en ocho localidades de la provincia de Badajoz durante la estacién de invierno. Datos expresados
porcentaje relativo al control.

% Germinacion % Cotiledones % Biomasa

1 1/2 1 1/2 1 1/2
Cornalvo 54* 68* 54* 68* 99 90
Quintana 96 88 96 88 90 86
V. Serena 72* 103 72* 103 110 106
Hornachos 104 107 104 107 94 107
Santa Ana 54* 71* 54* 69* 104 99
Jerez 106 96 106 96 103 115
Higuera 112 107 110 108 103 105
C.la Vaca 90 108 90 109 92 92

*significativamente diferente al control P<0,05 (Mann-Whitney U-test)

IV.3.2.1.3.-Efecto sobre la germinacién, nacimiento de cotiledones y biomasa total en

semillas y plantulas de R. crispes la estacion de primavera.

De las tres estaciones estudiadas, es en ésta donde las soluciones acuosas de mas
localidades (cuatro de ellas) inhiben significativamente (M-W; p<0.05) la germinacion,
alcanzando valores de inhibicion por encima del 50%, respecto al control, como en el caso
de Santa Ana (Tabla 38). Tres de estas poblaciones, Hornachos, Higuera y Cabeza la Vaca,
mantienen la inhibicibn cuando se ensaya a concentracion mas baja. Como ocurre en la
estacion de otofio, encontramos localidades con valores de germinacién mas bajos cuando se
ensaya a concentracion ¥z que a concentracion 1, como es el caso de Quintana de la Serena.
Lo mismo sucede cuando se analiza el efecto en el nacimiento de los cotiledones y el
desarrollo de las plantulas, siendo ambos pardmetros inhibidos significativamente (M-W;
p<0.05) por la mayoria de las poblaciones, alcanzandose generalmente mayor inhibicion

cuando se ensaya a concentraciones mas bajas.
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Es de destacar en esta estacion que el desarrollo de las plantulas es el pardmetro mas
afectado negativamente; las soluciones procedentes de Cornalvo e Higuera no inhiben
significativamente (M-W; p>0.05) y por el contrario son Valle de la Serena y Santa Ana con
39% y 37% respectivamente, las localidades con menor porcentaje de biomasa respecto al

control.

Tabla 38: Porcentajes de germinacion, nacimiento de cotiledones y biomasa de plantRlasridpus
Ensayos realizados con soluciones acuosas, a dos concentraciones, de Gojasldeifer, recogida
en ocho localidades de la provincia de Badajoz durante la estaciéon de primaveraekatesadc
como porcentaje relativo al control.

% Germinacion % Cotiledones % Biomasa

1 1/2 1 1/2 1 1/2
Cornalvo 103 100 114 120 89 95
Quintana 82 57* 76* 56* 66* 65*
V. Serena 81 102 101 72* 116 39*
Hornachos 71* 54* 69* 49* 82 73*
Santa Ana 42* 82 36* 81 65* 75*
Jerez 105 117 115 116 71* 63*
Higuera 79* 75* 86 77* 95 112
C.la Vaca 78* 70* 70* 54* 66* 37*

*significativamente diferente al control P<0,05 (Mann-Whitney U-test)
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IV.3.2.2.- Efecto alelopatico de soluciones acuosas de hojarascaCdédadanifer en

semillas deR. crispus.

IV.3.2.2.1.-Efecto sobre la germinacién, nacimiento de cotiledones y biomasa total en

semillas y plantulas de R. crispes la estacion de otofio.

En los ensayos realizados con las soluciones procedentes de hojarascas recogidas en
la estacidn de otofio, los resultados han puesto de manifiesto que Unicamente existe un efecto
negativo significativo (M-W; p<0.05) sobre la germinacion y nacimiento de cotiledones
cuando se ensaya con la solucién procedente de la localidad de Cornalvo y a la maxima
concentracién (Tabla 39). En el resto de localidades no se aprecia ningun tipo de efecto
negativo. Por su parte, el desarrollo de las plantulas es afectado negativamente cuando se

ensaya a altas concentraciones con las soluciones procedentes de Cornalvo, Hornachos y

Santa Ana.

Tabla 39: Porcentajes de germinacion, nacimiento de cotiledones y biomasa de plantRlasridpus
Ensayos realizados con soluciones acuosas, a dos concentraciones, de hojar@sdaddrifer
recogidas en ocho localidades de la provincia de Badajoz durante la estacion de Dabdo.
expresados como porcentaje relativo al control.

% Germinacion % Cotiledones % Biomasa

1 1/2 1 1/2 1 1/2
Cornalvo 67* 99 63* 88 79* 93
Quintana 94 94 95 89 103 95
V. Serena 105 106 105 108 88 86
Hornachos 93 93 96 93 69* 81
Santa Ana 119 104 120 103 71* 88
Jerez 83 85 87 86 118 116
Higuera 99 103 99 103 104 114
C.la Vaca 90 88 94 88 106 113

*significativamente diferente al control P<0,05 (Mann-Whitney U-test)
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IV.3.2.2.2.- Efecto sobre la germinacion, nacimiento de cotiledones y biomasa total en

semillas y plantulas de R. crispes la estacion de invierno.

En la Tabla 40 se puede apreciar como las soluciones acuosas de hojarasca
procedente de las localidades de Quintana, Santa Ana y Cabeza la Vaca inhiben
significativamente la germinaciéon y nacimiento de cotiledones (M-W; p<0.05). Con las
soluciones acuosas procedentes de dos de estas localidades, Quintana y Santa Ana, y para
ambos pardmetros, la inhibicion se mantiene incluso cuando se disminuye la concentracion.
Por su parte, la biomasa es reducida de forma significativa (M-W; p<0.05) con cinco
soluciones de las ocho estudiadas, y con porcentajes de inhibicion que superan el 55%, como
es el caso de Cabeza la Vaca. Cuando se ensaya con una concentracion menor, la inhibicién

se mantiene en tres de las localidades: Cornalvo, Santa Ana y Cabeza la Vaca.

Tabla 40: Porcentajes de germinacion, nacimiento de cotiledones y biomasa de plantRlasridpus
Ensayos realizados con soluciones acuosas, a dos concentraciones, de hojar@sdaddrifer
recogidas en ocho localidades de la provincia de Badajoz durante la estacion de inDigiwto.
expresados como porcentaje relativo al control.

% Germinacion % Cotiledones % Biomasa

1 1/2 1 1/2 1 1/2
Cornalvo 83 101 83 101 60* 55*
Quintana 68* 70* 68* 70* 115 95
V. Serena 101 93 101 93 71* 94
Hornachos 95 103 95 103 82 92
Santa Ana 74* 73* 74* 73* 70* 69*
Jerez 93 104 93 104 72* 100
Higuera 115 80 115 80 109 89
C.la Vaca 66* 88 66* 87 43* 77*

*significativamente diferente al control P<0,05 (Mann-Whitney U-test)
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IV.3.2.2.3.-Efecto sobre la germinacion, nacimiento de cotiledones y biomasa total en

semillas y plantulas de R. crispes la estacion de primavera.

Como puede observarse al comparar las Tablas 39, 40 y 41, y como sucedia con los
ensayos realizados con las soluciones acuosas de hojas, es en esta estacion donde se aprecia
mayor numero de localidades cuyas soluciones acuosas de hojarasca inhiben
significativamente (M-W; p<0.05) la germinacion de semillaRderispus Las localidades
con inhibicion significativa sobre este parametro son: Cornalvo, Quintana, Hornachos, Santa
Ana y Cabeza la Vaca. Tres de estas localidades también inhiben significativamente (M-W;
p<0.05) el nacimiento de cotiledones. Hay que destacar que en esta estacibn, como se
observa en la Tabla 41, el tamafio de las plantulas, cuantificado como porcentaje de biomasa,
se reduce significativamente (M-W; p<0.05) en todas las localidades, alcanzando en la
mayoria de los casos la mitad al obtenido en el control. Es por tanto, en esta estacion cuando

las soluciones de hojarasca afectan en mayor grado a este parametro.

Tabla 41: Porcentajes de germinacion, nacimiento de cotiledones y biomasa de plantRlasridpus
Ensayos realizados con soluciones acuosas, a dos concentraciones, de hojar@sdaddrifer
recogidas en ocho localidades de la provincia de Badajoz durante la estacién de prirDatera.
expresados como porcentaje relativo al control.

% Germinacion % Cotiledones % Biomasa

1 1/2 1 1/2 1 1/2
Cornalvo 70* 94 119 106 58* 82
Quintana 72* 87 104 117 55* 84
V. Serena 98 84 115 105 25* 65*
Hornachos 74* 75* 78* 113 46* 73*
Santa Ana 69* 76* 64* 58* 58* 58*
Jerez 115 112 87 115 55* 70*
Higuera 105 92 98 110 62* 68*
C.la Vaca 71* 71* 74> 80 49* 58*

*significativamente diferente al control P<0,05 (Mann-Whitney U-test)
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IV.3.2.3.- Efecto alelopético de soluciones acuosas de sueldS.dadanifer en semillas

deR. crispus

IV.3.2.3.1.-Efecto sobre la germinacién, nacimiento de cotiledones y biomasa total en

semillas y plantulas de R. crispes la estacion de otofio.

Como se observa en la Tabla 42, cuando se recogen los suelos en la estacion de
otofio y se obtiene la solucion acuosa de los mismos para realizar los ensayos de
germinacion, unicamente las soluciones acuosas procedentes de los jarales localizados en
Cornalvo y Jerez de los Caballeros inhiben significativamente (M-W; p<0.05) la
germinacion y el nacimiento de cotiledones. Por su parte, el desarrollo de las plantulas no se
ve afectado negativamente por la solucidon procedente de ninguna de las localidades, al no

encontrarse diferencias significativas (M-W; p>0.05) respecto a la biomasa control.

Tabla 42 Porcentajes de germinacion, nacimiento de cotiledones y biomasa de plantuRs de
crispus Ensayos realizados con soluciones acuosas, a dos concentraciones, de sGelaslaigfer
recogidos en ocho localidades de la provincia de Badajoz, durante la estacion de Dabdo.
expresados como porcentaje relativo al control.

% Germinacion % Cotiledones % Biomasa

1 1/2 1 1/2 1 1/2
Cornalvo 72* 97 76* 82 102 82
Quintana 87 89 87 91 91 96
V. Serena 111 110 112 94 96 80
Hornachos 109 101 108 101 108 96
Santa Ana 102 111 105 116 113 94
Jerez 78* 55* 75* 53* 97 112
Higuera 102 80 102 81 111 95
C. la Vaca 99 91 103 94 97 99

*significativamente diferente al control P<0,05 (Mann-Whitney U-test)
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IV.3.2.3.2.-Efecto sobre la germinacion, nacimiento de cotiledones y biomasa total en

semillas y plantulas de R. crispes la estacion de invierno.

Al igual que ocurre en las experiencias realizadas en la estacion de otofo, con las
muestras recogidas en invierno, como se observa en la Tabla 43, no se observa apenas efecto
negativo sobre los pardmetros estudiados por parte de las soluciones acuosas de los suelos.
Unicamente la solucion procedente del suelo de Cornalvo inhibe significativamente la
germinacion y el nacimiento de cotiledones (M-W; p<0.05); y la de Cabeza la Vaca actua

negativamente sobre el crecimiento de las plantulas.

Tabla 43 Porcentajes de germinacion, nacimiento de cotiledones y biomasa de plantuRs de
crispus Ensayos realizados con soluciones acuosas, a dos concentraciones, de sGelaslalgifer
recogidos en ocho localidades de la provincia de Badajoz, durante la estacion de inRiatwo.
expresados como porcentaje relativo al control.

% Germinacion % Cotiledones % Biomasa

1 1/2 1 1/2 1 1/2
Cornalvo 76* 90 76* 90 90 95
Quintana 83 85 83 85 100 115
V. Serena 111 120 111 115 104 94
Hornachos 82 100 82 100 103 119
Santa Ana 90 90 90 90 103 100
Jerez 98 107 98 107 102 114
Higuera 110 100 114 100 95 116
C.la Vaca 109 109 109 110 58* 81

*significativamente diferente al control P<0,05 (Mann-Whitney U-test)
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IV.3.2.3.3.-Efecto sobre la germinacion, nacimiento de cotiledones y biomasa total en

semillas y plantulas de R. crispes la estacion de primavera.

Al igual que ocurre cuando se ensaya con las soluciones de hoja y hojarasca, es en
esta estacion donde las soluciones acuosas de suelo presentan mayor actividad sobre los
parametros estudiados (Tabla 44). De tal manera que se obtienen valores de inhibicion
significativa (M-W; p<0.05) sobre la germinacién, nacimiento de cotiledones y biomasa con
cinco de las ocho soluciones utilizadas. Destacar las soluciones de Quintana, Santa Ana y
Cabeza la Vaca por presentar inhibicion significativa sobre todos los parametros medidos,

manteniéndose la inhibicion incluso cuando se reduce la concentracion a la mitad.

Tabla 44: Porcentajes de germinacion, nacimiento de cotiledones y biomasa de plantuRs de
crispus Ensayos realizados con soluciones acuosas, a dos concentraciones, de sGelaslaigfer
recogidos en ocho localidades de la provincia de Badajoz, durante la estacion de prirDatera.
expresados como porcentaje relativo al control.

% Germinacion % Cotiledones % Biomasa

1 1/2 1 1/2 1 1/2
Cornalvo 79* 102 53* 117 96 100
Quintana 77* 88 24* 33* 66* 76*
V. Serena 94 92 84 92 73* 60*
Hornachos 89 100 71* 76* 89 99
Santa Ana 78* 66* 76* 57* 67* 76*
Jerez 112 118 119 115 102 96
Higuera 78* 117 86 104 76* 65*
C.la Vaca 70* 68* 76* 65* 62* 59*

*significativamente diferente al control P<0,05 (Mann-Whitney U-test)
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De todas las experiencias realizadas con las ocho poblaciones, y utlizando las
muestras procedentes de hojas, hojarasca y suelo a lo largo del afio, cabe destacar los

siguientes resultados:

-Es en la estacién de primavera cuando se obtiene mayores niveles de inhibicion para

los tres parametros medidos y con todas las muestras estudiadas.

-Teniendo en cuenta las soluciones acuosas empleadas, la que mayor actividad
presenta en término global, es la procedente de la hojarasca, seguida de la hoja y la de los

suelos.

-Las poblaciones fueron elegidas en funcion de sus caracteristicas climaticas, con
diferentes precipitaciones y temperaturas. De esta forma, podemos clasificar las poblaciones

en dos grupos:

Poblaciones con temperatura mas alta y bajas precipitaciones: Cornalvo,

Quintana de la Serena, Valle de la Serena y Hornachos

- Poblaciones con temperaturas més bajas y altas precipitaciones: Santa Ana,

Jerez de los Caballeros, Higuera y Cabeza la Vaca.

Atendiendo a estos dos grupos establecidos, se esperaba que el comportamiento
alelopético de estas localidades se diferenciaran. Con los resultados obtenidos no se observa
una clara diferenciacion. Si existen diferencias entre las localidades, pero muestran un
comportamiento heterogéneo, por ejemplo: cuando se estudia el efecto de las soluciones
acuosas procedentes de hojas en el nacimiento de cotiledones en la estacion de primavera, se
produce inhibicion significativa en dos localidades pertenecientes al primer grupo y en otras
dos del segundo grupo. El que no exista un comportamiento asociado a las condiciones
climaticas puede ser debido a que las diferencias entre poblaciones no sean suficientes como

para derivar distintos efectos alelopéticos.
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Esto ha llevado a repetir todo este estudio, seleccionando poblaciones con valores de
precipitacion y temperatura mas extremos y volviendo a plantear desde el inicio la

experiencia.
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IV.4.- ESTUDIO DEL COMPORTAMIENTO ALELOPATICO,

DEPENDIENTE DE LAS CONDICIONES CLIMATICAS DE DOCE
POBLACIONES DE C. ladanifer L. DISTRIBUIDAS NORTE-SUR DE LA
PENINSULA IBERICA.

En los siguientes apartados se exponen los resultados obtenidos al analizar y ensayar
con muestras procedentes de doce poblaciones distribuidas de N-S de la Peninsula Ibérica.
En ellas se ha estudiado, la cantidad de diterpenos en hojas y hojarasca; el efecto derivado de
soluciones acuosas de hojas y hojarasca cuando las semillas son sembradas sobre papel y
sobre suelo control; y el efecto cuando se siembra sobre los suelos de jarales y son regados
con agua. El estudio se ha realizado durante un afio, recogiendo muestras en cada estacion y
contabilizando los parametros: germinacion, nacimiento de cotiledones y tamafo de raiz y

cotiledones.
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IV.4.1.- Cuantificacion de los diterpenos presentes en las muestras de hoja y hojarasca

procedentes de doce poblaciones.

Los compuestos que a continuacion se refieren, fueron cuantificados en muestras de
hojas y hojarasca recogidas, durante las cuatro estaciones, en las localidades de Ponferrada,
Destriana, Pantano de Ricobayo, El Cubo del Vino, Hervas, Valverde del Fresno,
Alburquerque, Hornachos, Azuaga, Cazalla de la Sierra, La Nava de la Concepcién y Puerto
de Galis. En todos los casos, el valor se expresa en mg/g de peso seco (PS) de hoja u

hojarasca.

IV.4.1.1.- Cuantificacidon de compuestos en la estacion de primavera.

Como se observa en la Tabla 45, se aprecia variabilidad significativa entre
localidades (K-W; p<0.05) en la cantidad de diterpenos presentes en las muestras de hojas
recogidas en la estacion de primavera. La localidad con menor cantidad de compuesto D1 es
El Cubo con 1,6 mg/g PS , y las poblaciones que mas cantidad presentan son La Nava de la
Concepcion y Puerto de Galis con 6,8 y 5,7 mg/g PS, respectivamente. Para el D2 también
existen diferencias significativas entre localidades, pasando de los 1,3 mg/g PS de Destriana
a los 4,0 mg/g PS de Puerto de Galis. Por su parte, el diterpeno D3 presenta su minimo en las
muestras de hojas procedentes de Hornachos con 3,2 mg/g PS y el maximo, como ocurriera

con el resto de compuestos, en Puerto de Galis con 10,3 mg/g PS.

