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Vivir.es estar en la Tierra;
para que al andar"
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puedas tus huéllas dejar.
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Puedes vivir. en las nubes,
y no dejar nada-a“tu paso
al final todes te olvidaran.

Vivir es la juventud de un bosque floreado.
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Vivir es la vejez de una mente plasmada
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Vivir.es la soledad, cuando nunca estas solo.
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Al final todos esperamos el tren,

unos lo cogenmantes y otros despues

pero nadie; nadie loiva a perder.

Antonio Martin.
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- "¢No es también una consecuencia de la teoria de la evolucién de Darwin que formamos
parte de algo grande y que cada mindscula forma de vida tiene importancia para el gran
contexto? inosotros somos el planeta vivo, Sofial somos el gran barco que navega alrededor
de un sol ardiente en el universo. pero cada uno de nosotros también es un barco que
navega por la vida cargado de genes. si logramos llevar esta carga al préximo puerto,
entonces no habremos vivido en vano. Bjormstjerne Bjornson expresé la misma idea en el

poema psalmoii:

IHonremos la primavera eterna de la vida
que todo lo cred!;
hasta lo mindsculo tiene su creacion merecida,
sdlo la forma se perdic.
De estirpes nacen estirpes
que alcanzan mayor perfeccion,
de especies nacen especies,

millones de afios de resurreccion.

[Alégrate tu que tuviste la suerte de participar
como flor en su primer abril
y, en honor a lo eterno, el dia disfrutar
como ser humano
y de poner tu grano
en la tarea de la eternidad;
pequefio y débil inhalards
un dnico soplo

del dia que no acaba jamds!”

Jostein Gaarder (El mundo de Sofia. 1991).
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I.1.- DESCRIPCION MORFOLOGICA, FENOLOGICA Y
ECOLOGICA DE Cistus ladanifer.

Cistus ladanifer es un arbusto de 1 a 2,5m de altura, muy aromatico, erecto
(Bolanos y Guinea, 1949) con hojas coriaceas, glabras en la parte superior y tomentosas
en la inferior, con 3 nerviaduras en el tercio proximal, sub-sésiles. Las flores son
grandes y vistosas de 5 a 8cm de diametro, distinguiéndose dos variedades segln el tipo
de flor, variedad albiflorus con flores cuyos pétalos son completamente blancos, y
variedad maculatus, con flores de diametro idéntico y con una mancha oscura encima de

la una de cada pétalo (Franco, 1971).

Presentan fruto en cipsula oval-oblonda o suboblonda escamosa-vellosa, con
valvas en nimero basico de 10, pero frecuentemente con 9 e incluso 8 por abortos
carpelares. La dehiscencia es loculicida valvar dejando al descubierto numerosas
semillas (250 por carpelo), diminutas (en torno a 0,5-1mm), poliédricas, lisas 0 muy

ligeramente rugosas (Krollmann y Gulz, 1983).

Braun-Blanquet y col. (1941) afirman que la especie de C. ladanifer es
originaria del suroeste de la Peninsula Ibérica y zona septentrional de Marruecos. En
Espana, abunda en Andalucia Occidental, Extremadura y las zonas Occidentales de
Madrid, Castilla La Mancha y Castilla Ledn, tornandose maés rara en el norte de Galicia,

Asturias, Pais Vasco, Aragdn, Murcia, Valencia y Cataluia.

Las jaras son especies colonizadoras, tipicamente xerodfilas, sin especificidad
para tipos de suelos (Rivas-Goday y Rivas-Martinez, 1967; Goes, 1968). El analisis
morfoldgico sitlia a la jara como una planta tipica del grupo I dentro de los sindromes de
vegetacion descrito por Herrera (1984). Es pues, una planta pionera, que coloniza suelos
generalmente muy degradados asociados a etapas tempranas de la sucesidon y que se
adapta perfectamente a condiciones de baja fertilidad y otras situaciones extremas

periddicas (Nunez, 1989).
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Su forma de crecimiento es tipica de especies estrategas de la “r”, tras una

perturbacion fuerte se produce una rapida germinacion de las semillas y el crecimiento
rapido de las plantulas que tienden a ocupar el mayor espacio disponible. Después, las
plantulas compiten entre ellas elimindndose gran cantidad de individuos, de esta manera
se originan huecos que provocan la aparicion de invasores, entre ellos, nuevas jaras que

ayudan a perdurar el sistema (Nunez, 1989).

Posee una importante estrategia de supervivencia que se da en especies que
crecen bajo condiciones ambientales imprevisibles, y que consiste en que semillas de
diferentes plantas de una poblacidon muestran variacion en dormancia y germinacion
(Gutterman, 1994a,b,c; Bewley y Black, 1994; Francisco-Ortega y col., 1994). E1
pretratamiento con altas temperaturas de estas semillas incrementa significativamente el
porcentaje de germinacion (Garcia-Marquez y Escudero, 1991). Esto explica que se
produce una masiva recolonizacidon por plantulas de C. ladanifer en areas quemadas,
debido a que las altas temperaturas que se producen durante un fuego rompen el estado

de dormancia de las semillas (Pérez-Garcia, 1997).

Se desarrolla en ambientes climaticos muy diversos, siendo capaz de soportar
desde estrés de frio hasta sequedad y altas temperaturas, durante periodos mas o menos
largos del ano. Todos estos factores en sus valores extremos, son factores de estrés que
tienden a limitar el crecimiento de la planta y frente a los cuales ha desarrollado

diferentes mecanismos adaptativos (Nuiiez, 1989).

Se implantan sobre cuarcita, pizarra y arenisca, en suelos acidos con valores de
pH comprendido entre 3,5 y 6 que corresponden a suelos pobres en nutrientes y con una

mineralizacion bastante baja.

El estudio del ciclo vegetativo y reproductivo a lo largo del aho, aporta una
importante informacion acerca de la duracion de diversas fases de desarrollo vegetativo
frente a la variacion de factores ambientales (Larcher, 1977). En C. ladanifer los

distintos estados fenoldgicos son los siguientes:

- La produccion foliar se inicia cuando empiezan las primeras lluvias,
reduciéndose durante el periodo de sequia. La formacion de yemas auxiliares

18



tiene su inicio de modo general en la segunda quincena de Enero hasta

Mayo, periodo que coincide con la mayor abundancia de agua en el suelo

(Lopes Borges, 1988).

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

esporadicamente se encuentran individuos floridos en Noviembre.

- La caida de hojarasca tiene lugar dos veces al aho, la primera y mas
pronunciada, 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 como temperatura, humedad, etc. El
desarrollo de nuevas hojas y flores debe ser el factor desencadenante del
desprendimiento de las antiguas (Nufiez, 1989). Ademas, que la caida sea
justo antes de verano favorece la retencion del agua, puesto que disminuye la
evapotranspiracion de la planta, ya que la superficie foliar de las nuevas

hojas resulta bastante inferior a las de las viejas (Nunez, 1989).
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I.2.- EXUDADO DE C(istus ladaniferr ANTECEDENTES
BIBLIOGRAFICOS.