Cuando se cuantifica la cantidad de diterpenos presentes en la hojarasca recogida en
esta estacion, también se aprecian diferencias significativas entre localidades (K-W; p<0.05).
Asi, la localidad con menor cantidad de estos compuestos es Hornachos con 0,26 mg/g PS
para el D1; 0,17 mg/g PS para el D2 y 0,17 mg/g PS para el D3. Por el contrario, la hojarasca
procedente de la localidad de Hervas es la que mayor cantidad de diterpenos presenta 1,4

mg/g PS para el D1, 1,2 mg/g PS para el D2,y 1,7 mg/g PS para el D3 (Tabla 46).
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Tabla 45. Cantidad de diterpenos presentes en hojasCde
ladanifer, recogidas durante la estacion de primavera en doce
poblaciones distribuidas de N-S peninsular. Datos expresados en
mg/g peso seco de hoja.

D1 D2 D3
Ponferrada 2,484 1,476 5,657
Destriana 2,529 1,372 5,653
Ricobayo 4,552 2,757 6,289
El Cubo 1,674 1,696 8,602
Hervas 2,303 1,888 3,807
V. del Fresno 3,293 3,444 6,046
Alburquerque 3,425 2,912 5,402
Hornachos 3,572 2,101 3,200
Azuaga 3,392 3,869 5,995
Cazalla de la S. 4,638 3,002 3,869
La Nava de la C. 6,863 3,696 5,200
Puerto de Galis 5,776 4,006 10,337
Kruskal-Wallis p <0.05 p <0.05 p <0.05
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Tabla 46: Cantidad de diterpenos presentes en la hojarasda. de
ladanifer, recogida durante la estacién de primavera en doce

poblaciones distribuidas de N-S peninsular. Datos expresados en
mg/g peso seco de hojarasca.

D1 D2 D3
Ponferrada 0,335 0,242 0,805
Destriana 0,697 0,389 0,819
Ricobayo 0,767 0,546 1,359
El Cubo 0,421 0,411 1,711
Hervas 1,459 1,237 1,784
V. del Fresno 1,001 0,633 1,300
Alburquerque 0,954 0,539 0,707
Hornachos 0,260 0,176 0,171
Azuaga 0,592 0,560 0,781
Cazalla de la S. 0,372 0,304 0,426
La Nava de la C. 0,285 0,201 0,236
Puerto de Galis 0,327 0,347 0,684
Kruskal-Wallis p <0.05 p <0.05 p <0.05
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IV.4.1.2.- Cuantificacion de compuestos en la estacion de verano.

En la Tabla 47 se observa la cantidad de compuestos presentes en las muestras de
hojas recogidas en la estacion de verano. En ella, al igual que en primavera, se aprecia una
variacion significativa entre las localidades (K-W; p<0.05). De tal manera que la localidad
con menor cantidad del diterpeno D1 es Valverde del Fresno con 3,2 mg/g PS y las que mas
Ponferrada y ElI Cubo con una cantidad mayor de 6,5 mg/g PS. Para el D2 también existen
diferencias significativas entre localidades, pasando de los 2,6 mg/g PS de Cazalla, la Nava y
Hornachos, a los mas de 4,0 mg/g PS de Ponferrada, Hervas y Alburquerque. Por su parte, el
compuesto D3 presenta su minimo en las muestras de hojas procedentes de La Nava con 2,4

mg/g PS, y el maximo en Ponferrada, Destriana y El Cubo con més de 11 mg/g PS.

Tabla 47: Cantidad de diterpenos presentes en hojasCde
ladanifer, recogidas durante la estacion de verano en doce
poblaciones distribuidas de N-S peninsular. Datos expresados en
mg/g peso seco de hc

D1 D2 D3
Ponferrada 6,853 4,418 11,080
Destriana 4,813 3,132 11,374
Ricobayo 4,327 2,975 10,592
El Cubo 6,566 3,698 11,274
Hervéas 6,055 4,049 8,509
V. del Fresno 3,247 2,937 8,239
Alburquerque 4,171 4,186 8,150
Hornachos 4,147 2,667 4,487
Azuaga 4,131 2,846 7,346
Cazalladela S. 4,482 2,672 6,804
La Nava de la C. 3,981 2,621 2,405
Puerto de Galis 4,758 3,707 10,617
Kruskal-Wallis p <0.05 p <0.05 p <0.05
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Por su parte, en la cantidad de diterpenos presentes en la hojarasca recogida en esta
estacién, también se aprecian diferencias significativas entre localidades (K-W; p<0.05). Asi,
la localidad con menor cantidad de los compuestos D1 y D2 es Ponferrada seguida de
Cazalla, y para el compuesto D3 es Hornachos seguido de Alburquerque. Por el contrario, la
hojarasca con mayor cantidad de diterpenos D1 y D2 es la recogida en las localidades de
Valverde del Fresno y Hervas, y las localidades con mayor cantidad de D3 es El Cubo

seguido de Hervés (Tabla 48).

Tabla 48: Cantidad de diterpenos presentes en la hojarasda. de
ladanifer, recogida durante la estacion de verano en doce
poblaciones distribuidas de N-S peninsular. Datos expresados en
mg/g peso seco de hojara:

D1 D2 D3
Ponferrada 0,229 0,208 0,661
Destriana 0,511 0,327 0,563
Ricobayo 0,435 0,319 0,887
El Cubo 0,567 0,648 1,957
Hervéas 0,776 0,770 1,815
V. del Fresno 1,004 0,735 1,368
Alburquerque 0,507 0,398 0,305
Hornachos 0,515 0,374 0,261
Azuaga 0,817 0,675 0,898
Cazalladela S. 0,371 0,292 0,454
La Nava de la C. 0,549 0,418 0,524
Puerto de Galis 0,687 0,501 1,592
Kruskal-Wallis p <0.05 p <0.05 p <0.05
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IV.4.1.3.- Cuantificacion de compuestos en la estacion de otofio.

En la Tabla 49 se observa la cantidad de compuestos presentes en las muestras de
hojas recogidas en la estacion de otofio. Se aprecia nuevamente variabilidad significativa
entre las localidades (K-W; p<0.05), de tal manera que las hojas con menor cantidad del
diterpeno D1 proceden de Ricobayo con 3,5 mg/g PS, y la que mas Destriana con 10,5 mg/g
PS seguida por Hervas, Alburquerque, Puerto de Galis y Valverde del Fresno, todas ellas con

mas de 9,0 mg/g PS.

En la cantidad cuantificada de D2 también existen diferencias significativas entre
localidades, pasando de los 3,5 mg/g PS de las hojas de Ricobayo, a los mas de 6,0 mg/g PS
en Destriana, Puerto de Galis y Alburquerque. Por su parte, el compuesto D3 presenta su
minimo en las muestras de hojas procedentes de Hornachos con 6,0 mg/g PS, y el maximo

en Ponferrada y Puerto de Galis con mas de 25,0 mg/g PS.

La cantidad de diterpenos presentes en la hojarasca recogida en esta estacion,
también presenta diferencias significativas entre localidades (K-W; p<0.05) (Tabla 50). Asi,
la localidad con menor cantidad del compuesto D1 es ElI Cubo con 0,07 mg/g PS, y la
hojarasca con mayor cantidad procede de Puerto de Galis con mas de 0,63 mg/g PS. Por su
parte, el D2 pasa de los 0,07 mg/g PS de Ponferrada y El Cubo, a los casi 0,4 mg/g PS de
Puerto de Galis. EI compuesto D3 presenta su minimo en las muestras de hojarasca
procedentes de Hornachos, Azuaga y La Nava con 0.13 mg/g PS y el maximo nuevamente

en Puerto de Galis con mas de 0,9 mg/g PS.
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Tabla 49: Cantidad de diterpenos presentes en hojasCde
ladanifer, recogidas durante la estacion de otoflo en doce

poblaciones distribuidas de N-S peninsular. Datos expresados en
mg/g peso seco de hoja.

D1 D2 D3
Ponferrada 6,482 5,087 25,881
Destriana 10,521 6,818 14,426
Ricobayo 3,576 3,422 18,463
El Cubo 8,310 3,886 8,589
Hervas 9,864 5,852 17,814
V. del Fresno 9,673 5,505 20,124
Alburquerque 9,754 6,313 9,224
Hornachos 5,625 3,566 6,038
Azuaga 5,374 4,290 9,181
Cazalla de la S. 6,783 3,795 9,468
La Nava de la C. 6,056 4,987 9,608
Puerto de Galis 9,400 6,450 26,894
Kruskal-Wallis p <0.05 p <0.05 p <0.05
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Tabla 50: Cantidad de diterpenos presentes en la hojarasda. de
ladanifer, recogida durante la estacion de otofio en doce
poblaciones distribuidas de N-S peninsular. Datos expresados en
mg/g peso seco de hojarasca.

D1 D2 D3
Ponferrada 0,087 0,069 0,196
Destriana 0,148 0,088 0,142
Ricobayo 0,219 0,178 0,527
El Cubo 0,078 0,073 0,249
Hervéas 0,172 0,144 0,229
V. del Fresno 0,123 0,096 0,242
Alburgquerque 0,231 0,169 0,193
Hornachos 0,212 0,158 0,134
Azuaga 0,207 0,153 0,139
Cazalladela S. 0,253 0,198 0,245
La Nava de la C. 0,196 0,125 0,131
Puerto de Galis 0,633 0,391 0,948
Kruskal-Wallis p < 0.05 p <0.05 p <0.05
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IV.4.1.4.- Cuantificacion de compuestos en la estacion de invierno.

Como se observa en la Tabla 51, la cantidad de compuestos presentes en las
muestras de hojas recogidas en la estacidén de invierno presenta una variabilidad significativa
entre localidades (K-W; p<0.05). La localidad que presenta menor cantidad del compuesto
D1 es La Nava con 4,7 mg/g hoja (PS), seguido de Ponferrada con 5,6 mg/g hoja (PS). La
mayor cantidad es cuantificada en las hojas recogidas en Puerto de Galis con 13,1 mg/g PS.
Para el diterpeno D2 también existen diferencias significativas entre localidades, pasando de
los 3,4 mg/g PS de La Nava, a los 9,8 mg/g PS de El Cubo. Por su parte, la cantidad de D3 es
minima en las muestras de hojas procedentes de La Nava con 4,2 mg/g PS y maxima en las

hojas de Puerto de Galis con 31,4 mg/g PS y El Cubo con més de 25,0 mg/g PS.

Tabla 51: Cantidad de diterpenos presentes en hojas Cde
ladanifer, recogidas durante la estacion de invierno en doce
poblaciones distribuidas de N-S peninsular. Datos expresados en
mg/g peso seco de hoja.

D1 D2 D3

Ponferrada 5,658 4,305 19,900
Destriana 7,573 3,984 6,976

Ricobayo 10,955 7,145 16,397
El Cubo 8,441 9,824 25,650
Hervéas 7,814 6,917 17,517
V. del Fresno 8,258 8,613 19,525
Alburquerque 10,434 6,680 19,827
Hornachos 7,007 5,343 10,925
Azuaga 8,020 8,021 16,989
Cazalladela S. 9,132 7,764 13,862
La Nava de la C. 4,787 3,406 4,236

Puerto de Galis 13,169 7,490 31,436
Kruskal-Wallis p < 0.05 p <0.05 p <0.05
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Por su parte, los compuestos presentes en la hojarasca recogida en esta estacion
(Tabla 52), también presentan cantidades significativamente diferentes entre localidades (K-
W; p<0.05). Asi, la hojarasca con menor cantidad del D1 es la que procede de Ponferrada
con 0,06 mg/g PS. En el extremo opuesto esta la recogida en Alburquerque con mas de 0,5
mg/g PS, seguido de Azuaga, Cazalla y Puerto de Galis con mas de 0,35 mg/g PS. Por su
parte, el diterpeno D2 pasa de los 0,06 mg/g PS cuantificado en la hojarasca de Ponferrada, a
los 0,3 mg/g PS de Puerto de Galis y Alburquerque. El D3 presenta su minimo en las
muestras de hojarasca procedentes de La Nava y Hornachos con 0,12 mg/g PS y el maximo

nuevamente en Puerto de Galis con mas de 0,9 mg/g PS.

Tabla 52: Cantidad de diterpenos presentes en la hojarasda. de
ladanifer, recogida durante la estacién de invierno en doce
poblaciones distribuidas de N-S peninsular. Datos expresados en
mg/g peso seco de hojara:

D1 D2 D3
Ponferrada 0,069 0,061 0,422
Destriana 0,148 0,121 0,577
Ricobayo 0,201 0,146 0,385
El Cubo 0,073 0,077 0,304
Hervéas 0,134 0,112 0,213
V. del Fresno 0,246 0,249 0,476
Alburgquerque 0,514 0,294 0,429
Hornachos 0,217 0,139 0,127
Azuaga 0,394 0,280 0,336
Cazalladela S. 0,395 0,276 0,434
La Nava de la C. 0,121 0,094 0,111
Puerto de Galis 0,354 0,317 0,901
Kruskal-Wallis p < 0.05 p <0.05 p <0.05
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IV.4.1.5.- Cuantificacion anual de compuestos por localidades.

En las Tablas 53 y 54 se expresa el valor medio anual de cada compuesto encontrado

en las muestras de hoja y hojarasca recogidas en las doce poblaciones estudiadas.

Como se observa en la Tabla 53, en las hojas de la poblacion de Puerto de Galis es
donde méas compuestos se cuantifican, y en las de Hornachos y La Nava donde menos. A
pesar de esto, no existen diferencias significativas entre la cantidad media de los compuestos
D1y D2 presentes en las hojas de las doce localidades (K-W; p>0.05). Por su parte, el D3 si

muestra diferencias significativas entre localidades a nivel global (K-W; p<0.05).

Tabla 53: Cantidad media anual de los tres diterpenos presentes en
hojas deC. ladanifer, recogidas en doce poblaciones distribuidas de
N-S peninsular. Datos expresados en mg/g peso seco de hoja.

D1 D2 D3
Ponferrada 5,369 3,822 15,630
Destriana 6,359 3,827 9,607
Ricobayo 5,853 4,075 12,936
El Cubo 6,248 4,776 13,529
Hervas 6,509 4,676 11,912
V. del Fresno 6,118 5,125 13,483
Alburquerque 6,946 5,023 10,651
Hornachos 5,088 3,419 6,163
Azuaga 5,229 4,757 9,878
Cazalla de la S. 6,259 4,308 8,501
La Nava de la C. 5,422 3,677 5,362
Puerto de Galis 8,275 5,413 19,821
Kruskal-Wallis p > 0.05 p > 0.05 p <0.05
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Al analizar la cantidad anual media en la hojarasca (Tabla 54), se observa una clara
diferencia interpoblacional para los tres compuestos (K-W; p<0.05). La hojarasca que
presenta mas cantidad de compuesto D1 es la procedente de Hervas, seguida de Valverde del
Fresno, Alburquerque y Puerto de Galis, y la que menos en Ponferrada y La Nava. El
diterpeno D2 presenta maximos también en las localidades de Hervas, Valverde del Fresno,
Azuaga y Puerto de Galis, y minimos en Ponferrada y La Nava. Por ultimo, la mayor
cantidad de D3 se encuentra en la hojarasca de El Cubo, Puerto de Galis y Hervas; y donde

menos, nuevamente en Hornachos y La Nava.

Tabla 54: Cantidad media anual de los tres diterpenos presentes en
la hojarasca deC. ladanifer, recogida en doce poblaciones
distribuidas de N-S peninsular. Datos expresados en mg/g peso seco

de hojarasc
D1 D2 D3

Ponferrada 0,180 0,145 0,521
Destriana 0,376 0,231 0,525
Ricobayo 0,406 0,297 0,789
El Cubo 0,285 0,302 1,056
Hervas 0,635 0,566 1,010
V. del Fresno 0,594 0,428 0,847
Alburquerque 0,552 0,350 0,408
Hornachos 0,301 0,212 0,173
Azuaga 0,502 0,417 0,538
Cazalla de la S. 0,348 0,268 0,390
La Nava de la C. 0,288 0,209 0,251
Puerto de Galis 0,500 0,389 1,031
Kruskal-Wallis p <0.05 p <0.05 p <0.05
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IV.4.1.6.- Analisis estacional en muestras de hojas de jara.

En la Tabla 55 se expresan estacionalmente las cantidades medias de cada uno de los
compuestos analizados en las muestras de hojas de jara recogidas en las doce localidades
durante un afio, expresado en mg/g PS de hoja. Del analisis se observa como en todos los
compuestos existen diferencias significativas estacionales, siendo en la estacién de invierno

seguida de otofio cuando mayor sintesis de compuestos se produce.

Concretamente, en la Figura 19 se observa como el diterpeno D1 no presenta
diferencias significativas en la secrecion entre las estaciones de primavera y verano, ni
tampoco entre el otofio y el invierno, pero si entre las dos parejas de estaciones. Por tanto, es
en otofio e invierno cuando mas secrecion se produce de este compuesto. El compuesto D2
muestra diferencias significativas entre todas las estaciones excepto entre la primavera y el
verano, produciéndose una cantidad significativamente mayor en la estacidon de invierno
seguido del otoflo. EI D3 muestra un comportamiento estacional similar a los otros dos,
encontrandose diferencias entre todas las estaciones excepto, en este caso, entre otofio e
invierno. Es en otofio e invierno cuando se sintetiza mayor cantidad del compuesto, y en

primavera cuando menor es su secrecion.

Tabla 55: Cantidad estacional de diterpenos presentes en hojas de
ladanifer. Los resultados muestran la media de doce localidades
distribuidas de N-S peninsular. Datos expresados en mg/g peso seco

de hoja.

D1 D2 D3
Primavera 5,38 2,68 5,84
Verano 4,79 3,33 8,41
Otofio 7,62 5,00 14,64
Invierno 8,44 6,62 16,94
Kruskal-Wallis p <0.05 p <0.05 p <0.05
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Figura 19: Cantidad estacional media de diterpenos cuantificados en hoj&s talanifer
recogidas en las doce localidades. Datos expresados en mg/g de P& Ihgjdetfas iguales, no
diferencia significativa: p>0,05, test de Mann-Withney).

IV.4.1.7.- Andlisis estacional en muestras de hojarasca de jara.