La gomorresina de C. ladanifer, denominada ladano, ha sido objeto de estudios
por diferentes autores, principalmente debido a su interés industrial en perfumeria. Este
ladano se produce en las hojas y es secretado por unas estructuras denominadas
tricomas. Estos tricomas secretores de oleorresina se encuentran en la parte adaxial y
abaxial de la hoja, mayoritariamente en hojas jovenes en pleno desarrollo (Lopes
Borges, 1988). La densidad de tricomas varia entre las poblaciones de Cistus ladanifer,
lo que sugiere que los factores ambientales y bidticos afectan a la produccidon de

exudado (Levin, 1973).

Unos de los primeros analisis de la gomorresina de C. ladanifer fue realizado
por Garcia-.Martin y Garcia-Vallejo (1969), que identificaron compuestos como
a—pineno, fendrona, linelol, canfeno, f—cimeno, bornilo, borneol, acetato de linalilo,
neral y geraniol. Otros compuestos como timol, carvanol, felandreno, furfural,

benzaldehido y metilheptilacetona constituyen un porcentaje inferior.

Pascual y col. (1972, 1974 y 1977) identificaron los siguientes compuestos:
acido labdandlico, 4cido ladanico, acido cativico y acido labd-8-en-15-oico. Aislaron e
identificaron los siguientes flavonoides: 7-O-metilapigenina, 3,7,4"-tri-O-
metilkampferol, 7,4°-di-O-metilapigenina y 3,7-di-O-metilkampferol y los terpenoides
monohidroxilados: 15-nor-8-labdanol, viridiflorol, ledol, labd-8(17)-en-15-0l o ladenol

y 15-hidroxi-labd-7-en-6-ona u oxocativol.

Proksch y col. (1980), caracterizaron 6 compuestos oxigenados: bencil benzoato,
cis-ocimenona, 2-hidroxi-6-metil acetofenona, pinocarvona, aldehido canfoleno y

tagetona.

Proksch y Giulz (1984), caracterizaron 4 flavonoides agliconas: 3-O-

metilkampferol, apigenina, 4"-O-metilapigenina y 3,4"-di-O-metilkampferol.
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I.3.- ASPECTOS GENERALES DEL METABOLISMO
SECUNDARIO EN PLANTAS.

Ademas de los compuestos derivados del metabolismo primario, compuestos
esenciales para la vida como aquellos que son intermediarios de las rutas bioquimicas,
compuestos estructurales de membranas, pigmentos captadores de luz, etc.; las plantas
contienen 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 estdn presentes en cada célula de la planta que es capaz de
reproducirse, los metabolitos secundarios estdn presentes solo accidentalmente y no
son imprescindibles para la vida.” En este sentido, se ha propuesto denominar a los
compuestos primarios sustancias fisiologicamente eficaces, frente a los compuestos

secundarios que serfan ecoldgicamente eficaces (Strasburger y col., 1994).

Al igual que la fisiologia y la morfologia, la bioquimica esta sujeta a la presion
selectiva ejercida por el ambiente. Durante el curso de la evolucion, muchos productos
secundarios han sido sintetizados por diferentes especies de plantas y cuando la
presencia de un producto particular ha conferido alguna ventaja selectiva, ésta se
mantiene, originando aumento en las probabilidades de supervivencia de la especie y
del producto en concreto. La sintesis de nuevos productos al azar, han proporcionado a
los vegetales gran variedad, y esto constituye un prerrequisito necesario para la
operacion de seleccidon natural y la evolucion de todos los organismos vivos (Bell,

1980).

Algunos de los compuestos sintetizados como metabolitos secundarios en

plantas, segin Harborne (1985), se muestran en la Tabla 1.

Las condiciones ambientales, tales como la falta de nutrientes y déficit de agua,
pueden restringir el crecimiento de las plantas y reducir la velocidad fotosintética. En
tales condiciones, carbohidratos no estructurales tienden a ser acumulados y pueden
explicar el aumento de sintesis de sustancias de defensas basadas en carbono

pertenecientes al metabolismo secundario. La confirmacion de este balance
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carbono/nutrientes se ha encontrado en especies que se desarrollan en medios con baja
disponibilidad de nutrientes o de agua, en las que se produce un aumento en la
concentracion de taninos condensados, lignina, fenoles totales y/o glucosidos de fenoles
(Bryant y col., 1983; Gershenzon, 1984; Waring y col., 1985; Nicolai, 1988). Ultimas
investigaciones muestran que estos metabolitos secundarios se pueden encontrar incluso
en plantas acuaticas como Ceratophillum demersum donde se han encontrado

flavonoides glucosidos (Bankova y col., 1995).
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1985.

Tabla 1: Compuestos sintetizados como metabolitos secundarios en plantas, segin Harborne,

TIPO

DISTRIBUCION N° APROXIMADO
DE ESTRUCTURAS
Compuestos nitrogenados
Alcaloides Angiospermas especialmente en 5.500
hojas y fruto.
Aminas Angisopermas, especialmente en 100
flores.
Aminoécidos(no proteicos) En semillas de leguminosas 400
Cruciferas.
Glucosinolatos Cruciferas y otras 10 familias. 75
Glicosidos cianogénicos Esporadicos en frutos y hojas. 30
Terpenoides
Monoterpenos En aceites esenciales. 1000
Lactonas sesquiterpénicas En compuestas, incrementando 600
en otras angiospermas.
Diterpenos En especial en latex y resinas. 1000
Saponinas Mas de setenta familias. 500
Limonoides Rutaceas, Meliaceas y 100
Simarubéaceas.
Cucurbitacinas Cucurbitaceas. 50
Cardel6nidos Apociniceas, Asclepiadaceas y 150
Escrofuliaceas.
Carotenoides Universales en hojas, frecuentes 350
en flor y fruto.
Fenoles
Fenoles simples Universales en hojas, frecuentes 200
en otros tejidos.
Flavonoides Universales en angiospermas, 4000
gimnospermas y helechos.
Quinonas Especial en Ramnaceae. 500
Otros:
Poliacetilenos En compuestas y umbeliferas 650
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La biosintesis de compuestos fenolicos puede verse estimulada por diferentes

condiciones ambientales como son estrés hidrico, temperatura y radiacion ultravioleta.
En plantas expuestas a luz ultravioleta B (LVB) se produce un aumento del 20% en
compuestos fenodlicos, sobre todo flavonoides. Las plantas pueden experimentar de
manera simultanea diferentes tipos de estrés, pudiendo responder de una forma aditiva,
sinérgica o antagonista. Los resultados revelan que la respuesta de la planta a
condiciones de estrés multiples son diferentes a las que se observan cuando el estrés es
impuesto por separado. Por ejemplo, el contenido de fenoles aumenta un 19, 58 y 63%
en plantas con estrés hidrico, radiaccidon ultravioleta y combinacion de los dos
respectivamente (Cen y Bornman, 1993; Balakumar y col., 1993). En C. ladanifer la
induccion de flavonoides agliconas depende de la luz ultravioleta asi como del
contenido de agua en hojas, siendo la suma de estos factores especialmente relevante en
su produccion total (Chaves, 1994; Chaves y col., 1997).

Las funciones fisiologicas de estos compuestos son alin objeto de estudio,
aunque se ha demostrado que estan implicados en la inhibicion de enzimas especificas,
que actian como agentes antioxidantes y que pueden ser reguladores del crecimiento y
desarrollo de la planta (Brederode y col., 1982; Brederode y Kooten, 1983; Takahama,
1988).

En los Gltimos anhos se han realizado estudios sobre la compleja mezcla de
compuestos derivados del metabolismo que contienen los diferentes 6rganos de la
mayoria de las especies de plantas. El estudio presenta un patron caracteristico de fuerte
diversidad estructural, organizada sobre una base de funcionamiento de secuencias
biogénicas y una fuerte sensibilidad a los efectos selectivos del medio. Esta mezcla
puede variar cuantitativamente de un 6rgano a otro con la edad de la planta, estacion y
condiciones de crecimiento (Siegelman, 1964; Harbone, 1967).

En Cistus 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 cuantitativo es provocado por el estrés hidrico y la luz ultravioleta, mostrando
estos factores un efecto sinérgico en la induccion de los flavonoides constituyentes del
exudado (Chaves, 1994; Chaves y col., 1997). Estos flavonoides muestran también
variaciones cualitativas, cambiando la contribucion de cada uno de ellos desde
primavera a verano. Existe una bajada de apigeninas (flavonas) durante el verano,
especialmente la apigenina y la 4’-O-metilapigenina, potencidndose la sintesis de los
kampferoles (flavonoles) que en particular esta desplazada hacia el 3,7-di-O-
metilkampferol. Esta variacidn cualitativa estad inducida, igualmente por factores
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climaticos, asi el estrés hidrico determina la bajada de apigeninas durante el verano y las

altas temperaturas provocan un desplazamiento hacia los flavonoides metilados en la

posicion 7 y especialmente a 3,7-di-O-metilkampferol (Chaves y col., 1997).

En Cistus ladanifer una de las funciones que pueden desempenan los
flavonoides del exudado en las hojas es la de actuar como filtro de luz ultravioleta, para
evitar los dafos celulares que causen esta radiacion. Por otra parte, pueden actuar como
agentes alelopaticos, inhibiendo la germinacion y desarrollo de plantulas herbaceas que
compiten con C. ladanifer por el mismo espacio, en general suelos pobres en nutrientes,
lo que ofrece claras ventajas al facilitar la colonizacion para esta especie (Chaves, 1994;
Chaves y Escudero, 1997).
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L.4.- FUNCIONES ECOLOGICAS DE COMPUESTOS DERIVADOS
DEL METABOLISMO SECUNDARIO.

Los compuestos derivados del metabolismo secundario pueden ser secretados
dentro de las células, en vacuolas, o excretados extracelularmente como resinas o
material de la pared celular. Incluyen compuestos venenosos donde la concentracion
puede reducir la digestabilidad de la planta y la palatabilidad a los herbivoros (Lindroth
y Batzli, 1984; Baas, 1989). Los que reducen la digestabilidad son en su mayoria de
naturaleza fenolica, predominantemente taninos (Gross, 1981). Las plantas producen un
gran niimero de compuestos que tienen propiedad antimicrobiana y entre estos
compuestos se encuentran diferentes flavonoides (Grayer y Harborne, 1994). Ademas se
conoce que semillas de legumbres tratadas con metilisoflavonoides pueden reducir el
nivel de infeccidon por Aspergillus spp., y que varios tipos de flavonoides tienen
actividad fungicida sobre cuatro hongos que infectan grano almacenado (Weidenborner
y col., 1990, 1992; Weidenborner y Jha, 1993). Estudios recientes muestran que dos
flavonoides de Artemisia giraldii presentan actividad antibidtica contra cinco especies
de bacterias y dos de hongos (Zheng y col., 1996). También, estos compuestos pueden
estar involucrados en la resistencia a virus, por ejemplo metoxiflavonas y
metoxiflavonoles confieren a la planta del tabaco (Nicotiana tabacum) resistencia frente
al virus del mosaico (French y col., 1991). Otra funcidén de los flavonoides, es la de
actuar como venenos para insectos, larvas de lepidopteros como Spodoptera littoralis y
Spodoptera exempta son sensibles a varios flavonoides y otros metabolitos secundarios

(Simmonds y col., 1990; Pandji y col., 1993).

Todos estos estudios demuestran que los compuestos derivados de metabolitos
secundarios producidos por plantas pueden ser de una gran importancia para proteger a
la planta contra el ataque de microorganismos, animales o aumentar la disponibilidad de
una especie para competir con otras en un habitat dado (Bell, 1980). La funcion de los
flavonoides est4 indudablemente relacionada con su estructura quimica, pero la relacion

estructura-actividad no estad muy clara. Se les han asignado funciones ecoldgicas como
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agentes toxicos para la proteccion contra herbivoros, la acumulacion de flavonoides en

la epidermis puede alterar las propiedades Opticas de la hoja y reducir el dano de la luz
ultravioleta en funciones fisioldgicas actuar, evitar ataque de patdgenos y producir
inhibicion en el crecimiento de otras plantas, actuando como agentes alelopaticos y
como agentes antioxidantes. (Chou y Kou, 1986; Harborne, 1988a; Baas, 1989;
Panagopoulos y col., 1992; Ziska y col., 1993).

1.4.1- Funcion alelopatica.

Una definicion clasica de alelopatia es la dada por Rice, 1984: “es la interaccion
quimica planta-planta, incluyendo dentro del término planta a microorganismos y
dentro del término interaccion tanto efecto estimulador como inhibidor”. mas
concretamente la alelopatia se considera como un mecanismo de competencia entre
plantas, basada en la interaccion entre individuos mediante la secrecion de compuestos
quimicos, es decir, la produccidon de aleloquimicos por una planta donadora hacia una
planta receptora. se denominan aleloquimicos a estos metabolitos secundarios que son
secretados por una planta y pueden interaccionar con otra planta y/o con los
componentes bidticos y abiodticos del sustrato produciendo un efecto negativo o positivo
sobre ella. estos compuestos alelopaticos son liberados al medio mediante
volatilizacidon, descomposicion de residuos o secrecion en diferentes partes de la planta
como hojas, tallos, raices y flores (Rice, 1984; Putnam y Tang, 1986; Waller, 1987;
Inderjit y Dakshini, 1995).

Los primeros estudios sobre alelopatia se han dirigido a identificar y cuantificar
los diferentes compuestos que pueden actuar como agentes alelopaticos. Se ha
demostrado que el extracto acuoso obtenido de plantas como Polygonum orintale, Erica
vagans, Erica australis, Calluna vulgaris, Daboecia cantabrica, Vaccinium myrtillus,
Pinus densiflora, Pilocarpus goudotianus y Echinacea angustifolia, ricos en

compuestos fenolicos, inhiben la germinacion de semillas y de cotiledones de diferentes
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especies de plantas ensayadas (Carballeira, 1980; Datta y Chatterjee, 1980; Ballester y
col., 1982; Jaderlund y col., 1996; Viles y Reese, 1996).