En la Tabla 56 se expresan, de forma estacional, las cantidades medias de cada uno
de los compuestos analizados en las muestras de hojarasca de jara recogidas en las doce
poblaciones, expresado en mg/g PS de hojarasca. Obsérvese como en todos los compuestos

existen diferencias significativas estacionales.
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Tabla 56. Cantidad estacional de diterpenos presentes en hojarascas
de C. ladanifer. Los resultados muestran la media de doce
localidades distribuidas de N-S peninsular. Datos expresados en
mg/g peso seco de hojarasca.

D1 D2 D3
Primavera 0,62 0,47 0,90
Verano 0,58 0,47 0,94
Otofio 0,21 0,15 0,28
Invierno 0,24 0,18 0,39
Kruskal-Wallis p <0.05 p <0.05 p <0.05

En la Figura 20 podemos observar como las cantidades encontradas de todos los

compuestos presentan el mismo patrén.

ma/g
(@p
O

Figura 20: Cantidad estacional media de diterpenos cuantificados en hojarasta la@anifer
recogida en las doce localidades. Datos expresados en mg/g de PS homiascketias iguales, no
diferencia significativa: p>0,05, test de Mann-Withney).
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Es en las estaciones de primavera y verano cuando se encuentra, en la hojarasca,
mayor cantidad de los tres compuestos, no apreciandose diferencias significativas entre las
estaciones de primavera y verano, ni tampoco entre el otofio y el invierno, pero si cuando se

compara primavera-verano frente a otofio-invierno.

De forma general destacar, que la poblacion que mayor cantidad de compuesto
sintetiza en sus hojas, para los tres diterpenos, es Puerto de Galis y la poblacion en la que se
ha cuantificado menor cantidad es Hornachos, para D1 y D2 y La Nava de la Concepcién
para el D3. Por otra parte, existe un claro comportamiento estacional en la sintesis de estos
compuestos en la hoja, siendo otofio e invierno donde la sintesis es mayoritaria. Destacar que

este comportamiento estacional se produce en la mayoria de las localidades.

Con respecto a la hojarasca, la poblacion que mayor cantidad presenta es Hervas,
para los tres diterpenos y la que menor es Ponferrada para D1 y D2 y Hornachos para D3.
Igualmente que para las hojas, existe un comportamiento estacional en la presencia de estos
compuestos, siendo en este caso las estaciones de verano y primavera cuando mayor

cantidad se cuantifica.
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IV.4.2.- Analisis de la actividad alelopatica de los suelos de jarales procedentes de doce

poblaciones.

Para analizar la posible influencia que ejercen las distintas condiciones ambientales
en la actividad alelopatica de los suelos de jaral, se seleccionaron suelos de doce poblaciones
localizadas en Ponferrada, Destriana, Pantano de Ricobayo, El Cubo del Vino, Hervas,
Valverde del Fresno, Alburquerque, Hornachos, Azuaga, Cazalla de la Sierra, La Nava de la
Concepcion y Puerto de Galis, las cuales presentaban valores de precipitacién y temperaturas
diferentes. Las experiencias se realizaron estacionalmente a lo largo de un afio y los datos

obtenidos son expresados como porcentajes relativos al control.

IV.4.2.1.- Efecto sobre la germinacion, nacimiento de cotiledones y tamafio de raiz y

cotiledones de semillas d® crispusen la estacién de primavera.

Como se observa en la Tabla 57, cuando las semillgs clespusse siembran sobre
los suelos de jarales recogidos en la estacion de primavera, ni la germinacion ni el
nacimiento de cotiledones es afectado negativamente, independientemente de donde
procedan estos suelos. Por el contrario, cuando se analiza el tamafio de la raiz de las
plantulas, en los suelos procedentes de todas las poblaciones, excepto Puerto de Galis, éste
parametro es fuertemente afectado negativamente (M-W; p<0.05). Es de destacar que son los
suelos procedentes de Ponferrada y Ricobayo los que presentan raices de un menor tamafio

respecto al control, con un 30% y 31% respectivamente.

Por su parte, el tamafo de los cotiledones también se reduce significativamente en
los suelos procedentes de siete de las localidades estudiadas, pero en menor medida que el
tamafio de las raices. Asi, el menor crecimiento de los cotiledones respecto al control lo
encontramos en los suelos procedentes de Puerto de Galis y Alburquerque, con un 81% y

84% respectivamente.
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Tabla 57: Porcentajes de germinacion, nacimiento de cotiledones, longitud de raiz y cotiledones
de semillas y plantulas dR. crispus sembradas sobre suelo y regadas con agua. Los suelos
proceden de jarales distribuidos en doce localidades y recogidos durante la estacién de
primavera. Datos expresados como porcentaje relativo al control.

Localidades % Germinacion % Cotiledones % L. raiz % L. cotiledones
Ponferrada 101 102 30* 102
Destriana 102 100 46* 111
Ricobayo 100 101 31* 103
El Cubo 101 102 62* 102
Hervas 97 98 74* 89*
V. del Fresno 111 105 86* 91*
Alburgquerque 91 99 79* 84*
Hornachos 106 115 66* 90*
Azuaga 95 93 89* 97
Cazalladela S. 98 97 84* 85*
La Nava de la C. 91 91 73* 89*
Puerto de Galis 96 98 106 81*

*significativamente diferente al control p<0,05 (Mann-Whitney U-test)
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IV.4.2.2.- Efecto sobre la germinacion, nacimiento de cotiledones y tamafio de raiz y

cotiledones de semillas d® crispusen la estacion de verano

En la estacién de verano y como sucede en el resto de estaciones, no existe efecto
negativo significativo (M-W; p<0.05) en ninguno de los suelos estudiados sobre la
germinacion de las semillas y nacimiento de cotiledones. Pero nuevamente, donde si
encontramos inhibicion es en los parametros que miden el desarrollo de la plantula una vez
germinada (Tabla 58). Respecto a las raices, en los suelos de todas las localidades se reduce
fuertemente el tamafio de forma significativa (M-W; p<0.05) a excepcion de Hervas y
Alburgquerque. El tamafio de los cotiledones Unicamente es inhibido de forma significativa

(M-W; p<0.05) en los suelos de Ricobayo, Puerto de Galis, La Nava y Hornachos.

Tabla 58: Porcentajes de germinacion, nacimiento de cotiledones, longitud de raiz y cotiledones
de semillas y plantulas dR. crispus sembradas sobre suelo y regadas con agua. Los suelos
proceden de jarales distribuidos en doce localidades y recogidos durante la estacion de verano.
Datos expresados como porcentaje relativo al control.

% Germinacion % Cotiledones % L. raiz % L. cotiledones
Ponferrada 85 84 45* 111
Destriana 109 109 67* 97
Ricobayo 112 114 47* 91*
El Cubo 105 109 72* 101
Hervas 98 93 109 97
V. del Fresno 106 106 30* 100
Alburquerque 93 94 108 99
Hornachos 94 94 62* 82*
Azuaga 93 92 40* 105
Cazalladela S. 109 105 84* 109
La Nava de la C. 105 109 66* 81*
Puerto de Galis 102 96 47* 85*

*significativamente diferente al control p<0,05 (Mann-Whitney U-test)
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IV.4.2.3.- Efecto sobre la germinacion, nacimiento de cotiledones y tamafio de raiz y

cotiledones de semillas d® crispusen la estacion de otofio.

En la estacion de otofio (Tabla 59), al igual que en el resto de estaciones, no se
observa inhibicion significativa (M-W; p>0.05) en la germinacioén ni en el nacimiento de

cotiledones en ninguno de los suelos estudiados.

Por su parte, el tamafio de los cotiledones so6lo es inhibido significativamente (M-W;
p<0.05) en los suelos de dos localidades, Ponferrada y Puerto de Galis. Nuevamente es el
tamafio de las raices el pardmetro mas afectado negativamente, observandose una reduccion
significativa respecto al control (M-W; p<0.05) en todas las localidades a excepcion de

Hervas, Ponferrada y Puerto de Galis.

Tabla 59: Porcentajes de germinacién, nacimiento de cotiledones, longitud de raiz y cotiledones
de semillas y plantulas dB. crispus sembradas sobre suelo y regadas con agua. Los suelos
proceden de jarales distribuidos en doce localidades y recogidos durante la estacidn de otofio.
Datos expresados como porcentaje relativo al control.

% Germinacion % Cotiledones % L. raiz % L. cotiledones
Ponferrada 106 96 104 80*
Destriana 106 100 54* 106
Ricobayo 99 106 61* 111
El Cubo 93 86 82* 102
Hervéas 102 105 98 103
V. del Fresno 110 107 87* 101
Alburgquerque 102 106 46* 108
Hornachos 98 103 41* 105
Azuaga 102 104 84* 96
Cazalladela S. 91 89 67* 108
La Nava de la C. 100 94 53* 93
Puerto de Galis 103 102 91 86*

*significativamente diferente al control p<0,05 (Mann-Whitney U-test)
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IV.4.2.4.- Efecto sobre la germinacion, nacimiento de cotiledones y tamafio de raiz y

cotiledones de semillas d® crispusen la estacién de invierno.

Como se observa en la Tabla 60, ninguno de los suelos de jara inhiben la
germinacion de las semillas & crispusen esta estacién, y solo el suelo procedente de
Cazalla de la Sierra inhibe significativamente (M-W; p<0.05) el nacimiento de cotiledones

con un 89% respecto al control.

Con respecto al efecto sobre el tamafio de raices, cinco son las poblaciones que
muestran un tamario significativamente menor que su control (M-W; p<0.05), siendo esta la
estacion con una inhibicion mas moderada de este parametro. En el caso de los cotiledones,
su tamaifio es ligera pero significativamente inhibido (M-W; p<0.05) en cuatro de los doce

suelos estudiados.

Tabla 60: Porcentajes de germinacién, nacimiento de cotiledones, longitud de raiz y cotiledones
de semillas y plantulas dR. crispus sembradas sobre suelo y regadas con agua. Los suelos
proceden de jarales distribuidos en doce localidades y recogidos durante la estacion de invierno.
Datos expresados como porcentaje relativo al control.

% Germinacion % Cotiledones % L. raiz % L. cotiledones
Ponferrada 99 95 106 102
Destriana 107 107 91 111
Ricobayo 99 95 77* 102
El Cubo 108 109 108 86*
Hervas 102 106 73* 91*
V. del Fresno 100 108 71* 106
Alburquerque 102 103 102 92*
Hornachos 104 108 102 102
Azuaga 97 97 84* 92*
Cazalladela S. 92 89* 113 105
La Nava de la C. 98 92 73* 97
Puerto de Galis 101 101 108 96

*significativamente diferente al control p<0,05 (Mann-Whitney U-test)
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En resumen cabe destacar que atendiendo al pardmetro méas afectado negativamente,
como es el tamafio de la raiz, existen suelos de cuatro localidades, Ricobayo, Valverde del
Fresno, La Nava de la Concepcion y Azuaga, donde se produce inhibicién en las cuatro
estaciones. Por el lado opuesto nos encontramos los suelos procedentes de Puerto de Galis,

gque solamente afectan negativamente a este parametro durante el verano.

IV.4.2.5.- Andlisis estacional de la actividad alelopatica de los suelos de jarales

procedentes de doce poblaciones con caracteristicas climaticas diferentes.

En la Tabla 61 se expresan los valores medios, a nivel estacional, de los distintos
parametros analizados en los ensayos de germinacién en los suelos de las doce poblaciones
de jarales. Como puede observarse en el analisis global de los datos (Figura 21), el suelo de
los jarales seleccionados no inhiben la geminacion de las semillRs déspus ni el
nacimiento y tamafio de sus plantulas. Por el contrario, si inhibe el tamafio de las raices de
forma significativa (M-W; p<0.05) en las estaciones de primavera, verano y otofio, siendo

muy parecida la reduccién del tamafio para las tres estaciones.

Tabla 61. Porcentajes estacionales de germinacion, nacimiento de cotiledones, longitud de
raices y longitud de cotiledones de semillas y plantulaR derispus.Ensayos realizados sobre
suelos deC. ladanifer y regados con agua. Los resultados muestran la media de doce
localidades distribuidas de N-S peninsular y son expresados como porcentaje relativo al
control.

% Germinacién % Cotiledones % L. raiz % L. cotiledones
Primavera 100 101 69* 95
Verano 98 96 66* 98
Otofio 101 101 73* 103
Invierno 101 101 96 100
Total 100 100 76* 99

*significativamente diferente al control p<0,05 (Mann-Whitney U-test)
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aaaa a a a

Figura 21: Porcentajes estacionales de germinacion (%G), nacimiento de cotiledones (%C),
longitud de raices (%TR) y longitud de cotiledones (%TC) de semillas y plantulRs de
crispus Ensayos realizados sobre suelos Cdéadanifery regados con agua. Los resultados
muestran la media de 12 localidades distribuidas de N-S peninsular y son expresados como
porcentaje relativo al control @ c letras iguales, no diferencia significativa: p>0,05, test de
Mann-Withney).
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IV.4.3.- Actividad alelopatica de soluciones acuosas de hojas y hojarasca procedentes

de doce poblaciones.

Para determinar la actividad alelopatica de los distintos compartimentos de la planta
que pueden estar implicados en la alelopatia de esta especie, se extrajeron soluciones acuosas
de hoja y hojarasca, realizandose ensayos de germinacion con semilascdspus
sembradas sobre papel y sobre suelo control y regadas con estas soluciones. Se analizo
estacionalmente el porcentaje de germinacion, nacimiento de cotiledones y tamafio de raiz y
cotiledones de las plantulas crecidas en los bioensayos, expresando los resultados como

porcentajes relativos al control.

IV.4.3.1- Efecto alelopético de soluciones acuosas de hoja€.dadanifer en semillas de

R. crispus sembradas en papel.

IV.4.3.1.1.-Efecto sobre la germinacién, nacimiento de cotiledones y tamafio de raiz y

cotiledones de semillas & crispusen la estacion de primavera.

En la Tabla 62 se aprecia que cuando se afiade a las semillas las soluciones acuosas
de hojas de las doce poblaciones, el efecto sobre la germinacion es practicamente nulo,
produciéndose inhibicién Unicamente cuando ésta proviene de la localidad de Destriana y a
concentracion méxima. Por el contrario, el nacimiento de cotiledones si es fuerte y
significativamente disminuido (M-W; p<0.05) por las soluciones procedentes de la mayoria
de las poblaciones a concentracién 1. Los porcentajes de nacimiento son muy diversos,
desde 11% en Ricobayo hasta el 81% en Hornachos. Al ensayar con concentracion %, el
efecto de inhibiciébn desaparece en todas las localidades a excepcién de ElI Cubo y

Ponferrada.
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Con respecto a los parametros que miden el desarrollo de las plantulas, cabe destacar
la inhibicion significativa (M-W; p<0.05) que se produce con las soluciones acuosas de todas
las poblaciones, tanto en el tamafio de raiz como en el de los cotiledones a concentracién 1, y

manteniéndose en la mayoria de las localidades cuando se ensaya a concentracion ¥z (Tabla
62).

Tabla 62 Porcentajes de germinacion, nacimiento de cotiledones, longitud de raiz y de
cotiledone de semillas y plantulas de. crispus.Ensayos realizados con soluciones acuosas, a
dos concentraciones, de hojas @eladanifer recogidas en doce localidades durante la estacion de
primavera. Datos expresados como porcentaje relativo al ¢

% Germinacion % Cotiledones % L. raiz % L. cotiledones

1 1/2 1 1/2 1 1/2 1 1/2
Ponferrada 93 99 49* 85* 47* 68* 83* 91*
Destriana 71* 105 12* 102 35* 79* 84* 96
Ricobayo 91 104 11+ 96 21* 69* 75* 94*
El Cubo 88 103 16* 92+ 39* 69* 87+ 104
Hervéas 100 104 61* 96 42* 73* 79* 95*
V. del Fresno 101 103 78 102 49* 79* 88* 95
Alburquerque 90 96 67* 96 69* 98 81* 97
Hornachos 89 95 81* 89 79* 96 80* 80*
Azuaga 96 98 84 91 61* 97 7r* 91*
Cazalladela S. 96 96 85 90 86* 78* 80* 101
La Nava de la C. 94 95 72* 89 68* 66* 90* 100
Puerto de Galis 94 95 67 95 68* 86* 77* 90*

*significativamente diferente al control p<0,05 (Mann-Whitney U-test)
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IV.4.3.1.2.-Efecto sobre la germinacion, nacimiento de cotiledones y tamafio de raiz y

cotiledones de semillas & crispusen la estacidén de verano.

En los ensayos de germinacion realizados con soluciones de hojas recogidas en
verano (Tabla 63) se aprecia un mayor niumero de localidades con inhibicion significativa
(M-W; p<0.05) que en el resto de estaciones, llegando a reducirse la germinacién, como en

el caso de Puerto de Galis, al 29%.

Siete son las poblaciones que inhiben significativamente (M-W; p<0.05) este
parametro a concentracion 1, y seis las que adn mantienen este efecto al reducir la

concentracion a la mitad.

El nacimiento de cotiledones es fuertemente inhibido (M-W; p<0.05) cuando se
ensaya con las soluciones a concentracion 1 procedentes de todas las localidade,s excepto de
Destriana y Valverde del Fresno. Al disminuir la concentracion a la mitad se reduce el efecto

sobre este pardmetro, aunque se mantiene inhibicion significativa en la mayoria de los casos.

Por su parte, los pardmetros que miden el desarrollo de las plantulas, tamafio de raiz
y tamafio del cotiledén, presentan inhibicion significativa (M-W; p<0.05) en todas las
localidades cuando se ensaya a concentracion 1, y se mantiene en la mayoria de ellas cuando
se ensaya a concentracion ¥%.. Cabe destacar la localidad de Puerto de Galis en la cual se dan
los valores mas bajos de germinacién y nacimiento de cotiledones y en el que el desarrollo

de las plantulas es casi nulo en esta estacion.
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Tabla 63; Porcentajes de germinacién, nacimiento de cotiledones, longitud de raiz y de
cotiledones de semillas y plantulas®ecrispus.Ensayos realizados con soluciones acuosas, a dos

concentraciones, de hojas @e ladanifer recogidas en doce localidades durante la estacion de

verano. Datos expresados como porcentaje relativo al control.