Se ha llegado a aislar e identificar diferentes aleloquimicos como bergapteno,
xantotosin y xantiletin de Pilocarpus goudotianus (Macias y col.,1993), 2- clorofenol y
salicilaldehido de Typha domingensis (Gallardo y col., 1998), los acidos benzoico,
salicilico, cinamico, p-hidroxibenzoico, gentisico, protocatechuico, siringico, p-
cumarico, géalico, feltrico, cafeico y vanilico de Pinus densiflora (Kil y Yim, 1983) y
apigenina-7-0-glucésido de la planta acuatica Ceratophyllum demersum (Bankova y

col., 1995).

En los diferentes ensayos realizados para cuantificar el poder alelopatico de
estos compuestos se ha encontrado que los compuestos con mayor capacidad de
inhibicion de la germinacion son furanocumarinas, cumarinas simples, piranocumarinas,
acido cinamico y sus derivados, catecol, hidroxiacetofenonas, flavonoles y
proantocianidinas (Datta y Chatterjee, 1980; Ballester y col., 1982; Kil y Yim, 1983;
Odén y col., 1992; Nilsson y col., 1993; Pellisier, 1993; Macias y col., 1993; Liy col.,
1993; Viles y Reese, 1996).

Aunque el modo de accidon de los compuestos fendlicos en el mecanismo de
alelopatia no se conoce, si se ha demostrado que los flavonoides pueden interferir en la
formacion del adenosin trifosfato (ATP) en la mitocondria (Stenlid, 1970, 1976) y
pueden inhibir o interaccionar con el modo de accion de las hormonas de otras plantas
como las auxinas (Jacobs y Rubery, 1988; Brunn y col., 1992). los compuestos
fendlicos pueden bajar la disponibilidad de ciertos nutrientes e influir en las
caracteristicas del suelo como pH y materia organica (Rice, 1984; Appel, 1993; Inderjit,
1996). la adicidn de compuestos fenolicos como los acidos protocateico, p-cumarico, p-
hidroxibenzoico y felarico tienen efectos como son la reduccion del contenido de
nitrogeno, fosfato y materia organica . esto podria deberse a diferentes procesos como
absorcion, alteracion microbiana de compuestos fenolicos y mineralizacion microbiana
(Inderjit y Mallik, 1997). estas condiciones alteradas de los suelos pueden afectar

negativamente el crecimiento de las plantas (Black, 1973).
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Actualmente es necesario profundizar en el conocimiento de la alelopatia. No es

suficiente que los diferentes 6rganos de una planta presenten compuestos con actividad
alelopatica, sino que éstos tienen que pasar al suelo y estar presentes en €l. El estudio de

la permanencia en este medio es de vital importancia.

Aunque los compuestos fendlicos pueden variar cuantitativa y cualitativamente
en los 6rganos de las plantas que los secretan dependiendo de la estacidon, se podria
pensar que estos compuestos se van acumulando en el suelo; y sin embargo se ha
demostrado que la concentracion, de estos, en el suelo varia también a lo largo del ano.
Esta variacion podria ser debido a degradacion quimica, retencidon en el suelo o
absorcion por las semillas y raices (Dao, 1987; Cheng, 1995). Un ejemplo de ello es
Pulchea lanceolata, en esta especie la mayor cantidad de compuestos fenolicos en los
suelos asociados a esta especie, se produce durante el mes de Julio coincidiendo con la

mayor concentracion en sus hojas (Inderjit, 1998).

Estos aleloquimicos pueden influir sobre los componentes bidticos y abidticos
del suelo y estos componentes a su vez son los responsables de su degradacion y
transformacion en el suelo. Dalton y col. (1983), Inderjit y Daskshini (1994) muestran
que los minerales del suelo y otros factores pueden influir cuantitativa y
cualitativamente en la disponibilidad de los compuestos alelopaticos. En estudios
realizados con suelos asociados a Pluchea lanceolata, se han aislado e identificado tres
potentes aleloquimicos: formononetina-7-O-glucbdsido, hesperitina-7-rutinosido y
taxifolina—3-arabinosa. Estos suelos asociados son salinos-alcalinos y el formononetina-
7-0-glucodsido cuando se encuentra en este medio con estas caracteristicas no se degrada
(Inderjit y Dakshini, 1991). Por el contrario, en suelos asociados al trébol (Trifolium
polyphyllum), que también secreta este compuesto alelopatico, solo se observaban
varios acidos fenodlicos que son productos de degradacion de este flavonoide (Dewick,

1988).

Por ello es necesario profundizar en el conocimiento de la biodisponibilidad de
estos compuestos en el medio natural, y para ello es esencial conocer y profundizar, en

aspectos como los siguientes:
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* Como los compuestos que se identifican como alelogquimicos se

incorporan al suelo y permanecen en €l.
* Sisu inalterabilidad depende de las caracteristicas del suelo.
*  Su modo de accidn en este medio.

* Qué factores ambientales pueden afectar la actividad de estos

compuestos.

* Y si los efectos alelopaticos observados se deben a su efecto directo, a
sus productos de degradacion y/o a la alteracion de las condiciones del

suelo.

1.4.2- Funcion Antiherbivoro.

A lo largo de la evolucion, en las plantas se han desarrollado toda suerte de
defensas para tratar de mantener el equilibrio en la interaccion planta-herbivoro. hay
evidencia de que numerosos rasgos de las plantas reduce el crecimiento y supervivencia
de herbivoros. estos rasgos pueden ser considerados como resistencia cuando
representan un rasgo exclusivamente ecoldgico, y como defensa cuando implica una
respuesta evolutiva. una posible clasificacion de resistencia a los herbivoros es dividirla
en mecanismos de tolerancia y evitarlos. el primero se refiere a la capacidad de las
plantas para recuperarse después del ataque del herbivoro; y evitarlos puede dividirse, a
su vez, en tres mecanismos: probabilidad de ser comida, barreras fisicas y calidad de la

planta como alimento (Zamora y col., 1999).

Como primer paso del herbivorismo, la planta debe ser localizada por el
herbivoro. hay algunos rasgos que reducen la probabilidad de la planta a ser descubierta,
por ejemplo, quedando imperceptible dentro de un habitat dado, en términos

morfologicos y de abundancia, ocupando sitios libres de enemigos, imitando otra planta
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bien defendida, careciendo totalmente de atraccidon quimica, no coincidiendo los ciclos

de vida de planta y herbivoro; las plantas producen tejidos comestibles en el periodo

con menos probabilidad de coincidir con la presencia o alimentacion del herbivoro.

Una vez encontrada la planta, los herbivoros deben superar otras barreras. las
plantas tienen innumerables estructuras para repeler al herbivoro. esto incluye escamas,
plas y espinas, que son particularmente efectivos frente a mamiferos (Cooper y Owen-
Smith, 1986; Grubb, 1992) y tricomas, hojas peludas y estructuras similares para
disuadir a los invertebrados (Bernays y Chapman, 1994). en la misma direccion, algunas
plantas tienen glandulas que secretan un adhesivo para atrapar pequefios insectos

(Turner, 1994).