% Germinacion % Cotiledones % L. raiz % L. cotiledones
1 1/2 1 1/2 1 1/2 1 1/2

Ponferrada 93 77 51* 44* 89* 84* 76* 78*
Destriana 110 100 78 82 92* 81* 73* 73*
Ricobayo 80* 80 61* 68* 80* 83* 78* 7r*
El Cubo 92 98 38* 76 90* 68* 77* 72*
Hervas 87 75 46* 69 76* 106 74* 88*
V. del Fresno 104 93 67 92 90* 98 74* 93*
Alburquerque 55* 73* 15* 53* 29* 76 65* 93
Hornachos 7 92 39* 78* 61* 108 77> 83*
Azuaga 55* 87* 44* 110 66* 99 68* 77*
Cazalla de la S. 42* 74* 37* 74* 33* 108 64* 61*
La Nava de la C. 59* 71* 32* 62* 50* 70* 65* 67*
Puerto de Galis 29* 42* 2* 3* 6* 20* 0* o*

*significativamente diferente al control p<0,05 (Mann-Whitney U-test)
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IV.4.3.1.3.-Efecto sobre la germinacién, nacimiento de cotiledones y tamafio de raiz y

cotiledones de semillas & crispusen la estacion de otofio.

En la Tabla 64 se observa que, en la estacion de otofio, ninguna de las soluciones
acuosas de hojas afectan negativamente a la germinacion. Sin embargo, el nacimiento de
cotiledones si se inhibe significativamente (M-W; p<0.05) con las soluciones de seis de las
doce localidades, manteniéndose el efecto en cuatro de ellas al reducir la concentracion a la
mitad. Del mismo modo, el tamafio de las raices se reduce significativamente con las
soluciones de todas las poblaciones, excepto las procedentes de la Nava de la Concepcién y
Puerto de Galis. El tamafio de los cotiledones también es reducido de forma significativa en

todas las poblaciones, excepto en Hervas y Cazalla de la Sierra.

Tabla 64: Porcentajes de germinacién, nacimiento de cotiledones, longitud de raiz y de
cotiledones de semillas y plantulas Be crispus. Ensayos realizados con soluciones acuosas, a
dos concentraciones, de hojas@ldadanifer recogidas en doce localidades durante la estacion de
otofio. Datos expresados como porcentaje relativo al control.

% Germinacion % Cotiledones % L. raiz % L. cotiledones
1 1/2 1 1/2 1 1/2 1 1/2
Ponferrada 104 107 88 93 84* 107 87* 103
Destriana 107 92 65* 77* 75* 88* 81* 84*
Ricobayo 106 1 103 104 78* 76* 93* 111
El Cubo 104 107 81 97 88* 109 90* 110
Hervas 112 108 104 104 71* 109 95 104
V. del Fresno 106 108 7r* 65* 52* 80* 88* 93
Alburquerque 98 108 63 104 75* 91 64* 73*
Hornachos 91 101 31* 57* 84* 80* 76* 81*
Azuaga 94 96 50* 89 80* 97 56* 72*
Cazalladela S. 106 107 98 74 82* 91 94 93
La Nava de la C. 100 102 50* 81 90 104 75* 87*
Puerto de Galis 104 101 67* 56* 99 104 82* 86*

*significativamente diferente al control p<0,05 (Mann-Whitney U-test)
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IV.4.3.1.4.-Efecto sobre la germinacién, nacimiento de cotiledones y tamafio de raiz y

cotiledones de semillas & crispusen la estacién de invierno.

De las doce soluciones acuosas de hoja ensayadas, sélo tres inhiben significativa,
aunque débilmente, el porcentaje de germinacion a concentracion 1 (Tabla 65). Al reducir la
concentracién a la mitad, este efecto desaparece en todas las localidades. Por su parte, el
nacimiento de cotiledones es inhibido de forma moderada en la mitad de las poblaciones
estudiadas, manteniéndose este efecto al reducir la concentracion en dos de ellas. Cabe
destacar que a concentracion ¥z aparecen dos localidades, Cazalla y Puerto de Galis, cuyas

soluciones inhiben este parametro y no lo hacian a la maxima concentracion.

Tabla 65. Porcentajes de germinacion, nacimiento de cotiledones, longitud de raiz y de
cotiledones de semillas y plantulas BRe crispus. Ensayos realizados con soluciones acuosas, a
dos concentraciones, de hojas @eladanifer recogidas en doce localidades durante la estacion
de invierno. Datos expresados como porcentaje relativo al control.

% Germinacion % Cotiledones % L. raiz % L. cotiledones
I0JA 1 1/2 1 1/2 1 1/2 1 1/2
Ponferrada 90* 100 100 90 59* 71* 95 102
Destriana 88* 100 73* 90 69* 83* 87* 104
Ricobayo 93 101 94 93 68* 80* 90* 107
El Cubo 88* 99 84 80 59* 79* 92 111
Hervéas 96 98 93 98 64* 85* 84* 103
V. del Fresno 92 101 54* 100 54* 79* 103 103
Alburquerque 95 94 28* 70* 62* 78* 77* 86*
Hornachos 95 100 56* 99 73* 78* 88* 91*
Azuaga 95 98 84* 80 68* 74% 92+ 90*
Cazalladela S. 94 97 88 65* 68* 69* 85* 92*
La Nava de la C. 94 95 53* 77> 65* 75* 82* 91*
Puerto de Galis 96 91 95 80* 87* 80* 80* 85*

*significativamente diferente al control p<0,05 (Mann-Whitney U-test)
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En esta estacion, el tamafio de la raiz es inhibido de forma significativa (M-W;
p<0.05) por todas las soluciones y a las dos concentraciones. Por su parte, el tamafio de los
cotiledones también es reducido por las soluciones de hojas de la mayoria de localidades a
excepcion de El Cubo, Ponferrada y Valverde del Fresno. Al reducir a la mitad la

concentracién, seis localidades mantienen la inhibicidn significativa sobre este parametro.

En resumen, el parametro mas afectado negativamente con las soluciones acuosas de
hojas es el tamafio de la raiz, que es inhibida significativamente (M-W; p<0.05) por todas las
poblaciones y en todas las estaciones, a excepcion de Puerto de Galis y La Nava de la

Concepcion, cuyas soluciones no inhiben este parametro en la estacion de otofio.

IV.4.3.1.5.- Efecto alelopético estacional de soluciones acuosas de h@jaladaniferen

semillas de R. crispusembradas en papel.

En la Tabla 66 se reflejan estacionalmente los resultados obtenidos al realizar la
media de las doce poblaciones en los porcentajes de los distintos parametros analizados en

los ensayos de germinacion.

Tabla 66: Porcentajes estacionales de germinacion, nacimiento de cotiledones, longitud de raices y
longitud de cotiledones de semillas y plantulasRlecrispus. Ensayos realizados sobre papel y
regados con soluciones acuosas de hojaS.dadanifer. Los resultados muestran la media de doce
localidades distribuidas de N-S peninsular y son expresados como porcentaje relativo al control.

% Germinacion % Cotiledones % L. raiz % L. cotiledones

1 1/2 1 1/2 1 1/2 1 1/2
Primavera 92 99 57* 94 55* 80* 82* 95
Verano 74* 80* 43* 68* 64* 84* 66* 72*
Otofio 103 104 73* 83 80* 95 82* 92
Invierno 93 98 75* 85 67* 78* 88* 97
Total 90 95 62* 83 67* 84* 80* 89

*significativamente diferente al control p<0,05 (Mann-Whitney U-test)
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Respecto al porcentaje de germinacion se observa inhibicion significativa
Unicamente en la estacion de verano, tanto a concentracion 1 como %, obteniéndose
diferencias significativas entre los porcentajes de todas las estaciones (M-W; p<0.05)

excepto entre primavera e invierno (M-W; >0.05) (Figura 22).

Por su parte, el nacimiento de cotiledones es inhibido significativamente en todas las
estaciones a concentracién 1, perdiéndose el efecto al disminuir la concentracion, excepto en
verano.Ademas, como se observa en la Figura 22, existemedifias entre los distintos
porcentajes estacionales, produciéndose en verano una reduccién significativamente mayor

en la presencia de cotiledones que en el resto de estaciones.

ab a

Figura 22: Porcentajes estacionales de germinacion (%G), nacimiento de cotiledones (%C),
longitud de raices (%TR) y longitud de cotiledones (%TC) de semillas y plantufascdspus

Ensayos realizados sobre papel y regados con soluciones acuosas de Gojaslai@fer Los
resultados muestran la media de 12 localidades distribuidas de N-S peninsular y son expresados
como porcentaje relativo al controh b c letras iguales, no diferencia significativa: p>0,05,

test de Mann-Withney).
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El tamafio de las raices también es reducido de forma significativa en todas las
estaciones cuando ensayamos con las soluciones de hoja de jara a concentracién 1,
manteniéndose el efecto al disminuir la concentracién en las estaciones de primavera, verano
e invierno. Como se observa en la Figura 22, no se aprecian grandes diferencias estacionales

significativas, salvo el valor producido en otofio, el cual se separa del resto.

Por ultimo, el tamafio de los cotiledones es reducido de forma significativa en todas
las estaciones cuando ensayamos con las soluciones de hoja de jara a concentracion 1,
perdiéndose el efecto al disminuir la concentracion en todas las estaciones excepto en
verano. Por su parte, como se observa en la Figura 22, tampoco se aprecian grandes
diferencias estacionales significativas, excepto entre los valores que se dan en verano y los

del resto de estaciones.

Si se analizan estos resultados como un unico valor anual formado con la media de
las doce poblaciones (Tabla 66), se puede establecer que: la solucion acuosa de hojas no
afecta al porcentaje de germinacion; que se produce una reduccion significativa en el
nacimiento de cotiledones a la maxima concentracion; que el tamafio de la raiz sufre una
reduccion significativa por parte de la soluciones de hoja, tanto a concentracion 1 como %2y
gue el tamafio de cotiledones también es inhibido significativamente pero solamente a la

maxima concentracion.
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IV.4.3.2.- Efecto alelopatico de soluciones acuosas de hojarascaCdéadanifer en

semillas deR. crispus sembradas sobre papel.

IV.4.3.2.1.-Efecto sobre la germinacién, nacimiento de cotiledones y tamafio de raiz y

cotiledones de semillas & crispusen la estacion de primavera.

En la Tabla 67 se observa el escaso efecto de las soluciones de hojarasca sobre la
germinacion en esta estacion, encontrandose inhibicién significativa (M-W; p<0.05)
Unicamente a la maxima concentracion con las soluciones procedentes de las poblaciones de
Hervas, Azuaga y Alburquerque. Por el contrario, todas las soluciones afectan negativamente
el nacimiento de cotiledones, a excepcidn de la solucion de Ponferrada. Los porcentajes de
nacimiento de cotiledones van desde el 21% en Hervas hasta el 89% en Destriana. Al
ensayar con concentracion %, el efecto de inhibicion desaparece en todas las localidades a

excepcion de Puerto de Galis y Alburquerque.

Por su parte, el tamafio de las raices es reducido significativamente (M-W; p<0.05)
en practicamente todas las localidades, manteniéndose este efecto a concentracion %z en la
mayoria de ellas. El tamafio de los cotiledones también es significativamente reducido,
aungue de forma mas moderada, con las soluciones acuosas procedentes de la mayoria de las
poblaciones, y se mantiene al ensayar a concentracion % en siete de las nueve que presentan

inhibicion.
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Tabla 67: Porcentajes de germinacion, nacimiento de cotiledones, longitud de raiz y de
cotiledones de semillas y plantulas Re crispus.Ensayos realizados con soluciones acuosas, a
dos concentraciones, de hojarascaGleladanifer recogidas en doce localidades durante la
estacion de primavera. Datos expresados como porcentaje relativo al control.

% Germinacion % Cotiledones % L. raiz % L. cotiledones
1 1/2 1 1/2 1 1/2 1 1/2
Ponferrada 103 104 98 100 43* 7T 95 94*
Destriana 107 102 89* 103 58* 79* 91* 93*
Ricobayo 97 104 66* 103 65* 91* 100 108
El Cubo 102 103 52* 102 39* 71* 90* 106
Hervas 85* 90 21* 63 51* 66* 81* 94*
V. del Fresno 93 100 53* 87 50* 80* 105 91*
Alburquerque 86* 89 63* 63* 48* 85* 74* 91*
Hornachos 98 97 82* 89 74* 99 87* 100
Azuaga 86* 97 41* 84 43* 82* 72* 101
Cazalladela S. 96 100 86* 99 104 110 81* 91*
La Nava de la C. 94 96 72* 96 84* 108 87* 100
Puerto de Galis 88 96 64> 82* 83* 99 78* 85*

*significativamente diferente al control p<0,05 (Mann-Whitney U-test)

IV.4.3.2.2.-Efecto sobre la germinacién, nacimiento de cotiledones y tamafio de raiz y

cotiledones de semillas & crispusen la estacién de verano.

En los ensayos de germinacién realizados con soluciones de hojarasca recogida en
verano (Tabla 68) se observa que, al contrario que en el resto de estaciones, la mayoria de
localidades inhiben fuertemente la germinacion, llegando a reducirse la germinacién, como
en el caso de Puerto de Galis, al 7%. Con seis de las soluciones acuosas de hojarasca, aun se
mantiene un fuerte efecto al reducir la concentracion a la mitad. El nacimiento de cotiledones
se inhibe casi totalmente cuando se ensaya con solucion de hojarasca a concentracion 1

procedentes de todas las localidades, excepto en Ponferrada. Al disminuir la concentracién a
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la mitad, en ciertas localidades se reduce su efecto, aunque en la mayoria de los casos se

mantiene una fuerte inhibicion significativa (M-W; p<0.05).

Tabla 68: Porcentajes de germinacion, nacimiento de cotiledones, longitud de raizoyiléelone
de semillas y plantulas d®. crispus. Ensayos realizados con soluciones acuosasioa
concentraciones, de hojarascaGldadanifer recogidas en doce localidades durante la estadion
verano. Datos expresados como porcentaje relativo al control.

% Germinacion % Cotiledones % L. raiz % L. cotiledones
1 1/2 1 1/2 1 1/2 1 1/2

Ponferrada 90 100 75 94 108 118 81* 82*
Destriana 76 100 22* 96 57* 81* 58* 80*
Ricobayo 86* 89 48* 40* 96 85* 73* 69*
El Cubo 49* 86 (0 33* 8* 59* 54* 69*
Hervas 43* 88 6* 30* 22% 81* 52* 76*
V. del Fresno 81 86 17* 51* 60* 102 69* 75*
Alburquerque 24* 33* 0* 5* 6* 6* 0* 61*
Hornachos 8* 34* o* 3* 6* 10* 0* 61*
Azuaga 13* 28* o* 2% 6* 6* o* (0
Cazalladela S. 17+ 24* 0* 2* 6* 6* 0* o*
La Nava de la C. 20* 19* 0* 0* 6* 6* 0* 0*
Puerto de Galis 7* 18* 0* 0* 8* 26* 0* 0*

*significativamente diferente al control p<0,05 (Mann-Whitney U-test)

Por su parte, los pardmetros que miden el desarrollo de las plantulas, tamafio de raiz
y tamafo del cotiledon, también se ven fuertemente afectados negativamente. Se aprecia
inhibicion significativa en todas las localidades cuando se ensaya a concentracion 1y se

mantiene en la mayoria de las localidades cuando se ensaya a Y.
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Cabe destacar los porcentajes obtenidos en las localidades de Puerto de Galis,
Cazalla, La Nava, Hornachos, Azuaga y Alburquerque, en las cuales se obtienen los valores

mas bajos de germinacion y en el que apenas se desarrollan las plantulas incluso a Y.

IV.4.3.2.3.-Efecto sobre la germinacién, nacimiento de cotiledones y tamafio de raiz y

cotiledones de semillas & crispusen la estacion de otofio.

En la Tabla 69 se observa claramente como las soluciones acuosas de hojarasca de
jara obtenidas en otofio no presentan efecto alguno, a ambas concentraciones, ni sobre la

germinacion ni sobre el nacimiento de cotiledones en semillas de R. crispus

Por el contrario, el tamafio de las raices se reduce significativamente (M-W; p<0.05)
con las soluciones procedentes de cuatro de las doce localidades, manteniéndose el efecto en

tres de ellas al reducir la concentracion.

Del mismo modo, el tamafio de los cotiledones también es ligeramente reducido
,aunque de forma significativa, en El Cubo, Valverde del Fresno y La Nava. Curiosamente,
al reducir la concentracion a Y, aumenta el nimero de localidades cuya solucion de
hojarasca inhibe de forma significativa el tamafio de los cotiledones, pasando de tres a siete

poblaciones
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Tabla 69: Porcentajes de germinacién, nacimiento de cotiledones, longitud de raiz y de cotiledones
de semillas y plantulas d®. crispus. Ensayos realizados con soluciones acuosas, a dos
concentraciones, de hojarascaGldadanifer recogidas en doce localidades durante la estacion de
otofio. Datos expresados como porcentaje relativo al control.

% Germinacion % Cotiledones % L. raiz % L. cotiledones
1 1/2 1 1/2 1 1/2 1 1/2
Ponferrada 104 105 101 91 107 105 113 88*
Destriana 104 107 108 14 100 90 94 80*
Ricobayo 106 110 105 108 93 95 98 100
El Cubo 107 102 96 95 82* 88* 107 105
Hervas 107 98 99 85 87* 108 112 108
V. del Fresno 99 105 97 108 81* 88* 91* 96
Alburquerque 106 111 87 78 108 109 88 98
Hornachos 101 111 93 106 100 111 92 84*
Azuaga 99 105 80 72 86 89 83* 80*
Cazalladela S. 102 101 100 100 105 90 91 78*
La Nava de la C. 104 106 80 78 76* 60* 97 82*
Puerto de Galis 107 107 85 100 102 107 81* 84*

*significativamente diferente al control p<0,05 (Mann-Whitney U-test)

IV.4.3.2.4.-Efecto sobre la germinacion, nacimiento de cotiledones y tamafio de raiz y

cotiledones de semillas e crispusen la estacion de invierno.

Como se observa en la Tabla 70, las soluciones de hojarascas en esta estacion
ejercen un reducido efecto negativo sobre la mayoria de los pardmetros medidos. Solo el
tamafio de las raices se ve inhibido de forma significativa (M-W; p<0.05) en cuatro de las

doce localidades, perdiéndose el efecto en dos de ellas al reducir la concentracion.
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Tabla 70: Porcentajes de germinacién, nacimiento de cotiledones, longitud de raiz y de cotiledones
de semillas y plantulas d®. crispus. Ensayos realizados con soluciones acuosas, a dos
concentraciones, de hojarascaGldadanifer recogidas en doce localidades durante la estacion de
invierno. Datos expresados como porcentaje relativo al control.

% Germinacion % Cotiledones % L. raiz % L. cotiledones
1 1/2 1 1/2 1 1/2 1 1/2

Ponferrada 101 104 101 106 89 90 100 99
Destriana 89 99 93 102 65* 89 103 111
Ricobayo 98 96 93 93 93 107 105 107
El Cubo 102 97 93 99 55* 77* 108 108
Hervas 96 97 95 94 85* 88 100 103
V. del Fresno 94 99 79 104 52* 76* 110 100
Alburquerque 96 98 96 99 106 100 102 104
Hornachos 99 101 98 103 106 107 95 97
Azuaga 96 99 98 101 96 92 104 107
Cazalla de la S. 95 98 88 93 98 92 104 108
La Nava de la C. 95 97 90 88 94 102 95 100
Puerto de Galis 93 98 85 93 101 112 104 106

*significativamente diferente al control p<0,05 (Mann-Whitney U-test)

En resumen, destacar, que nuevamente el parametro mas afectado con las soluciones
de hojarasca es el tamafio de la raiz, aunque en menor medida que con las soluciones de
hojas. Las dos Unicas poblaciones, cuyas soluciones acuosas inhiben significativamente en

las cuatro estaciones este parametro son El Cubo y Valverde del Fresno.
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IV.4.3.2.5- Efecto alelopatico estacional de soluciones acuosas de hojaraScdadanifer

en semillas de R. crispeembradas en papel.

En la Tabla 71 se reflejan estacionalmente los resultados obtenidos al realizar la
media de las doce poblaciones en los porcentajes de los distintos parametros analizados

cuando se utilizan las soluciones de hojarasca.

Tabla 71 Porcentajes estacionales de germinacion, nacimiento de cotiledones, longitud de raices y
longitud de cotiledones de semillas y plantulasRlecrispus. Ensayos realizados sobre papel y
regados con soluciones acuosas de hojarasca teedanifer. Los resultados muestran la media de
doce localidades distribuidas de N-S peninsular y son expresados como porcentaje relativo al
control.

% Germinacion % Cotiledones % L. raiz % L. cotiledones
1 1/2 1 1/2 1 1/2 1 1/2
Primavera 95 98 66* 89 63* 89* 87* 96*
Verano 43* 59* 14* 30* 33* 51* 31* 48*
Otofio 104 106 94 96 98 95 99 93*
Invierno 96 98 92 98 89 96 103 102
Total 84 90 66* 78 71* 83* 82* 86*

*significativamente diferente al control p<0,05 (Mann-Whitney U-test)

Respecto al porcentaje de germinacion (Tabla 71), se observa inhibicion significativa
Unicamente en la estacion de verano, tanto a concentracion 1 como Y2, encontrandose
diferencias significativas entre los porcentajes de todas las estaciones (M-W; <0.05) excepto

entre primavera e invierno (M-W; >0.05) (Figura 23).

Por su parte, el nacimiento de cotiledones es inhibido de forma significativa en las
estaciones de primavera y verano cuando ensayamos a concentracion 1, manteniéndose un
fuerte efecto al disminuir la concentracion en la estacion de verano. Ademas, como se

observa en la Figura 23, existen diferencias significativas entre todos los porcentajes
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estacionales, excepto entre los de otofio e invierno, produciéndose en verano una reduccion

significativamente mayor en la presencia de cotiledones que en el resto de estaciones.

Figura 23: Porcentajes estacionales de germinacion (%G), nacimiento de cotiledones (%C),
longitud de raices (%TR) y longitud de cotiledones (%TC) de semillas y plantulRs de
crispus Ensayos realizados sobre papel y regados con soluciones acuosas de fojas de
ladanifer. Los resultados muestran la media de 12 localidades distribuidas de N-S peninsular y
son expresados como porcentaje relativo al contaob € letras iguales, no diferencia
significativa: p>0,05, test de Mann-Withney).

El tamafio de las raices también es reducido de forma significativa en las estaciones
de primavera y verano cuando ensayamos con las soluciones de hojarasca de jara a
concentracion 1, manteniéndose el efecto en ambas estaciones al reducir la concentracion a
la mitad. Por otro lado, se aprecian diferencias estacionales significativas entre los valores

porcentuales de todas las estaciones excepto entre otofio e invierno. Asi, el efecto de
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inhibicion que se produce en verano es significativamente mayor que el que se produce en

primavera, y este que el de otofio e invierno (Figura 23).

Por dltimo, el tamafo de los cotiledones es reducido de forma significativa en las
estaciones de primavera y verano, cuando ensayamos con las soluciones de hojarasca de jara
a concentracion 1, manteniéndose el efecto en ambas estaciones al reducir la concentracion a
la mitad, e incluso inhibiendo de forma significativa en la estaciéon de otofio. Por su parte,
como se observa en la Figura 23, las diferencias estacionales significativas son patentes entre
todas las estaciones excepto entre otofio e invierno. En verano, el tamafio de los cotiledones

se ve reducido de forma significativamente mayor que en el resto de estaciones.

Si se analizan estos resultados como un Unico valor anual y con la media de las 12
poblaciones (Tabla 71), se puede establecer que: la solucién acuosa de hojarasca no inhibe
significativamente la germinacion; que existe inhibicion significativa en el nacimiento de
cotiledones a la maxima concentracion; y que tanto el tamafio de raiz como de cotiledones se

reduce significativamente a las dos concentraciones ensayadas.

IV.4.3.3.- Efecto alelopético de soluciones acuosas de hoj& dedanifer en semillas de

R. crispus sembradas en suelos.

Con el objeto de aproximarnos mas a las condiciones naturales de germinacion, se
utilizaron suelos como sustrato de siembra. Para ello, las mismas soluciones acuosas
utilizadas para regar las semillas sembradas sobre papel se utilizaron en los ensayos con
suelos. Estos suelos fueron recogidos en cada poblacion de jara seleccionada, pero fuera de
la influencia deC. ladanifer Se analizé estacionalmente durante un afio el porcentaje de
germinacion, nacimiento de cotiledones y tamafios de raiz y cotiledén de las plantulas

crecidas en los bioensayos, expresando los resultados como porcentaje referido al control.
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IV.4.3.3.1- Efecto sobre la germinacion, nacimiento de cotiledones y tamafio de raiz y

cotiledones de semillas & crispusen la estacion de primavera.

Como se observa en la Tabla 72, en la estacion de primavera s6lo encontramos
efecto negativo sobre la germinacion cuando se ensaya con muestras recogidas en la
localidad de Ponferrada (M-W; p<0.05). El nacimiento de cotiledones es reducido
significativamente en tres de las doce localidades. Pero son los parametros que hacen
referencia al desarrollo de la plantula los mas afectados de forma general. Asi, en cinco
poblaciones se produce inhibiciébn del tamafio de las raices (M-W, p<0.05) y en diez se
inhibe el tamafo de los cotiledones. Cabe destacar los porcentajes obtenidos en la localidad

de Ponferrada cuyos valores son los mas bajos en todos los pardmetros cuantificados.

Tabla 72 Porcentajes de germinacion, nacimiento de cotiledones, longitud de raiz y de
cotiledones de semillas y plantulas & crispus. Ensayos realizados sobre suelo control y
regados con soluciones acuosas de hojaS.dadanifer recogidas en doce localidades durante la
estacion de primavera. Datos expresados como porcentaje relativo al control.

% Germinacién % Cotiledones % L. raiz % L. cotiledones
Ponferrada 17* 0* 10* 0*
Destriana 93 86 102 90*
Ricobayo 101 40* 42* 75*
El Cubo 100 90 97 85*
Hervas 90 89 96 97
V. del Fresno 106 104 79* 87*
Alburquerque 90 94 93 87*
Hornachos 106 82 69* 75*
Azuaga 92 90 101 90*
Cazalla de la S. 98 97 104 99
La Nava de la C. 93 89* 89* 86*
Puerto de Galis 96 99 95 83*

*significativamente diferente al control p<0,05 (Mann-Whitney U-test)
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IV.4.3.3.2.-Efecto sobre la germinacién, nacimiento de cotiledones y tamafio de raiz y

cotiledones de semillas & crispusen la estacién de verano.

En la estacion de verano existe efecto negativo, tanto en la germinacion como en el
nacimiento de cotiledones, Unicamente cuando ensayamos con muestras recogidas en las
localidades de Puerto de Galis y Alburquerque (Tabla 73). Al igual que ocurre en el resto de
ensayos, los parametros referentes al desarrollo de la plantula son los méas afectados
negativamente en la mayoria de las localidades. Siete son las poblaciones cuyas soluciones
acuosas reducen significativa el tamafio de las raices; y excepto en Ricobayo y
Alburquerque, el tamafio de los cotiledones se inhibe significativamente con las soluciones
procedentes de todas las poblaciones. Cabe destacar los porcentajes de la localidad de Puerto

de Gallis, cuyos valores son los mas bajos de todos los pardmetros medidos en esta estacion.

Tabla 73 Porcentajes de germinacion, nacimiento de cotiledones, longitud de raiz y de
cotiledones de semillas y plantulas & crispus. Ensayos realizados sobre suelo control y
regados con soluciones acuosas de hojaS.dadanifer recogidas en doce localidades durante la
estacion de verano. Datos expresados como porcentaje relativo al control.

% Germinacién % Cotiledones % L. raiz % L. cotiledones

Ponferrada 92 92 98 91*
Destriana 102 102 80* 91*
Ricobayo 103 106 79* 95

El Cubo 91 96 75* 80*
Hervéas 101 101 90* 88*
V. del Fresno 99 96 T7* 76*
Alburquerque 75* 74* 88* 97

Hornachos 90 86 111 86*
Azuaga 101 102 97 83*
Cazalla de la S. 93 93 99 72*
La Nava de la C. 105 108 107 85*
Puerto de Galis 41* 6* 24* 0*

*significativamente diferente al control p<0,05 (Mann-Whitney U-test)
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IV.4.3.3.3.-Efecto sobre la germinacién, nacimiento de cotiledones y tamafio de raiz y

cotiledones de semillas & crispusen la estacion de otofio.

En la Tabla 74 se observa como las soluciones acuosas de hojas de jara procedentes
de las doce localidades y recogidas en la estacion de otofio no afectan a la germinacion de
semillas deR crispussembradas sobre suelo control, ademas del escaso efecto en el resto de
parametros. Asi, el nacimiento de cotiledones es inhibido Unicamente en dos de las doce
localidades, el tamafio de las raices presenta una ligera inhibicion aunque significativa (M-
W, p<0.05) en cinco de las doce poblaciones y el tamafio de los cotiledones en seis, no

encontrandose ningun porcentaje por debajo del 73%.

Tabla 74 : Porcentajes de germinacion, nacimiento de cotiledones, longitud de raiez y
cotiledones de semillas y plantulas Recrispus.Ensayos realizados sobre suelo controetgadc
con soluciones acuosas de hojasddadanifer recogidas en doce localidades durantedtacio

de otofio. Datos expresados como porcentaje relativo al control.

% Germinacién % Cotiledones % L. raiz % L. cotiledones
Ponferrada 102 101 79* 85*
Destriana 116 110 91 98
Ricobayo 95 92 87* 91
El Cubo 92 87 104 103
Hervéas 99 95 83* 86*
V. del Fresno 103 104 104 90*
Alburquerque 93 83* 98 83*
Hornachos 107 109 73* 100
Azuaga 103 103 10 101
Cazalla de la S. 92 83* 109 87*
La Nava de la C. 101 98 82* 93
Puerto de Galis 97 91 106 86*

*significativamente diferente al control p<0,05 (Mann-Whitney U-test)
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IV.4.3.3.4.-Efecto sobre la germinacién, nacimiento de cotiledones y tamafio de raiz y

cotiledones de semillas & crispusen la estacién de invierno.

Cuando se ensaya con soluciones de hojas obtenidas en la estacion de invierno
(Tabla 75), los porcentajes tanto de germinaciéon como de nacimiento de cotiledones no se
reducen significativamente en ninguna de las doce poblaciones. Ademas, el tamafio de las
raices es ligeramente reducido de forma significativa en sélo dos de ellas. Por su parte, el
tamafio de los cotiledones es inhibido significativamente en un mayor numero de

localidades, siete en concreto, aunque con porcentajes que no bajan del 82%.

Tabla 75. Porcentajes de germinacion, nacimiento de cotiledones, longitud de raiz y de
cotiledones de semillas y plantulas &e crispus. Ensayos realizados sobre suelo control y
regados con soluciones acuosas de hojas.dadanifer recogidas en doce localidades durante la
estacion de invierno. Datos expresados como porcentaje relativo al control.

% Germinacion % Cotiledones % L. raiz % L. cotiledones
Ponferrada 99 98 116 85*
Destriana 104 92 104 86*
Ricobayo 92 84 77* 82*
El Cubo 104 100 110 83*
Hervas 98 94 111 87*
V. del Fresno 100 104 91* 104
Alburquerque 98 98 107 97
Hornachos 99 99 109 90*
Azuaga 102 101 93 98
Cazalladela S. 99 99 103 97
La Nava de la C. 101 101 105 88*
Puerto de Galis 98 96 103 111

*significativamente diferente al control p<0,05 (Mann-Whitney U-test)
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Si se comparan los resultados obtenidos en estas experiencias con los obtenidos
cuando se siembra sobre papel y se riegan con estas mismas soluciones (Tablas 62 - 70),
cabe destacar que en los suelos las soluciones son menos activas. Aunque hay inhibicién en
el tamafio de raices y de cotiledones, el nimero de poblaciones donde se observa inhibicién
es menor que cuando se siembra sobre papel. Esta diferencia es acrecentada en las estaciones
de otofio e invierno, pues sobre papel el tamafio de las raices es inhibido practicamente en
todas las localidades. Por el contrario, cuando se siembra sobre suelo, solamente hay

inhibicion en cinco localidades en la estacién de otofio y en dos durante el invierno.

IV.4.3.3.5.- Efecto alelopatico estacional de soluciones acuosas de h@alaganiferen

semillas de R. crispusembradas sobre suelo control.

En la Tabla 76 se reflejan estacionalmente los resultados obtenidos al realizar la
media de las 12 poblaciones en los porcentajes de los distintos parametros analizados en los
ensayos. Respecto al porcentaje de germinacion y nacimiento de cotiledones, no se observa

inhibicion significativa en ninguna de las cuatro estaciones.

Tabla 76. Porcentajes estacionales de germinacion, nacimiento de cotiledones, longitud de
raices y longitud de cotiledones de semillas y plantulaR d&ispus.Ensayos realizados sobre
suelos control y regadas con soluciones acuosas de hoj& thdanifer. Los resultados
muestran la media de doce localidades distribuidas de N-S peninsular y son expresados como
porcentaje relativo al control.

% Germinacién % Cotiledones % L. raiz % L. cotiledones
Primavera 90 80 82 80*
Verano 92 89 86* 79*
Otofio 100 97 95 93*
Invierno 99 97 102 92*
Total 95 91 92 86*

*significativamente diferente al control p<0,05 (Mann-Whitney U-test)
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Por su parte, las raices ven reducida significativamente su longitud Gnicamente
cuando se ensaya con las muestras recogidas en verano. El tamafio de los cotiledones es el
parametro mas afectado negativamente en las cuatro estaciones, aunque no se observan

diferencias significativas entre los porcentajes estacionales (K-W; p> 0.05) (Figura 24).

4 a ab b ab a a

Figura 24: Porcentajes estacionales de germinacion (%G), nacimiento de cotiledones (%C),
longitud de raices (%TR) y longitud de cotiledones (%TC) de semillas y plantulRs de
crispus Ensayos realizados sobre suelos control y regados con solucion acuosa de hoja. Los
resultados muestran la media de 12 localidades distribuidas de N-S peninsular y son
expresados como porcentaje relativo al contral.b( ¢ letras iguales, no diferencia
significativa: p>0,05, test de Mann-Withney).
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IV.4.3.4.- Efecto alelopatico de soluciones acuosas de hojarascaCdéadanifer en

semillas deR. crispus.

Al igual que en los cinco subapartados anteriores, los resultados que a continuaciéon

se exponen provienen de experiencias en las cuales se utiliza suelo como sustrato de siembra.

IV.4.3.4.1.-Efecto sobre la germinacion, nacimiento de cotiledones y tamafio de raiz y

cotiledones de semillas & crispusen la estacion de primavera.

En esta estacion (Tabla 77), al igual que ocurriera en los ensayos con solucion de
hoja, se aprecia una disminucion significativa (M-W; p<0.05) de la germinacion Unicamente

cuando se ensaya con muestras de hojarasca recogidas en la localidad de Ponferrada.

El nacimiento de cotiledones se ve reducido significativamente en tres de las doce
localidades, pero nuevamente son los pardmetros referentes al desarrollo de la plantula, y en
concreto el tamafio de los cotiledones, los que se ven afectados negativamente de forma mas
general. De tal manera que son cuatro las poblaciones en las que se produce una reduccion

significativa en el tamafio de las raices.

Por ultimo, el tamafio de cotiledones es inhibido significativamente (M-W; p<0.05)
en todas las poblaciones, excepto en Cazalla de la Sierra. Cabe destacar, una vez mas, los
porcentajes obtenidos en la localidad de Ponferrada, cuyos valores son los mas bajos en

todos los parametros cuantificados.
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Tabla 77: Porcentajes de germinacion, nacimiento de cotiledones, longitud de raiz y de
cotiledones de semillas y plantulas & crispus. Ensayos realizados sobre suelo control y
regados con soluciones acuosas de hojarasc&.dadanifer recogidas en doce localidades
durante la estacién de primavera. Datos expresados como porcentaje relativo al control.