En la mayoria de los habitats las plantas son abundantes, por lo que en principio
la comida no supone un problema para los herbivoros. pero la pared celular de la
mayoria de las plantas estd constituida principalmente de celulosa, hemicelulosa y
lignina, y la mayoria de los animales herbivoros no pueden usar directamente este
recurso. los herbivoros son asi limitados, no por la energia disponible, sino por la
calidad nutricional de los tejidos vegetales (White, 1993). ademas la materia vegetal,
comparada con la animal, presenta un contenido alto en carbono y bajo en otros
elementos esenciales como n, p y s (Sterner y Hessen, 1994), constituyendo una
limitacion importante en la calidad del alimento. otros compuestos que reducen la
calidad de los alimentos vegetales son las toxinas. estos compuestos, esgrimen su
influencia con su mera presencia, actian inmediatamente y a menudo conlleva a la

muerte del herbivoro.

Estos @ltimos compuestos representan otro mecanismo contra los herbivoros
como son las defensas quimicas. estas defensas quimicas es uno de los mecanismos mas
importantes y extendido para evitar el ataque de los herbivoros (Berenbaum, 1995). son
derivados del metabolismo secundario y actian como compuestos toxicos, tales como
alcaloides, cumarinas, glucosinolatos, glucosidos, terpenos, etc. y como compuestos que

repelen y disminuyen la digestabilidad como los taninos.
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La actividad alimenticia comienza con el primer bocado, seguido de tragar y

continua con la digestion. esto sugiere que se denomine como supresores a aquellos
compuestos que impiden la actividad de morder, y disuasorios a aquellos que impiden
que el herbivoro vuelva a comer. como frecuentemente es desconocida qué fase de la
alimentacion es interrumpida, algunos autores usan antialimentacidon y disuasorios de
alimentacidn sinbnimamente para sustancias que cuando contacta con el herbivoro

impide o interrumpe la actividad alimenticia (Arinafril y Suwandi, 2001).

Como compuestos disuasorios de comensales pueden aparecer estructuras tales
como los terpenoides, alcaloides y fenoles. dentro de estos Gltimos se encuentra la
barrera més importante que tienen las angiospermas contra su ingestion por herbivoros.
estas sustancias son los taninos, que aparecen en concentraciones altas en hojas de
plantas lefiosas. los taninos se unen a proteinas, frecuentemente de forma irreversible,
impidiendo que las proteinas sean atacadas por la tripsina y otras enzimas digestivas,

provocando la pérdida de valor nutritivo de las hojas (Feeny, 1970).

En las plantas existe una enorme diversidad bioquimica de compuestos
secundarios, fruto, tal vez, de su imposibilidad de huida frente a las agresiones
(Harborne, 1993; Cheeke, 1995). ahora bien, debido al elevado coste energético que
implica su sintesis, las plantas encauzan su metabolismo hacia un tipo u otro de
compuesto secundario dependiendo de los recursos disponibles (Bryant y col., 1992). en
general, frente a condiciones adversas y limitantes, como las que se dan en ecosistemas
mediterraneos, las plantas tienden a aumentar sus defensas, sobre todo de tipo
cualitativo (alcaloides, glucosidos cianogénicos, etc.), ya que, en estos casos, les resulta
mucho mas dificil regenerar los tejidos danados por los herbivoros (Rhoades, 1979;
Jhonson y col., 1985; Lundberg y Palo, 1993). lo que implica que estos compuestos

actlien como toxicos.

Una caracteristica importante en la estrategia de defensa de las plantas es la
distribucion variable de los compuestos secundarios en los diferentes tejidos vegetales,
asi como su redistribucidon seglin avanza el desarrollo fenoldgico (Price y col., 1979;
Johnson y col., 1985; Makkar y col., 1988, 1991). las yemas en crecimiento de arbustos,

las hojas jovenes, los 6rganos reproductores y de dispersion y, en general, todas las
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partes en crecimiento anual, muestran una mayor concentracion de compuestos

secundarios, o reactividad de éstos, que los tejidos viejos (Rhoades, 1979).

Cientos de miles de fenoles, alcaloides, terpenoides, iridoides, esteroides y otros
compuestos quimicos de plantas han sido el objetivo de considerables estudios
(Rosenthal y Berenbaum, 1991). algunos se han aislado, y de éstos, muchos son
claramente toxicos en general y sirven como defensa para la planta frente a herbivoros.
pero estos compuestos no afectan por igual a todos los herbivoros. un ejemplo de ello,
son los glucosidos cianogénicos, que aunque no presentan una eficacia universal y no
todas las plantas cianogénicas liberan la suficiente cantidad para ser consideradas
toxicas, éstos compuestos forman parte del amplio espectro de compuestos toxicos y

desagradables para los herbivoros (Roslyn e Ian, 2002).

Aunque, como sustancias verdaderamente tOxicas estan caracterizados los
alcaloides como la nicotina, piretrinas y rotenoides (Harborne, 1985; Krischik y col.,
1991), también se ha mostrado que flavonoides, principalmente glucdsidos de
flavonoles que incluyen la rutina, quercitrina, isoquercitrina y quercetina, resultan
toxicos o inhiben el crecimiento de determinados insectos (Shaver y Lukefahr, 1969;
Isman y Duffey, 1982; Abon-Zaid y col., 1993; Simmonds, 2003). siendo una de las
funciones ecolodgicas establecidas para los flavonoides la proteccion de la hoja ante los
herbivoros (Rhoades y Cates, 1976; Elliger y col., 1980; Abou-Zaid y col., 1993;
Harborne y Grayer, 1994; Simmonds, 2001).

Cuando los insectos se posan o caminan sobre las hojas, podrian encontrar
flavonoides agliconas que se acumulan sobre la superficie. una de las funciones de estos
flavonoides agliconas seria proteger a las hojas frente a los herbivoros. por ejemplo, la
resina de las hojas del matorral mimulus aurantiacus cortis constituye un 30% del peso
seco de la hoja (Hare, 2002). esta resina contiene flavonoides que resultan toxicos para
euphdryas chalcedona (lepidoptera, nymphalidae) uno de los principales herbivoros de

este matorral (Lincoln, 1985; Lincoln y Walla, 1986).

Por otro lado, un grupo importante de compuestos flavonoides en las plantas son

los estrogenos vegetales o fitoestrogenos, que se encuentran en forma de glucosidos, y
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cuya capacidad de modificar los procesos reproductivos proviene de su semejanza con

el ntcleo esteroidico de las hormonas femeninas (Liener, 1980). una prolongada

exposicion a pastos estrogénicos puede conducir a infertilidad (Adams, 1995).
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I.5.- Ca*-ATPasa DEL RETICULO SARCOPLASMICO.

El reticulo sarcoplasmico (RS) es el organulo subcelular encargado de controlar
la concentracidon del calcio en el citosol de la célula muscular, y esta directamente
implicado en el control de la relajacidon y contraccion muscular, ya que mantiene bajos
los niveles de calcio durante el reposo y restablece la concentracion de Ca** a niveles
basales tras la excitacion, mediante la transformacidon de energia quimica en osmotica,
por lo que presenta un papel preeminente en la relajacidon muscular (Hasselbach y

Oetliker, 1983).

A principios de los anos sesenta, Hasselbach y Makinose (1961) y Ebashi y
Lipmann (1962), mostraron que el reticulo endoplasmatico de masculo esquelético de
conejo podia acumular calcio. Para ello describieron un protocolo para la preparacion de
vesiculas de reticulo sarcoplamico (RS), identificando a la Ca**-ATPasa como la

protefna responsable del transporte de Ca™.