% Germinacién % Cotiledones % L. raiz % L. cotiledones
Ponferrada 31* 17* 27* 75*
Destriana 105 100 110 86*
Ricobayo 99 83* 53* 75*
El Cubo 100 99 101 89*
Hervéas 101 103 111 91*
V. del Fresno 108 109 110 87*
Alburquerque 95 95 89* 79*
Hornachos 96 79* 73* 67*
Azuaga 97 93 108 82*
Cazalla de la S. 98 94 96 95
La Nava de la C. 95 93 107 90*
Puerto de Galis 93 99 106 81*

*significativamente diferente al control p<0,05 (Mann-Whitney U-test)

IV.4.3.4.2.-Efecto sobre la germinacion, nacimiento de cotiledones y tamafio de raiz y

cotiledones de semillas & crispusen la estacion de verano.

En la estacién de verano se ha encontrado un fuerte efecto negativo, tanto en la
germinacion como en el nacimiento de cotiledones, al ensayar con muestras de hojarasca
recogidas en las localidades de Puerto de Galis, Hornachos, Azuaga y Alburquerque (Tabla
78). Por su parte, el tamafo de las raices solo es inhibido cuando se ensaya con muestras
procedentes de Puerto de Galis y Destriana. En este caso, el pardmetro mas afectado
negativamente en mayor nimero de localidades es el tamafio de los cotiledones, donde en

once de las doce poblaciones se produce inhibicién significativa (M-W; p<0.05). Cabe
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destacar los porcentajes obtenidos en la localidad de Puerto de Galis, cuyos valores son los
mas bajos en todos los parametros medidos en esta estacion, al igual que ocurriera en los

ensayos con solucién de hoja (Tabla 73).

Tabla 78 Porcentajes de germinacion, nacimiento de cotiledones, longitud de raiz y de
cotiledones de semillas y plantulas &e crispus. Ensayos realizados sobre suelo control y
regados con soluciones acuosas de hojarasc&€.dadanifer recogidas en doce localidades
durante la estacion de verano. Datos expresados como porcentaje relativo al control.

% Germinacién % Cotiledones % L. raiz % L. cotiledones
Ponferrada 104 99 112 93*
Destriana 107 107 90* 88*
Ricobayo 99 100 112 89*
El Cubo 90 85 102 61*
Hervéas 104 104 106 81*
V. del Fresno 107 106 116 86*
Alburgquerque 44* 41* 109 89*
Hornachos 67* 67* 107 72*
Azuaga 39* 37* 105 97
Cazalladela S. 93 93 107 79*
La Nava de la C. 91 92 110 80*
Puerto de Galis 56* o* 12* 0*

*significativamente diferente al control p<0,05 (Mann-Whitney U-test)
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IV.4.3.4.3.-Efecto sobre la germinacién, nacimiento de cotiledones y tamafio de raiz y

cotiledones de semillas & crispusen la estacién de otofio.

Cuando se ensaya con soluciones de hojarasca recogida en la estacién de otofio
(Tabla 79), los porcentajes tanto de germinacion como de nacimiento de cotiledones no
muestran efecto negativo significativo (M-W; p>0.05) en ninguna de las doce localidades. El
tamafio de las raices es ligeramente reducido de forma significativa Unicamente en
Hornachos. Por su parte, el tamafio de los cotiledones presenta una ligera pero significativa

inhibicion en seis de las doce localidades.

Tabla 79 Porcentajes de germinacion, nacimiento de cotiledones, longitud de raiz y de
cotiledones de semillas y plantulas &e crispus. Ensayos realizados sobre suelo control y
regados con soluciones acuosas de hojarasc&€.dedanifer recogidas en doce localidades
durante la estacién de otofio. Datos expresados como porcentaje relativo al control.

% Germinacion % Cotiledones % L. raiz % L. cotiledones
Ponferrada 101 100 109 88*
Destriana 108 119 94 92
Ricobayo 98 104 95 90
El Cubo 97 90 111 101
Hervéas 107 107 94 84*
V. del Fresno 110 111 106 91*
Alburgquerque 102 101 109 98
Hornachos 101 99 75* 79*
Azuaga 107 106 109 100
Cazalladela S. 92 83 110 89*
La Nava de la C. 100 101 103 95
Puerto de Galis 95 86 90 80*

*significativamente diferente al control p<0,05 (Mann-Whitney U-test)
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IV.4.3.4.4.-Efecto sobre la germinacién, nacimiento de cotiledones y tamafio de raiz y

cotiledones de semillas & crispusen la estacién de invierno.

En la Tabla 80 se observa como la germinacién y el nacimiento de cotiledones no
son afectados negativamente por ninguna de las doce soluciones acuosas de hojarasca. Cabe
destacar también, el escaso efecto en el resto de parametros. Asi, el tamafio de las raices se
reduce significativamente (M-W; p<0.05) so6lo al ensayar con muestras procedentes de la
localidad de Puerto de Galis. Por su parte, el nacimiento de cotiledones presenta una ligera
aungue significativa inhibicion en cinco de las doce localidades, no encontrdndose ningun

porcentaje por debajo del 85%.

Tabla 80: Porcentajes de germinacion, nacimiento de cotiledones, longitud de raiz y de
cotiledones de semillas y plantulas &e crispus. Ensayos realizados sobre suelo control y
regados con soluciones acuosas de hojarasc&€.dadanifer recogidas en doce localidades
durante la estacion de invierno. Datos expresados como porcentaje relativo al control.

% Germinacion % Cotiledones % L. raiz % L. cotiledones
Ponferrada 97 99 109 89*
Destriana 99 96 110 93*
Ricobayo 93 92 110 89*
El Cubo 106 107 110 107
Hervéas 111 109 109 85*
V. del Fresno 99 104 105 98
Alburgquerque 98 98 99 99
Hornachos 101 103 106 102
Azuaga 102 101 96 108
Cazalla de la S. 102 100 102 108
La Nava de la C. 103 99 93 91*
Puerto de Galis 103 102 87* 97

*significativamente diferente al control p<0,05 (Mann-Whitney U-test)
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Al igual que ocurriera con las experiencias realizadas sobre suelo control y regadas
con soluciones acuosas de hojas, cuando estos suelos son regados con soluciones de
hojarasca, el efecto es menor que cuando se ensaya sobre papel, siendo igualmente mas

evidente en las estaciones de otofio e invierno.

IV.4.3.4.5.Efecto alelopético estacional de soluciones acuosas de hojarasca de C. ladanifer

en semillas de R. crispgembradas sobre suelo control.

En la Tabla 81 se expresan los valores estacionales de cada pardmetro al regar con
soluciones acuosas de hojarasca.. Como puede observarse, la germinacion Unicamente es
inhibida de forma significativa en la estacion de verano. Lo mismo sucede con el nacimiento
de cotiledones, encontrando diferencias estacionales significativas entre los valores de este

parametro en verano y el resto de estaciones (Figura 25).

Por su parte, el tamafio de las raices no se ve afectado negativamente por las
soluciones de hojarasca de ninguna estacion. Nuevamente el tamafio de los cotiledones es el
parametro afectado negativamente de forma mas generalizada, produciéndose inhibicion
significativa en primavera, verano y otofio. Ademas, encontramos diferencias significativas
entre todos los valores estacionales excepto entre primavera y verano, siendo la inhibicion en
estas estaciones significativamente mayores que en otofio, y ésta a su vez a los valores

obtenidos en invierno (Figura 25).

Como se puede observar del analisis global de los datos (Tabla 81), nuevamente el
anico parametro que es inhibido, en este ensayo a lo largo del afio, es el tamafo de los

cotiledones.
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Tabla 81: Porcentajes estacionales de germinacion, nacimiento de cotiledones, longitud de
raices y longitud de cotiledones de semillas y plantulaR dgispus.Ensayos realizados sobre
suelos control y regadas con soluciones acuosas de hojarastaatanifer. Los resultados

muestran la media de doce localidades distribuidas de N-S peninsular y son expresados como
porcentaje relativo al control.

% Germinacién % Cotiledones % L. raiz % L. cotiledones
Primavera 93 89 93 83*
Verano 83* 78* 103 77*
Otofio 102 102 105 91*
Invierno 101 101 105 98
Total 95 92 102 87*

*significativamente diferente al control p<0,05 (Mann-Whitney U-test)
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Figura 25: Porcentajes estacionales de germinacion (%G), nacimiento de cotiledones (%C),
longitud de raices (%TR) y longitud de cotiledones (%TC) de semillas y plantulRs de
crispus Ensayos realizados sobre suelos control y regados con solucion acuosa de hojarasca.
Los resultados muestran la media de 12 localidades distribuidas de N-S peninsular y son
expresados como porcentaje relativo al contral.b(c d letras iguales, no diferencia
significativa: p>0,05, test de Mann-Withney).
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V.- Discusion

231







Discusién

Muchos compuestos del metabolismo secundario de las plantas pueden actuar como
aleloguimicos; es el caso de &cidos fendlicos, terpenoides, alcaloides, esteroides,
poliacetilenos, etc (Rice, 1984; Waller, 1987; Inderjit y Dakshini, 1995). Estos compuestos
los podemos encontrar en varios 6rganos de la planta, como hojas, tallos y raices, sin
embargo, su mera presencia no establece alelopatia (Putham y Tang, 1986; Heisey, 1990).
Entre otras cosas, para que exista alelopatia, estos compuestos generalmente deben llegar al
suelo, lugar donde pueden ejercer su accion. Hasta que esto sucede, los compuestos pueden
sufrir una serie de alteraciones, ya sean derivadas de los factores bidticos (microorganismos)
que transformen o degraden los compuestos, como abibticos (temperatura, luz,
caracteristicas edaficas, etc.). En este sentido, las experiencias realizadas en este trabajo

intentan abordar el segundo aspecto.

En Cistus ladanifer, trabajos anteriores han demostrado el potencial alelopéatico que
presenta el exudado secretado por sus hojas y han identificado alguno de los compuestos que
lo conforman, entre ellos los flavonoides. De los ocho flavonoides aislados en el exudado,
s6lo la apigenina 4~ (O) metil, kaempferol 3 (O) metil y kaempferol 3,7 di(O) metil
presentan actividad alelopatica, relacionada principalmente con la disminucién en el tamafio
de laraiz y los cotiledones (Chaves y col., 1998, 2001a). Posteriormente 11 compuesto, con
una menor proporcién en el exudado, fueron aislados e identificados (Chaves y col., 2001b).
En bioensayos realizados con semillas Rleanex crispusse puso en evidencia que el
metilpropionato y el acido butirico inhiben fuertemente la germinacién incluso a
concentraciones muy bajas; los otros 9 afectan principalmente al desarrollo de la plantula

(Chaves y col., 2001b).

Por otro lado, se ha demostrado, que las condiciones climaticas a las que puede estar
sometida una especie, alteran la capacidad fitotoxica de los compuestos implicados en la
alelopatia, influyendo en su sintesis y pudiendo afectar también a su actividad (Chaves y
Escudero, 1999). Son pocos los estudios sobre el tema, aunque algunos trabajos muestran el
aumento en la fitotoxicidad de ciertos acidos fendlicos al someterlos a ambientes con

temperaturas e intensidades luminicas altas (Glass, 1976; Hauson y col., 1983; Bhowmik y
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Doll, 1983; Einhellig y Eckrich, 1984). El objetivo principal de este trabajo es contribuir al
estudio del fendmeno alelopético, centrandonos principalmente en la influencia que ejercen

sobre éste las distintas condiciones climaticas en las que se produce la interaccion.

En condiciones naturales, la temperatura, el fotoperiodo y la pluviosidad siguen un
comportamiento marcadamente estacional. Por tanto, la actividad de los aleloquimicos
presentes en el exudado Ge ladanifer puede verse modificada a lo largo del afio. Para
comprobar esta hipotesis, en primer lugar se hicieron ensayos bajo condiciones controladas,
experimentando con diferentes temperaturas e intensidades lunp@uiassproximarnos asi

a las condiciones naturales.

Cuando se realizan los ensayos de fitotoxicidad, alternando condiciones de
fotoperiodo corto y largo con temperaturas altas y constantes, se pone en evidencia la
variabilidad de la toxicidad de los compuestos ensayados al variar las condiciones
ambientales del ensayo. Hay que tener en cuenta, que las temperaturas altas, por si solas,
reducen de forma significativa el tamafio de las raices y de los cotiledones. Por tanto, para
cuantificar la actividad de cada compuesto bajo los distintos tratamientos, los resultados se

expresan como porcentajes referidos al control.

La germinacién es débilmente afectada por la mayoria de los compuestos a
excepcion del 4cido butirico y el metilpropionato, los cuales presentan un fuerte efecto de
inhibicion. Las condiciones climéticas afectan a la actividad de los distintos compuestos de
manera diferente, intuyéndose un comportamiento muy heterogéneo en la actividad de estos
compuestos ante la influencia de las condiciones climaticas sobre la germinacion de semillas
de R. crispus En general, cuando las experiencias se realizan bajo tratamientos con
fotoperiodo corto, existe un mayor numero de compuestos que inhiben la germinacién, como
son el acido ferdlico, acido hidrocinamico, acido oxalico, acido metilmalénico, acido p-

anisico, &cido 3-hidroxibutirico y azuleno.

Por su parte, la actividad de estos compuestos sobre el nacimiento de cotiledones

tampoco sigue un patrén comun de comportamiento. A pesar de ello existen una serie de
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compuestos que presentan una inhibicion significativamente mayor bajo temperaturas altas
con fotoperiodo largo (TA-FL) que bajo el resto de condiciones, como son el &cido
hidrocindmico, acido metilmalénico, acido p-anisico, acido 3-hidroxibutirico, azuleno e

incluso el &cido butirico.

Todos los compuestos, en la mayoria de los tratamientos, muestran un gran efecto de
inhibicion sobre la longitud de las raices, aunque a temperatura constante con fotoperiodo
corto (TC-FC) existen compuestos que no inhiben este parametro. En concreto, el &cido
cindmico es activo a concentracién’Den todos los tratamientos, mientras que ai®d
es Unicamente bajo temperatura constante con fotoperiodo largo (TC-FL). Estos resultados
estan en concordancia con los obtenidos por Einhellig (2002), el cual observa que el acido
cindmico inhibe el tamafio de las raices de ciertas especies entre las concentratignes 10
10*M. Por tanto, podriamos concluir que la combinacién de estas dos variables, temperatura
constante y fotoperiodo largo, potencian la actividad de este compuesto, ya que bajo estas
condiciones, a concentracionM también se reduce significativamente el tamafio de las

raices.

Por otra parte, los ensayos realizados por Einhellig y Eckrich (1984) ponen de
manifiesto que el acido ferulico es mas activo en la inhibicion de las raices de soja cuando
ésta era expuesta a temperaturas altas. Estos resultados coinciden con nuestras experiencias,
pues el &cido ferulico, a la concentracion 0,8M,Oinhibe la longitud de la raiz solamente
cuando esta sometido a temperaturas altas, independientemente de la duracién del

fotoperiodo.

Sobre la accion de los compuestos en la longitud de los cotiledones, se observa una
gran influencia de las condiciones climaticas, de tal manera que a temperatura constante con
fotoperiodo largo (TC-FL), la mayoria de los compuestos presentan inhibicibn y a
temperatura alta con fotoperiodo corto (TA-FC) desaparece. Esto nos sugiere la posibilidad

que el fotoperiodo largo active la capacidad inhibidora de la mayoria de los compuestos.
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El efecto de todos estos compuestos realmente es determinado cuando actian en
conjunto, siendo mas efectivos que cuando actdan por separado. Li y col. (1993) habian
descrito este comportamiento sinérgico en ciertos acidos fenolicos como acido cafeico, acido
ferdlico y &cido cinamico. Esta sinergia implicaria que no son necesarias altas
concentraciones de estos compuestos para que sean activos, ya que un compuesto en si
podria potenciar la accion de otro. Muchos de ellos han sido identificados en el suelo a bajas
concentraciones (Blum y col., 1989a; Lyu y col., 1990; Lehman y col., 1994; Inderjit y
Dakshini, 1991, 1992) pudiendo compensar, este sinergismo, la baja concentracion presente

en el medio.

La accioén inhibidora conjunta no significa que los compuestos tengan el mismo
modo de accidn, siendo sus mecanismos de interferencia con los procesos fisioldgicos
probablemente diferentes (Einhellig, 1995). De la misma manera, la respuesta de las mezclas
de estos compuestos a la temperatura y fotoperiodo no tiene por qué ser la misma que

cuando actuan por separado.

Cuando se ensaya con distintas mezclas de los compuestos anteriormente utilizados,
se aprecia un notable incremento del efecto fitotdxico de los mismos, siendo en la mayoria
de las mezclas significativamente mayor bajo los tratamientos con fotoperiodo largo. El
efecto negativo, sobre la longitud de las raices con estas condiciones, es claramente mayor
gue con el resto de pardmetros. Al reducir la concentraciones de los compuestos a la mitad,
se sigue manteniendo la inhibicién significativa de todas las mezclas. Estos mismos
resultados son obtenidos cuando se ensaya con extractos acuosos derivados de distintas
especies (Steinsiek y col., 1982; Bhowmik y Doll, 1983), demostrandose que el efecto
alelopatico puede ser alterado con un fotoperiodo mayor y potenciandose aln mas con

temperaturas altas.

Se esta ampliando el conocimiento sobre la funcion y el modo de accion de los
aleloguimicos. Autores como Pandey (1996) o Jaderlund y col., (1996) defienden que la
presencia de estos compuestos hace que la planta consuma menos agua, provocando una

disfuncion en las raices. La accion de los compuestos fendlicos podria estar implicada en la
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bajada de la integridad de la membrana, alteracion de las vias enzimaticas, limitacién en la
captacién de nitrégeno e incluso disminucion en la produccion de clorofila (Gallardo y col.,

1998).

Una vez comprobada que la actividad de los compuestos de naturaleza fendlica
puede ser dependiente de los pardmetros temperatura y luz, se procedié a la identificacion de
otros compuestos que constituyen un alto porcentaje del exudado, los cuales podrian tener
actividad alelopética. Con la utilizacion de diferentes técnicas cromatogréficas y mediante
RMN se identificaron cuatro compuestos de naturaleza terpénica. Estos compuestos son los
siguientes diterpenod1. Acido @-acetoxi-7-oxo-8-labden-15-oicd)2. Acido 7-oxo-8-

labden-15-oico; D3. Acido oxocativico; D4. Acido labdandlico.