1.5.1.- Datos estructurales de la Ca**-ATPasa del reticulo sarcoplasmico.

La estructura primaria de la Ca>*-ATPasa de RS ha sido puesta de manifiesto a
partir de la secuenciacion del ADN que codifica a la proteina (MacLennan y col., 1985)
presentando numerosas analogias con otras ATPasa de la clase P (Serrano y col., 1986).
La Ca®*-ATPasa de RS, consta de una Gnica cadena polipeptidica de 1001 aminoécidos.
Basandose en la hidrofobidad de los aminoacidos, se predice la existencia de diez
hélices transmembranales, que podrian atravesar la membrana como 5 horquillas,
quedando tanto el extremo amino terminal, como el carboxilo terminal en la cara

citosodlica de la membrana (Brandl y col., 1986), (Figura 1).
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Figura 1

dominios estructurales

hidrofobicidad de los aminoacidos y en la organizacion en

(Brandl y col. , 1986)
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La obtencion de informacion estructural directa de la proteina se ha visto
dificultada por el hecho de que los cristales obtenidos de la misma son utilizables solo
para microscopia electronica. Del estudio de estos cristales esta claro que la proteina
estd constituida por varios dominios: una cabeza globular citoplasmatica conectada a
una region transmembranal con 10 a-hélices por un corto segmento denominado region

“stalk”.

En estudios recientes se ha obtenido la estructura tridimensional de la Ca*
ATPasa con una resolucidon de 2,6A (Toyoshima y col., 2000), (Figura 2), lo que
practicamente resuelve las dudas en cuanto a la estructura de la proteina. Los autores
han sido capaces de identificar 994 residuos aminoacidicos en los mapas de densidad

electronica obtenidos.

Asi en el dominio citoplasmatico se pueden diferenciar tres dominios bien

diferenciados, a los que se les denomina:

-P 0 dominio de fosforilacion donde se encuentra el residuo de acido aspartico
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que se desfosforila (Asp™’). Este dominio se encuentra formado por dos partes
ampliamente separadas en la secuencias. Estd formado por siete laminas [} paralelas

asociadas a ocho hélices a cortas.

-N o0 dominio de union de nucledtidos que constituye el sitio catalitico. Es el de

mayor tamano (27kDa aproximadamente).

-A o dominio impulsor o de transduccidon, conocido como dominio [3. Esta
involucrado en la transmision de cambios conformacionales importantes. Se conecta a la

region transmembranal por grandes bucles.

Seglin este modelo los dos sitios de unidn al calcio estan proximos a las cuatro
hélices a transmembranales de la region “stalk”. Asi, las alteraciones en dichas hélices
podrian desencadenar modificaciones en los sitios de unidon de calcio y las alteraciones
en los movimientos de iones desde el citosol al espacio luminal. Ese estudio clarifica la
cuestion de como el sitio de union de calcio (en el dominio membranal) y el de

fosforilacion del residuo de acido aspartico (en el dominio citos6lico) interaccionan a
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esas largas distancias (40-50A de separacidn entre ellos) (Aravind y col., 1998). Ese
interrogante se responde por la presencia de estas hélices transmembranales, llamadas
“stalk™, capaces de transmitir los pequenios cambio conformacionales que se producen

tras la autofosforilacion de la enzima (MacLennan y Green, 2000).

» Tt =

Prix
£249 CITOPLASMA

LUMEN

Figura 2: Estructura tridimensional de la Ca’*-ATPasa con una resolucion de 2,6A

(Toyoshima y col., 2000).
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1.5.2.-Mecanismo catalitico de la Ca>*-ATPasa de reticulo sarcoplasmico de

misculo esquelético.

La hidrdlisis de ATP por vesiculas de RS permite el transporte activo de dos
iones Ca** por molécula de ATP hidrolizada (Hasselbach, 1964). El Ca* se acumula en
el interior de las vesiculas hasta alcanzar una concentracion interna de Ca®* libre lo
suficientemente elevada como para inhibir a la enzima (Scarpa y col., 1972), entonces la
ATPasa act@ia a una velocidad estacionaria igual a la velocidad de salida pasiva de los

iones Ca®* a través de la membrana.

Una propiedad caracteristica de esta enzima es que en condiciones fisiologicas
forma un derivado fosforilado covalente por reaccion con el ATP cuando el fosfato
terminal del ATP reacciona con un aspartico de la enzima (Makinose, 1969). Esta clase
de proteina entra dentro de la categoria de ATPasa de tipo P, seglin la clasificacion

sugerida por Pedersen y Carafoli (1987).

En cuanto al mecanismo catalitico de la enzima se han propuesto varios
modelos, de los cuales el propuesto por De Meis y Vianna (1979) describe cuatro
intermediarios. Segiin este modelo, (Figura 3), la unién de dos iones Ca** sobre los
sitios de alta afinidad situados sobre la parte externa de la enzima (lado citoplasmatico)
conlleva a la saturacion de estos sitios y a la activacion de la ATPasa. La union de ATP
y la transferencia del fosfato terminal a la enzima, conduce a la formacidén de un
derivado fosforilado covalente, el ADP es entonces liberado en el citoplasma. En esta
etapa los iones Ca™ son “ocluidos”, es decir inaccesibles desde los dos lados de la
proteina, (Klemens y col., 1986). La translocacion de los iones Ca* hacia los sitios
internos de baja afinidad conduce a la liberacion de estos iones al interior del reticulo.

El derivado fosforilado es entonces hidrolizado y el fosfato liberado en el citoplasma.
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Figura 3: Mecanismo catalitico simplificado de la Ca**-ATPasa de reticulo

sarcoplasmico.

Existe una fuerte interdependencia entre los sitios de union de Ca®* y el sitio
catalitico. En particular, la ocupacion de los sitios de Ca** de alta afinidad (etapa 1)
permite la fosforilacion por el ATP, mientras que la no ocupacidon de estos sitios permite
la fosforilacion por el fosfato inorganico (etapa 4), primera etapa en el funcionamiento
inverso del sistema. Por otra parte, la fosforilacion por el ATP (etapa 2) produce la
oclusion del Ca*. Se habla de dos estados conformacionales principales de la ATPasa
E, y E,. Estos dos estados conformacionales presentan reactividad diferente hacia el
sustrato. La forma E, puede unir ATP pero no origina derivados fosforilado covalentes
(Henao y col., 1991). El cambio conformacional entre E,-P y E,-P podria, en esta
hipodtesis conformacional, traducirse en una menor afinidad de los sitios de transporte

hacia el ion calcio, provocando la salida del mismo (etapa 3).

El esquema anterior es el mas simple para describir el transporte de Ca**. En el
esquema no se pone de manifiesto el papel de los cationes, Mg**, K* y H* los cuales
intervienen en el funcionamiento de la Ca**-ATPasa, como se ha puesto de manifiesto
en numerosas pruebas experimentales, en particular ha sido mostrado que el K™ estimula
la actividad ATPasa y la acumulacion de Ca®* (Shighekawa y Pearl, 1976).