Dentro del amplio grupo de compuestos naturales conocidos como terpenos, existen
referencias sobre estudios que atribuyen a monoterpenos y sequiterpenos actividad

fitotoxica. (Fischer, 1991; Cutler, 1992; Vaughn y Spencer, 1993).

Por su parte, los diterpenos ejercen una amplia variedad de funciones tanto
estructurales, hormonales, como de defensa. En este sentido, encontramos diterpenos con
actividad fungicida, insecticida (Croteau y Jonson, 1985; Seigler, 1998) y nematicida
(Chitwood, 1992). Pero, hasta la fecha, son escasos los estudios alelopéaticos que se centran

en el efecto de los diterpenos sobre el desarrollo de las plantas.

Los bioensayos realizados para comprobar la fitotoxicidad de los diterpenos
identificados enC. ladanifer ponen de manifiesto que, todas las moléculas ensayadas
presentan actividad fitotoxica, reduciendo en méas de un 80% la capacidad de elongacion de
los coleoptilos a concentracion™M. Al reducir la concentracion, la actividad de todos los
diterpenos disminuye. Con todo ello, el compuesto D3 provoca una inhibicion cercana al

50% al ensayar a T™.

En general, los ensayos realizados sobre la elongaciéon de coleoptilos revelan una

fuerte actividad de los compuestos a concentraciones altas y una reduccion progresiva de la
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actividad al disminuir la concentracion de las mismas. Por tanto, la actividad potencial de los
cuatro diterpenos es evidente, confirmandose su posible implicacién como aleloquimicos en

condiciones naturales.

La actividad de los cuatro diterpenos también fue estudiada a otro nivel,
cuantificando el efecto de los mismos sobre parametros de germinacién y desarrollo de
plantulas. En estos bioensayos, el posible efecto sobre estos pardmetros nos da una vision
mas cercana y real de la actividad de estas moléculas como posibles agente alelopaticos en el
medio natural y su posible utilizacién como herbicida natural (Macias y col., 1999; Inderjit y

Nilsen, 2003).

En nuestro caso, se encontrd una gran dificultad a la hora de purificar los diterpenos
de C. ladanifer debido a la naturaleza resinosa del exudado. De tal manera que la cantidad
disponible de compuestos puros limitd la realizacion de los bioensayos de actividad
fitotoxica (STS) previamente programados con mayor numero de especies diana y mayor
namero de concentraciones. Es por ello que, en estos ensayos, sélo se probé la actividad

fitotoxica de los compuestos D1, D3 y D4.

Respecto al efecto de los tres diterpenos sobre la germinacion de las especies diana,
cabe destacar que el comportamiento es similar al del herbicida comercial en todas las
especies ensayadas excepto sobre el berro, cuya germinacion es inhibida por el D3 y D4 a

todas las concentraciones excepto @,Gefecto este que no se consigue con el Logram.

El efecto de los diterpenos aM sobre en el tamafio de las raices de todas las
especies, es incluso mayor que el que produce el herbicida testigo a esta concentracion. Al
reducir la concentracion a 1M, el efecto del diterpeno desaparece mientras que el del
herbicida comercial se mantiene en la mayoria de las especies, poniendo de manifiesto la
mayor eficacia del herbicida sobre este parametro. Curiosamente, los compuestos D1 y D3
también ejercen inhibicion sobre el tamafio de las raices del berro, aunque en este caso, el

efecto se produce al ensayar con la concentracién mas b4, 10
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El efecto sobre la longitud de los cotiledones presenta un comportamiento muy
similar al que se produce sobre las raices; fuerte inhibicion del D47 10

comportamiento heterogéneo para el resto de compuestos y semillas.

En general, los ensayos STS de fitotoxicidad nos revelan principalmente que los
parametros indicadores del desarrollo de las plantulas, longitud de raiz y cotiledones, son
muy sensibles a la actividad de los diterpenos utilizados en los ensayos. Destacar el fuerte
efecto de D4 a la concentracion®M La pérdida de actividad al reducir la concentracion a
10*M vy siguientes, nos sugiere que este compuesto no parece un buen candidato a ejercer
esta fitotoxicidad en el medio natural, donde las concentraciones son mucho mas bajas. Por
el contrario, el D1 y D3, aparentemente con menos actividad, ejercen su inhibicion sobre
ciertas especies a bajas concentraciones, pudiendo actuar como aleloquimicos en un sistema

natural.

Por otra parte, la sintesis de los fenoles encontrad@s lexaniferse induce por el

estrés hidrico y la intensidad luminica (Chaves y col., 1997). En esta sintesis, cuando la
planta esta sometida a altas temperatura, se ven favorecidos determinados compuestos como
son los flavonoides. En concreto, la velocidad de sintesis de los flavonoides con actividad
alelopatica como es el kaempferol 3,7 di(O) metil, es estimulada con las altas temperaturas
(Chaves y col., 1997; Sosa y col.,, 2005). Estos parametros climaticos coinciden en
condiciones naturales con las estaciones de primavera y verano, y es cuando la planta secreta
flavonoides en mayor cantidad (Chaves y col., 1997). Por el contrario, los resultados
obtenidos en esta memoria revelan un comportamiento muy diferente para la sintesis de los

diterpenos estudiados.

La cantidad media, de estos compuestos, en el exudado de la Rojdaniferes
claramente mayor en la estacion de invierno, encontrdndose claras diferencias significativas
con el resto de estacioné®r el contrario, en las muestras de hojarascaalentantidad
de los diterpenos cuantificados la encontramos durante la estacion de verano. Estos datos,

que a priori parecen contradictorios, pueden explicarse teniendo en cuenta que las hojas que
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en la estacion de invierno estan en la planta son las mismas que con las altas temperaturas

del verano caen al suelo formando la cubierta de hojarasca u hoja seca sobre el suelo.

En el suelo, a pesar de que las cantidades encontradas de los tres diterpenos son
minimas, al igual que ocurriera en la hojarasca, es durante el verano cuando mayor presencia
de estos compuestos existe. Estos resultados sugieren la posibilidad de que la incorporacién
de estos compuestos al suelo provenga de la deposicién de hojarasca sobre el mismo, mas
que directamente de las hojas frescas por lixiviado de lluvia. Una vez desprendida la hoja en
verano, la descomposicién de la misma incorporaria estos compuestos al sustrato. La via de
incorporacién de los diterpenos en el suelo, en este estudio, no estd comprobada, pero
teniendo en cuenta la baja solubilidad en agua de los mismos, parece razonable pensar que la
incorporacién sea via degradacion de hojarasca. Hay estudios que han demostrado la
incorporacién al suelo de aleloquimicos, sobre todo fenoles, mediante el lavado por lluvias
(Nilsson y col., 1998), pero sin embargo hay otros autores (Coley, 1988), que sugieren que la
inversion en metabolismo secundario por especies en ambientes pobres en nutrientes,
tipicamente con crecimiento lento y hojas de larga vida, ocurre una sola vez y la velocidad
de renovacion es lenta. Esto implicaria que la incorporacion al suelo seria al descomponerse

la hojarasca.

Es importante tener en cuenta el papel que esta jugando la hojarasca como principal
via de incorporacion de estos compuestos al medio. Los compuestos en la hojarasca pueden
retardar la descomposicion de la misma, contribuir a la acumulacion de materia organica, asi
como alterar el ciclo del nitrdgeno y suprimir la actividad saprofitica del suelo (Northup y
col., 1995; Wardle y Lavelle, 1997). La hojarasca tiene un importante efecto "después de la
vida", con lo cual es necesario considerarla para desarrollar una comprensién completa de

como la biodiversidad afecta a los ecosistemas.

Destacar que la concentracion de algunos de los compuestos presentes en el
exudado deC. ladanifer tales como los flavonoides, coincide con su mayor o menor
presencia en el suelo (Sosa, 2005; Chaves y col., 2003), pero con los diterpenos no es asi.

Diferentes compuestos del exudado pueden diferir en su mecanismo de incorporacion,
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degradacion e interaccion en el suelo, como ha sido demostrado en otros estudios (Tatsumi y

col., 1994; Alexander, 1994; Dao, 1987, Huang y col., 1999).

La cuantificacion de los tres diterpenos en las doce poblaciones estudiadas a lo largo
de la Peninsula Ibérica reafirma este comportamiento. Nuevamente es durante la estacion de
invierno donde se produce un aumento en la secrecion de los tres diterpenos en hoja, y es en
verano cuando la cantidad de compuestos en la hojarasca es mayor. Estos resultados
vendrian a reafirmar la idea de que la mayor incorporacion de los posibles compuestos
alelopaticos producidos por las hojasCleladaniferal medio de accion se produciria via

deposicion a través de la hojarasca.

La variacion cuantitativa de los diterpenos en el exudado de las jaras a lo largo del
afio, como se ha comprobado, sigue un marcado comportamiento estacional. Por tanto, la
sintesis de estos compuestos podria estar inducida por factores climéaticos estacionales como
la temperatura y el estrés hidrico. Para comprobar esta hipétesis se realizaron ensayos en el
laboratorio bajo condiciones controladas, dénde jaras recogidas en el medio natural fueron
sometidas a distintos tratamientos. Se combinaron altas y bajas temperaturas con estrés y sin
estrés hidrico y los resultados revelaron que la sintesis de diterpe@bslagfanifer se

estimula a bajas temperaturas.

Como se observa en los resultados, el estrés hidrico no parece un factor determinante
a la hora de modificar la sintesis de los diterpenos cuando el ensayo se realiza a baja
temperatura. No asi cuando se ensaya con altas temperaturas, donde las plantas sometidas a
estrés hidrico disminuyen la cantidad de estos compuestos en las hojas. Por tanto, el estrés
hidrico solamente determina la sintesis de los diterpenos, disminuyéndola, cuando la planta

estd sometida a altas temperaturas.

Es la temperatura la que parece jugar un papel fundamental a la hora de estimular la
sintesis de los diterpenos, de tal manera que, al someter a las plantas a bajas temperaturas,
indistintamente de las condiciones de humedad en las que se desarrollen, éstas presentan

mayor cantidad significativa de compuestos que al inicio de la experiencia.
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Los resultados obtenidos en laboratorio, bajo condiciones controladas, corroboran
los obtenidos en condiciones naturales, confirmando el aumento de la sintesis de diterpenos
en invierno, estacién donde se alcanzan las temperaturas mas bajas. Estos resultados, al igual
que los obtenidos para la sintesis de los compuestos fendli€osaetanifer(Chaves y col.,

1997) reafirman la idea de la importancia de los factores climaticos en la sintesis de
aleloguimicos. Estudios realizados por otros autores apoyan esta hipoétesis, dénde se ha
demostrado que factores externos, tales como el clima (Mole y Joern, 1993), luz (Bryant y
col., 1987), disponibilidad de agua (Gershenzon, 1984) sin olvidar la fertilidad del suelo

(Northup y col., 1995) estan implicados en la sintesis de los metabolitos secundarios.

En la mayoria de los ecosistemas existen grandes diferencias en las variables
climéticas a lo largo del afio. Esto puede ser importante al afectar a la variabilidad temporal
de produccioén de metabolitos secundarios. Dicha variacién temporal en compuestos afectaria
a las interacciones bidticas en las que las plantas estan involucradas. Esto significa que si una
especie tolera un amplio margen en los valores de temperatura y precipitacion, €@mo es
ladanifer que ocupa lugares en los que se dan 108 dias de heladas y otros sin ninguno al afio
(Cabezas y Escudero, 1989); podria pensarse que su comportamiento alelopatico puede

variar dependiendo de las caracteristicas climaticas del habitat

Para comprobar esta hipétesis y aproximarnos a las condiciones propias del
fendmeno en campo, por un lado se cuantificé la actividad alelopética de suelos de jarales
seleccionados en funcidén de sus caracteristicas climéticas, y posteriormente, se realizaron
ensayos de germinacién con distintas soluciones acuosas de la planta, procedentes de hojas y
hojarasca. Se utilizé como diana una especie presente en el medio natural del ecosistema

propio de la jara como es R. crispus

Como se ha mostrado en los resultados de esta memoria, las experiencias se
realizaron seleccionando previamente ocho poblaciones y posteriormente se volvieron a
repetir las experiencias en doce nuevas poblaciones con caracteristicas climaticas mas

extremas.
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Entendiendo como distintas condiciones climaticas, las que se producen en las
diferentes estaciones y las que soportan las distintas poblaciones seleccionadas, los suelos de
jaral de las distintas poblaciones que se han seleccionado para este estudio, podrian presentar
valores de inhibicién diferentes en funcidén de la composicion de compuestos presentes en los

mismos, y éstos a su vez en funcion de las condiciones climaticas a los que estan sometidos.

En primer lugar, cuando se estudia el efecto inhibidor sobre los suelos de jaras, los
resultados nos muestran un comportamiento muy heterogéneo, dependiendo de la estacion y
del pardmetro medido. Asi, en los suelos de las ocho poblaciones situadas en al provincia de
Badajoz, localidades como Cornalvo y Valle de Santa Ana no presentan inhibicién de ningin
parametro en ninguna estacion. En otras como Hornachos e Higuera, la inhibicion es
significativa en todas las estaciones y parametros medidos. Para el resto de localidades, la
inhibicion es mucho mas variable, encontrando inhibicion de algunos pardmetros en ciertas

estaciones y perdiéndose en otras.

Esta variabilidad en los resultados se hace mas patente al analizar los datos obtenidos
con las muestras recogidas en las doce localidades, pero en este caso el parametros que
miden el desarrollo de la planta y mas concretamente la longitud de las raices es el que

presenta una inhibicion significativa mayor.

A pesar de esta heterogeneidad, si analizamos en un conjunto los resultados, en
ambas experiencias encontramos que existen diferencias significativas entre los valores de
inhibicion de las localidades. Ademas, en ambos casos, son los suelos recogidos en la
estaciéon de invierno los que menor efecto inhibidor presentan sobre los parametros
afectados, y los recogidos en las estaciones de primavera y verano las que mas, inhibiéndose

sobre todo el tamafio de la plantula.

Es de destacar que en estudios previos se ha puesto igualmente de manifiesto un
comportamiento heterogéneo en la capacidad inhibidora de los suelos procedentes de jarales
dentro de una misma poblacion. Ademas, coincide que, es en la estacion de primavera en la

que mayor inhibicién se produce (Sosa, 2003; Chaves y col., 2003).
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La inhibicion que muestran los suelos asociad@s mdaniferpuede ser debido a
dos causas: competencia por nutrientes, al ser suelos muy deficitarios en nutrientes, o a la

presencia de compuestos con actividad alelopatica en los suelos.

Al estudiar las caracteristicas edafologicas de los suelos de jarales (Alias, 2002) y
compararlas con los suelos controles, se observa que no hay diferencias especificas entre los
suelos que expliquen la inhibicién en la germinacion. La evolucién a lo largo del afio de las
diferentes caracteristicas edafol6gicas también es practicamente la misma. Existen
diferencias en el contenido de potasio que disminuye de forma mas considerable en los
suelos controles durante los meses de mayor precipitacién. Este elemento es requerido por la
vegetacion en los primeros estadios de crecimiento. Teniendo en cuenta que en estos meses
se produce la germinacion de la mayoria de las especies herbaceas, esta disminucién puede
ser debida al mayor porcentaje de germinacion en suelos controles que en jarales. Por otro
lado, el pH disminuye en los suelos de jarales, pero esta disminucién no es significativa

como para poder deducir que el pH sea el factor responsable de la inhibicion (Alias, 2002).

Entonces, la actividad alelopética estacional de estos suelos deberia, en principio,
corresponderse con una determinada composicion estacional de compuestos fitotoxicos
presentes en los mismos. En este caso, los mayores porcentajes de inhibicidn encontrados en
la estacion de primavera no corresponden con una mayor cantidad de diterpenos en el suelo,
ya que la mayor cantidad de estos compuestos en este medio la encontramos en la estacion
de verano. Si tenemos en cuenta, el otro grupo de compuestos mayoritarios con actividad
fitotoxica, los fenoles, la maxima concentracion en los suelos también aparecen en verano
(Sosa, 2003; Chaves y col., 2003) no existiendo una relacion simple entre los niveles de

germinacion observados y el contenido de compuestos fitotoxicos.

Con los resultados obtenidos, tanto con los diterpenos como con los fenoles, no
existe ningun compuesto al que se le pueda atribuir la accién de ser el responsable de la
inhibicion. No hay que olvidar que la actividad de compuestos puede verse alterada por la
presencia de otros, presentando un comportamiento sinérgico en el cual la combinacion de

los mismos es importante. Algunos investigadores creen que “importantes inhibidores no
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identificados" estan actuando, ademas de los inhibidores identificados, en el efecto
alelopatico de una planta. Este comportamiento puede resultar de la accion de varios

compuestos que actlan en combinacion (Inderjit y Dakshini, 1995).

Ademas, numeroso estudios han demostrado que las caracteristicas fisicas, quimicas
y biologicas de los suelos influyen en la disponibilidad cualitativa y cuantitativa de los
compuestos alelopaticos aumentando o disminuyendo su actividad (Dalton y col., 1989; Dao,
1987; Alexander, 1994; Tatsumi y col., 1994; Blum y Shafer, 1998; Huang y col., 1999;
Schmidt y Ley, 1999). Un posible mecanismo de interferencia es el de adsorciéon. Fue
demostrado por Dalton y sus colaboradores (1989), los cuales, tras incorporar exégenamente,
a diferentes tipos de suelo, ciertos compuestos fendlicos entre ellos acido ferulico y &cido
hidroxibenzoico, encontré adsorcion de todos los compuestos y en todos los suelos, aunque
la recuperacion de los mismos variaba dependiendo del tipo de suelo, horizonte del mismo y
tipo de grupo funcional presente en el anillo aromatico del compuesto fendlico. Este, junto
con otros mecanismos, puede explicar la gran heterogeneidad presente en los valores
obtenidos tanto en los ensayos de germinacién como en la extraccion de los compuestos

presentes en el suelo.

En los ensayos realizados con las soluciones de hoja y hojarasca procedentes de las
diferentes localidades, se aprecia la misma variabilidad en los resultados que los obtenidos
en los ensayos sobre suelos, encontrando claras diferencias en los valores de los distintos
parametros entre las distintas localidades, sin apreciarse un patrén comun de
comportamiento. Por el contrario, el analisis estacional de estos resultados nos revela un
comportamiento general de la actividad fitotéxica de las distintas soluciones. Asi, son
nuevamente las muestras recogidas en primavera las que presentan una mayor capacidad

fitotoxica en todos los parametros y fundamentalmente sobre la biomasa.

Al repetir por segunda vez las experiencias, ampliando a doce poblaciones los puntos
de recogida de muestras y durante las cuatro estaciones, aparece mayor inhibicion

significativa con las soluciones recogidas en la estacién de verano.
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Destacar que las soluciones acuosas utilizadas en estos ensayos presentan un mayor
efecto sobre los parametros de desarrollo que sobre la germinacién, sufriendo inhibicién
practicamente en todas las estaciones. A pesar de ello, en los andlisis comparativos se
observan diferencias significativas entre estaciones, existiendo una mayor inhibiciéon en las

estaciones de verano y primavera que en el resto.

Por otro lado, se puede apreciar como al cambiar el sustrato de los ensayos, el
comportamiento fitotoxico de las soluciones varia. Al realizar los ensayos sobre suelo
control, el efecto sobre la germinaciébn que se producia al regar con soluciones de hoja
recogidas en verano desaparece, aunque se mantiene en los ensayos con hojarasca. Lo mas
significativo es la perdida del efecto inhibidor de estas soluciones sobre el tamafio de las
raices. Este pardmetro era fuertemente inhibido en los ensayos sobre papel. Sobre suelo
control este efecto desaparece, manteniéndose la inhibicion sobre el tamafio de los
cotiledonesTrabajos realizados por otros autores (Inderjit y Mallik, 1997; Inderjit y Weiner,
2001) resaltan la importancia del sustrato y la ecologia quimica del suelo dentro de las
interferencias planta-planta como elemento fundamental a la hora de explicar la estructura de
las comunidades. Por tanto, las distintas caracteristicas del suelo podrian alterar el
comportamiento de los compuestos alelopéticos y explicar las diferencias encontradas en la

inhibicion de los distintos parametros al cambiar de sustrato.

Es necesario hacer notar que cuando se realizd por primera vez las experiencias en
las diferentes localidades, las soluciones de hojarasca mostraban mayor capacidad de
inhibicion que las procedentes de las hojas. Estudios realizadd®osamarinus officinalis
en Florida, mostraron que su hojarasca es mas \efeqtie la hoja en suprimir la
germinacion (Hunter y Menges, 2002), encontrdndose un nuevo compuesto en la hojarasca,
ceratiolin. Aunque éste es poco activo, se degrada rapidamente a acido hidrocinamico, el

cual tiene mas actividad alelopatica (Fischer, 1991).

Cuando se realizan posteriormente los ensayos con las doce localidades, este

comportamiento no se vuelve a producir. Estas experiencias han sido realizadas en afios
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distintos por lo que las diferencias climaticas interanuales podrian intervenir en alguna
medida en este comportamiento. Nilsson y col., en 1998 demostraron dtrapetrum
hermaphroditumos niveles de fenoles producidos y especialmente la actividad fitotéxica del
extracto difiere significativamente entre afios. Sin embargo no podian correlacionar estas
variables con los datos macroclimaticos disponibles, revelando solo algunas relaciones
detectables. El efecto de las variables climaticas en plantas de larga vida son generalmente
dificil de detectar, no asi el efecto del microclima, como determinante de la produccion de
compuestos fendlicos. Esta variabilidad en la sintesis de compuestos probablemente sea
atribuible a un conjunto de factores, tanto internos como externos. La variacion temporal en
los niveles de metabolitos secundarios, tanto dentro del afio como entre afios es importante
para regular la variabilidad temporal de la interferencig.deermaphroditumla naturaleza

de su efecto en otros organismos y su impacto a largo plazo en la funcionalidad de los

ecosistemas.

En resumen, destacar el comportamiento alelopatico estacioGallaaniferen la
mayoria de las localidades estudiadas, tanto en los ensayos realizados en suelo directamente
como con las soluciones acuosas de hojas y hojarasca. Ademas este comportamiento
fitotoxico deC. ladaniferes mayor en las estaciones de primavera y verano, siendo las altas
temperaturas las que parecen determinar un papel importante en la alelopatia de esta especie.
Este comportamiento estacional ha sido también encontrada en especie®seuuntsuga
menziesii, Picea engelmanii y Abies concolor, Ailanthus altsslogdans nigra, Hordeum
vulgare y Pteridium aquilinum(Heisey, 1990; De Scisciolo y col., 1990; Dolling y col.,
1994; Queslati y col., 2005).

Como se ha podido comprobar en esta memoria y en estudios anteriores, las
condiciones climaticas y principalmente el pardmetro temperatura podria jugar un papel muy
importante en la interaccién alelopéaticaGldadanifer Tenemos que la temperatura influye

de una forma directa en:
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- La sintesis de los compuestos pertenecientes al exudado de la planta que han
podido ser aislados, tanto compuestos de naturaleza fendlica como terpénica. Son las altas

temperaturas las que estimulan la sintesis de flavonoides y las bajas la sintesis de diterpenos.

- Influye en la capacidad fitotéxica de algunos compuestos y mas concretamente de
los fenoles estudiados. Respecto a los diterpenos, debido a la dificultad de conseguirlos
puros, la influencia de la temperatura y el fotoperiodo en su actividad no ha podido ser

cuantificada.

- La mayor actividad alelopética en los ensayos de todas las localidades, tanto en
suelo como con las soluciones de hoja y hojarasca es en primavera y verano. Parece que las
altas temperaturas que se producen en estas estaciones potenciarian la capacidad fitotoxica

de la planta en el medio natural

Todo ello nos lleva a analizar las relaciones existentes entre los tres elementos
conceptuales mas importantes en este trabajo: compuestos del exudado, actividad del

exudado y sus compuestos, y pardmetros climaticos.

Estos resultados pueden constatarse si realizamos las correlaciones entre los
parametros climaticos de las diferentes localidades a lo largo del afio con los valores de
inhibicion y la cantidad de diterpenos en hojas y hojarasca. Es necesario decir, que se ha
ensayado con los pardmetros climaticos temperatura, precipitaciéon y diferentes indices
climaticos, y solamente se obtiene una correlacion significativa corafor de 0,7 con los
valores de temperatura. En las Figuras 1-9 se puede observar una alta correlacion entre la
temperatura y los valores de inhibicion de algunas de las soluciones de jara utilizadas. De tal
manera que a mayor temperatura, menor es el porcentaje del parametro medido y por tanto
mayor la inhibicién del mismo. Concretamente, la correlacion existente entre los parametros
de temperatura y los porcentajes de germinacién, nacimiento de cotiledones y tamafio de los
mismos cuando se riega con solucién acuosa de hojarasca, presenta en todos los casos una R

mayor de 0,7.
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Figura 1. Grafica de correlacién entre la temperatura media y el porcentaje de
germinacién obtenido en los ensayos, al regar con soluciones acuosas de
hojarasca procedente de doce poblacion&s. dedanifer
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Figura 2: Grafica de correlacion entre la temperatura media y el porcentaje de
longitud de cotiledones obtenido en los ensayos, al regar con soluciones
acuosas de hojarasca procedente de doce poblacioGesadanifer
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Figura 3: Grafica de correlacion entre la temperatura media y el porcentaje de
cotiledones obtenido en los ensayos, al regar con soluciones acuosas de
hojarasca procedente de doce poblacionds. dedanifer
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Figura 4: Gréfica de correlacion entre la temperatura maxima y el porcentaje de
germinacién obtenido en los ensayos, al regar con soluciones acuosas de
hojarasca procedente de doce poblacion&s. dedanifer
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Figura 5: Grafica de correlacién entre la temperatura maxima y el porcentaje
de longitud de cotiledones obtenido en los ensayos, al regar con soluciones
acuosas de hojarasca procedente de doce poblacio@esadanifer
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Figura 6: Grafica de correlacién entre la temperatura maxima y el porcentaje
de cotiledones obtenido en los ensayos, al regar con soluciones acuosas de
hojarasca procedente de doce poblacionés. dedanifer
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Figura 7: Gréfica de correlacion entre la temperatura minima y el % de

germinacién obtenido en los ensayos, al regar con soluciones acuosas de
hojarasca procedente de doce poblacionés. dedanifer
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Figura 8: Grafica de correlacion entre la temperatura minima y el porcentaje
de longitud de cotiledones obtenido en los ensayos, al regar con soluciones
acuosas de hojarasca procedente de doce poblacioGesadanifer
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Figura 9: Grafica de correlacion entre la temperatura minima y el porcentaje
de cotiledones obtenido en los ensayos, al regar con soluciones acuosas de
hojarasca procedente de doce poblacionds. dedanifer

Lo mismo sucede pero a la inversa con la cantidad de algunos diterpenos analizados
en las hojas (Figuras 10-12), siendo la cantidad de los diterpenos D2 y D3 la que mejor
correlacion muestra con la temperatura (mayor cantidad de compuestos a menor
temperatura). El hecho que encontremos una correlacién entre la temperatura y la cantidad
de compuestos presentes en la hoja, pero no en la hojarasca, revela la influencia de la
temperatura en la sintesis de estos compuestos. Las bajas temperaturas induciria la sintesis
de los diterpenos en las hojas, condicionando la composicion de la hojarasca presente en el
suelo en los meses de mas calor. Por tanto, algo que parece obvio como que la presencia de
estos compuestos en la hojarasca depende de su sintesis cuando es hoja, queda justificado en
los resultados de correlacion obtenidos. O lo que es lo mismo, la temperatura no influye
directamente en la cantidad de compuestos presente en la hojarasca sino que influye en la

sintesis de los mismos cuando esta es hoja y conforma la parte viva de la planta.
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Figura 10: Gréfica de correlacion entre la temperatura media y la cantidad de
D2 presente en hojas procedentes de doce poblaciof@datianifer
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Figura 11: Gréafica de correlacion entre la temperatura maxima y la cantidad
de D2 presente en hojas procedentes de doce poblacioGetadanifer
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Figura 12: Gréafica de correlacion entre la temperatura maxima y la cantidad
de D3 presente en hojas procedentes de doce poblacioGetadanifer

Todo esto esté relacionado también con el hecho de que las mayores correlaciones
con la temperatura se produzcan con los valores de inhibicion producidos por la hojarasca.
Ademas se reafirma la idea de que la principal via de incorporacion de los compuestos
implicados en la alelopatia de la jara es la hojarasca estando en concordancia con el hecho de

que sea en verano cuando mayor es la presencia de los diterpenos en la hojarasca.

El hecho de que todos los ensayos de germinacién con soluciones acuosas se
realizaran bajo las mismas condiciones en el laboratorio y todos los valores obtenidos fueran
referidos a sus controles, anularia la posible influencia de las condiciones climéticas sobre la
actividad de las soluciones y los compuestos que la integran. En estos ensayos, por tanto, la
accion de las condiciones climaticas viene determinada por la influencia de éstas en la
secrecion de los compuestos o composicion de las muestras recogidas en cada localidad y en

cada estacion.
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Por lo tanto, hay que tener en cuenta que en el medio natural, ademas de estar
implicadas en la sintesis, las condiciones climéticas pueden estarlo también en la actividad
de las soluciones, hecho este no cuantificado en nuestro estudio. Por tanto, decir que una
determinada composicién no parezca corresponder con un determinado efecto es una idea
prematura teniendo en cuenta lo descrito anteriormente, y sabiendo la compleja composicion

del exudado de C. ladanifer

El hecho de que la sintesis mayoritaria de diterpenos en las hojas se produzca a bajas
temperaturas (en la estacion de invierno), y que el mayor efecto de las soluciones acuosas se
produzca en primavera-verano tanto en hojas como hojarasca, no tiene porqué hacernos
descartar la posible implicacion de estos compuestos en la interaccion alelop&fica de

ladanifer.

En resumen, si relacionamos estos resultados con la composicion de las soluciones
en cada estacion, no se observa un criterio comun para que se de este comportamiento de
inhibicion. No podemos por tanto asignar un factor concreto al hecho de que se den
determinados comportamientos sobre los pardmetros medidos y por tanto debemos suponer
gue las variaciones estacionales en los porcentajes de inhibicidn, asi como las diferencias
entre las distintas localidades son debidas a una serie de factores que actuando
conjuntamente dan como resultado este comportamiento aparentemente anarquico. Estos
factores podrian ser: la composicién cuantitativa de las distintas soluciones ensayadas, la
composicion cualitativa de los mismos y las condiciones climéticas a las que estuvieron

sometidas las plantas de C. ladanifer
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Las conclusiones obtenidas en este estudio son las siguientes:

1.- Al ensayar con los compuestos identificados en el exuda@istde ladanifer L.
bajo distintos tratamientos, alternando condiciones de fotoperiodo corto y largo con
temperaturas altas y constantes, se pone en evidencia la variabilidad en la respuesta de
fitotoxicidad de estos compuestos sobre la especie diana al modificar las condiciones de los
ensayos. En general, existen un mayor nimero de compuestos que bajo fotoperiodo corto
ejercen una mayor inhibicion sobre la germinacion. Por su parte, el nacimiento de
cotiledones presenta una inhibicién significativamente mayor bajo temperaturas altas con
fotoperiodo largo. La accion de la mayoria de los compuestos sobre el tamafio de las

plantulas es potenciada con el fotoperiodo largo.

Cuando se estudia el efecto de la interaccién de estos compuestos bajo diferentes
condiciones climaticas, se aprecia un notable incremento del efecto fitotoxico sobre los
diferentes pardmetros medidos, siendo significativamente mayor bajo los tratamientos con
fotoperiodo largo, demostrandose que el efecto alelopatico puede ser alterado por el
fotoperiodo y potenciandose alin mas con temperaturas altas. Este sinergismo implicaria que
probablemente no es necesaria una alta concentracién de estos compuestos para ser activos,
ya que la presencia de ellos conjuntamente y bajo condiciones de temperatura alta con

fotoperiodo largo puede potenciar su fitotoxicidad.

2.- Se han identificado cuatro nuevos compuestos de naturaleza terpénica mediante
la utilizacion de diferentes técnicas cromatogréficas y RMN. Estos compuestos son los
siguientes diterpenos: D1. Acid@-@cetoxi-7-oxo-8-labden-15-oico; D2. Acido 7-oxo-8-

labden-15-oico; D3. Acido oxocativico; D4. Acido labdandlico.

En general, los ensayos realizados sobre la elongacion de coleoptilos revelan una
fuerte actividad de los compuestos a concentraciones altas y una reduccién progresiva de la

actividad al disminuir la concentracion de los mismos. Por tanto, la actividad potencial de los
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cuatro diterpenos es evidente, confirmandose su posible implicacion como aleloquimicos en

condiciones naturales.

3.- La cuantificacién de los diterpenos en las hojas, hojarasca y suelo revela un
marcado comportamiento estacional. En las hojas, la mayor cantidad de diterpenos es
cuantificada en la estacidén de invierno, existiendo diferencias significativas con el resto de
estaciones. Sin embargo, en hojarasca y suelo, es en verano cuando se detecta la mayor
cantidad de estos compuestos. Estos resultados sugieren la posibilidad de que la
incorporacién de estos compuestos al suelo provenga de la deposicion de hojarasca sobre el

mismo.

4.- Los resultados, en camara de cultivo bajo condiciones controladas, revelan que la
sintesis de diterpenos €h ladanifer se estimula a bajas temperaturas. De tal manera que,
indistintamente de las condiciones de humedad en las que se desarrollen los ensayos, las
plantas expuestas a bajas temperaturas presentan mayor cantidad de diterpenos que al inicio

de la experiencia.

Por su parte, el estrés hidrico modifica la sintesis de los diterpenos cuando el ensayo

se realiza a altas temperatura, disminuyndo la cantidad de estos compuestos en las hojas.

Los resultados obtenidos en laboratorio, corroboran los obtenidos en condiciones
naturales, confirmando el aumento de la sintesis de diterpenos en invierno, estacion donde se

alcanzan las temperaturas mas bajas.

5.- Cuando se realizan los ensayos en sueldS. tedanifer, y con las soluciones
procedentes de hojas y hojarasca, con el objeto de aproximarnos a las condiciones naturales,
se pone en evidencia la heterogeneidad existente en la respuesta alelopéatica entre los

diferentes puntos de muestreo. No existe una clara relacion entre las diferentes caracteristicas
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climaticas de las localidades estudiadas y el comportamiento alelopético que llevan asociado,
aunque si se aprecia en todas las poblaciones comportamiento estacional en la actividad
alelopatica. En este sentido, las diferencias existentes entre los valores de los parametros
climaticos de cada estacion, si son relevantes para determinar el comportamiento alelopatico
de C. ladanifer. De esta forma, en todos los ensayos realizados, la mayor inhibicion
significativa se produce sobre el desarrollo de las plantulas y en primavera-verano,

estaciones donde se alcanzan las temperaturas mas altas.

6.- Existe una alta correlacion entre la temperatura y los valores de inhibicion de las
soluciones de hoja y hojarasca de jara, llegando a superar con las soluciones de hojarasca
una R mayor de 0,7. En esta correlacién se aprecia que a mayor temperatura mayor es la
inhibicion en los ensayos realizados, corroborando la importancia de la temperatura en la

respuesta alelopatica de C. ladanifer

Lo mismo sucede, pero a la inversa, con la cantidad de los diterpenos D2 y D3
analizados en las hojas, encontrando mayor cantidad de compuestos a menor temperatura.
Estos datos apoyan los obtenidos en condiciones controladas, donde se puso de manifiesto
que son las bajas temperaturas las responsables del aumento en la sintesis de estos

compuestos

En sintesis, con los resultados obtenidos hasta ahora junto con los aportados en esta
memoria, se puede concluir que uno de los factores determinantes en el comportamiento

alelopatico de C. ladanifees la temperatura.
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“Los  organismos vivos necesitan  recursos  para
desarrollarse y crecer; parte de estos son utilizados para la
produccion de metabolitos secundarios relacionados con las
estrategias defensivas. Asi, ciertas plantas pueden liberar
sustancias quimicas que afectan el crecimiento o la distribucion
de otros organismos vegetales, esta interaccion recibe el
nombre de alelopatia.

Los esfuerzos en estudiar el efecto alelopdtico entre
plantas puede ayudar a comprender las complejas interacciones
que se producen entre ellas, revirtiendo en la comprension de la
dindmica de los ecosistemas"
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