Igualmente la presencia mayoritaria de cationes divalentes como Mg>*, Ca™,
Co™ y Mn™*, modifica completamente el funcionamiento del ciclo, llegando hasta la
inhibicion. Los diferentes complejos formados por ATP (Mg**-ATP, Ca**-ATP, Co™*-
ATP y Mn** -ATP) inducen velocidades de formacion del derivado fosforilado
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covalente y de actividad ATPasa que son muy diferentes (Yamada e Ikemoto, 1980;
Mintz y col., 1990; Cuenda y col., 1990).

1.5.3.-Modulacion de la actividad Ca’*-ATPasa de reticulo sarcoplasmico por
flavonoides.

Solo hay un trabajo publicado sobre el mecanismo molecular de accidon de los
flavonoides sobre la Ca**-ATPasa del reticulo sarcoplasmico. Shoshan y MacLennan
(1981), muestran que quercetina en vesiculas de RS o en la Ca**-ATPasa purificada
inhibe las reacciones hacia adelante y reversa del transporte de Ca®* incluyendo
transporte de Ca** dependiente de ATP, sintesis de ATP acoplado al eflujo de Ca* y el
intercambio ATP-P,. Ademas, quercetina inhibia la velocidad de intercambio ATP-ADP
y la formacion del estado E,-P.

Estos autores en sus ensayos para descubrir el mecanismo por el que este
flavonoide inhibe el transporte de Ca®*, observaron que quercetina inhibfa de una forma
no competitiva la union de nucledtidos. Asi, la union de ATP no es bloqueada
completamente por quercetina puesto que no inhibia la formacion de E,-P, e incluso
aumentaba su concentracion mientras el transporte de Ca* era casi completamente
inhibido al igual que la formacion de E,-P. Este hecho puede ser explicado de dos
formas; que quercetina estabilice la conformacion de la enzima E,-P sin que ésta sea
capaz de aceptar grupos fosforilados del ATP y en consecuencia disminuye el nivel de
los otros estados conformacionales, o que se forme un nuevo estado intermediario E,-P
y este grupo fosforilado no pueda ser liberado.

Estos autores concluyen, por tanto, que el mayor efecto de quercetina es
estabilizar la conformacion del complejo Ca**-Enzima que es capaz de aceptar un grupo
fosforil del ATP, pero éste no puede energizar la liberacion de Ca’* al interior de las
vesiculas ni puede ser donado de nuevo al ADP.
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En estudios previos realizados en el Area de Ecologia de la Uex sobre Cistus

ladanifer se ha demostrado que en esta especie, las hojas y tallos fotosintéticos segregan
un exudado muy abundante, sobre todo, durante la estacion estival. Este exudado
presenta actividad alelopética sobre especies como Cynodon dactilon y Rumex crispus,
cuya germinacion es claramente inhibida, y en especies como Medicago polymorpha y
Lolium rigidum, que retrasa la germinacion e inhibe el tamano de raices y cotiledones
(Chaves y Escudero, 1997). También se ha demostrado que este exudado es rico en
acidos fenolicos, compuestos derivados del metabolismo secundario, siendo los
compuestos mayoritarios los siguientes flavonoides: apigenina, 3-O-metilkampferol, 4°-
O-metilapigenina, 7-O-metilapigenina, 3,4°-di-O-metilkampferol y 3,7-di-O -
metilkampferol. Es de destacar que estos flavonoides presentan una variacion cualitativa
y cuantitativa en hojas y tallos a lo largo del ano (Chaves, 1994; Chaves y col., 1993;
1997).

El objetivo principal de este estudio es contribuir al conocimiento de las
funciones que pueden desempehar los compuestos derivados del metabolismo
secundario y en concreto estudiar las posibles funciones ecologicas de estos compuestos
en Cistus ladanifer. De las multiples funciones atribuidas a estos compuestos nos hemos
centrado en la contribucion de los mismos en la interaccion planta-planta y planta-
animal, o lo que es lo mismo profundizar en la actividad alelopéatica de C. ladanifer y
conocer si los flavonoides que constituyen el exudado de esta especie presentan

actividad frente a los herbivoros.

Para ello, se han planteado los siguientes objetivos particulares:

1.- Estudio del potencial alelopatico de Cistus ladanifer:

1.1.- Determinar qué flavonoides de los pertenecientes al exudado de C. ladanifer

presentan actividad alelopatica.

1.2.- Identificacion de otros compuestos que constituyen el exudado de C. ladanifer.

1.2.1.- Determinacion de la actividad alelopatica de cada uno ellos.
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1.2.2.- Cuantificacion de la actividad alelopatica derivada de la interaccidon de

estos compuestos.
1.3.- Determinar la actividad alelopatica de los suelos asociados a C. ladanifer.

1.3.1.- Cuantificar la actividad alelopatica en este medio.

1.3.2.- Comprobar si los alelogquimicos identificados en el exudado pasan al

suelo.

2.- Estudiar la funcion antiherbivoro de flavonoides contenidos en el exudado de Cistus
ladanifer mediante la posible modulacion de la actividad Ca**-ATPasa del RS de
miusculo esquelético de conejo por su interaccion con los flavonoides contenidos en el
exudado de C. ladanifer y su efecto sobre la capacidad maxima de acumulacion del ion

Ca™ por el RS.
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II1.1.- SEPARACION CROMATOGRAFICA.

Previamente a la separacion cromatografica, se extrajo el exudado de las

muestras recogidas como se indica a continuacion.

II1.1.1- Recogida de muestras.

Se recogieron muestras de jaras situadas cercanas a Badajoz, en la finca “El
Hatillo” en Cheles. Se recolectaron hojas jovenes por su mayor contenido de exudado,
en primavera y verano. Estas dos estaciones fueron elegidas por la relacion cualitativa
estacional que presenta la secrecidon de flavonoides. Durante primavera aumenta la
sintesis de apigeninas y durante el verano se potencia la de kampferoles (Chaves y col.,

1993).

II1.1.2.- Extraccion del exudado.

Las hojas recogidas fueron introducidas varias veces en cloroformo (lg
hojas/2ml cloroformo) para asegurar la completa extraccion de estos compuestos. El

cloroformo se evapora y el extracto resultante se resuspende en metanol.

Se congela a —20°C durante 12h para que precipiten las ceras que se retiraran

mediante centrifugacion (4500 x g durante 5 minutos).
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I11.1.3.- Separacion cromatografica.

Una vez eliminadas las ceras, se evapora el metanol. El extracto resultante se
hace pasar por una columna de 25cm y 1,5cm de diametro con 12,5g de Sephadex LH-
20 hidratado con metanol durante 24 horas. Utilizando metanol como eluyente, se
recoge el eludido en diferentes fracciones. Con este procedimiento se consigue separar
los flavonoides del resto de compuestos que componen el extracto (Markham, 1982;

Vogth y Guilz, 1991).

La composicion de cada una de las fracciones recogidas se analiza por HPLC.
Con esta técnica se consigue un alto nivel de resolucion y sensibilidad para analizar los
flavonoides de una mezcla, aunque es el aspecto cuantitativo del analisis lo que
establece la mayor diferencia con otros métodos cromatograficos (Markham, 1982;

Hostettmann y col., 1984; Vogt y Giilz, 1991).

Para cromatografiar compuestos como flavonas, flavonoles, dihidroflavonoides,
catequinas, antocianidinas, glicosidos de flavonoides, etc., los tipos de columnas mas
utilizadas son los de fases reversas C-8 y C-18, con solventes tales como agua/metanol,

agua/metanol/acido acético, agua/acetonitrilo, en varias proporciones.

Se utilizd una columna analitica de fase reversa C-18 Spherisorb 4,6x150mm y
una fase movil de agua/metanol/tetrahidrofurano (56:16:28) a una velocidad de flujo de
0,75ml/min. Con estas condiciones se obtiene un cromatograma con una resolucion
optima para la identificacion de los ocho flavonoides presentes en el exudado de C.

ladanifer (Chaves, 1994; Chaves y col., 1993, 1997).

Se inyectaron 20ul de solucion del extracto disuelto en metanol de cada una de
las fracciones separadas por columna de Sephadex. El extracto se separ0 en tres

fracciones diferentes:
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- Fraccidon 1 corresponde a un grupo de compuestos que no absorben en el

rango ultravioleta-visible, no son detectados por HPLC. Segin Vogth y

Gilz, (1991) puede corresponder a terpenos e hidrocarburos.

- Fraccidon 2 a un grupo de compuestos con longitud de onda comprendidas

entre 230-290mm.

- Fraccion 3 corresponde a los flavonoides.
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I11.2.- EXTRACCION, PURIFICACION Y CUANTIFICACION DE
FLAVONOIDES CONTENIDOS EN EL LADANO DE LAS HOJAS

DE Cistus ladanifer.

Los flavonoides estudiados presentan las siguientes formulas quimicas:

50"

OH O

Apigenina

3-O-Metilkampferol

_OCH,

OH 0 @
L) ©

OH O

4°-0O-Metilapigenina

3,4°-Di-O-metilkampferol

QL

OH O

7-0O-Metilapigenina
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I11.2.1.- Extraccion y purificacion.

Debido a que los flavonoides identificados en el exudado de C. ladanifer, no
estan disponibles comercialmente, para comprobar o estudiar la actividad de éstos, fue

necesario extraerlos y purificarlos directamente del exudado de las hojas.

Una vez detectada por HPLC la fraccion en la que han eluido los flavonoides, se
toma la 3" de ellas, se evapora el metanol y el precipitado se resuspende en
tetrahidrofurano. La extraccion de cada uno de los flavonoides agliconas que componen
el exudado se realizo por HPLC, utilizando una columna semipreparativa C-18
(10x250mm) y un solvente de agua/metanol/tetrahidrofurano en una proporcion de
40:30:30 a una velocidad de flujo de 1,75ml/min. Se recogen manualmente diferentes

fracciones, constituidas cada una de ellas por un flavonoide.

Esta técnica se repite hasta obtener la cantidad necesaria de cada uno de los

flavonoides para realizar los ensayos.

I11.2.2-. Cuantificacion.

Para cuantificar los flavonoides se analizaron muestras de hojas jovenes (hojas
nacidas en el ano estudiado), hojas viejas (hojas que llevan mas de un aho en la planta)
y tallos jovenes fotosintéticos (zona mas apical del tallo que ha crecido en el aho de

estudio) de un didmetro comprendido entre 1,15 y 2,25mm.

Con el fin de estudiar las diferencias en la sintesis de estos compuestos entre
jarales sometidos a diferentes T* y estrés hidrico, se seleccionaron 8 jarales desde el
suroeste al noreste de la provincia de Badajoz (Figura 4). Estos puntos de muestreo
presentaban condiciones climaticas diferentes (temperatura y precipitacion). Las
precipitaciones y temperaturas de cuatro de estas localidades (Cornalvo, Quintana de la

Serena, Valle de la Serena y Hornachos) son de 450-550 1/m’ de precipitacion media
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anual y 16,8°C de temperatura media anual, a este conjunto de localidades se le ha
denominado Grupo I. Las otras localidades (Valle de Santa Ana, Jerez de los
Caballeros, Higuera la Real y Cabeza la Vaca) poseen 15°C de temperatura media
anual, 650-750 1/m’* de precipitacion media anual y se le ha denominado Grupo II. Estos
datos son los valores medios obtenidos de analizar series de 30 anos (Cabezas y
Escudero, 1989). Concretamente, la Tabla 2 muestra los valores de precipitacion y

temperatura de cada uno de los grupos en el ano de estudio.

Se peso 1g de hojas jovenes, de hojas viejas y de tallos. El exudado se extrajo
con cloroformo, se evapord y el precipitado se resuspendié en 4ml de metanol. Se
mantuvo durante 12h a 0°C para precipitar las ceras. Las muestras se analizaron
mediante HPLC con las condiciones descritas en el apartado III.1.3 de Materiales y

Métodos.

Los resultados obtenidos se expresaron referidos al peso seco de hoja o tallo y al

peso seco de exudado total.
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Tabla 2: Precipitacion total y temperaturas medias maximas y minimas registradas en cada uno de los
grupos, en el ano en que fueron recogidas las muestras.

Grupo 1 Grupo 11

P. Total(mm) T max.(°C) T*min.(°C)  P. Total(mm) T* max.(°C) T*min.(°C)
Septiembre (2001) 61,1 30,2 17,3 76,8 27,8 13,8
Octubre 124,8 22,8 14,1 124,8 21,9 12,1
Noviembre 57,2 15,3 6,4 47,3 13,8 5,6
Diciembre 31,0 12,6 4.5 67,0 12,8 3,5
Enero (2002) 44.4 13,8 5,7 67,8 14,7 5,7
Febrero 6,4 17,1 5,8 11,8 16,0 5,5
Marzo 70,1 18,8 8,0 150,8 17,4 7,6
Abril 58,3 21,1 9,3 99,5 19,5 8,4
Mayo 27,6 24,9 11,1 30,3 22,4 9,7
Junio 5,7 32,4 16,4 6,0 30,3 14,5
Julio 0,0 35,3 18,6 0,0 32,6 16,8
Agosto 3,3 35,3 19,4 1,8 31,4 15,7

P. Total: precipitacion total
T* méx.: temperatura media maxima
T min.: temperatura media minima
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I11.3.- IDENTIFICACION DE COMPUESTOS PRESENTES EN LA
FRACCION 2 DEL EXUDADO DE LAS HOJAS DE Cistus ladanifer.

Los compuestos pertenecientes a la segunda fraccidn se recogieron y se
analizaron por Cromatografia de Gases en combinacidn con una Espectrometria de
Masas en el Instituto de la Grasa de Sevilla. Esta combinacion es muy eficaz para la
identificacion de los componentes de una mezcla. La Gnica condicion limitante, viene
dada por la necesidad de que los compuestos sean lo suficientemente volatiles como
para ser eludidos a través de la columna cromatografica, bien en su forma original o
mediante previa derivatizacion para conferirles la volatilidad necesaria (Schels y col.,

1977, 1978).

Con esta técnica se llegaron a identificar once compuestos: acido oxalico, acido
metilmalonico, acido butirico, metilpropionato, acido 3-hidroxibutirico, &acido
hidroxicinamico, acido p-anisico, 4cido cindmico, azuleno, acido 4-hidroxibenzoico y

acido feralico.
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I11.4.- ENSAYO DE GERMINACION.

Para comprobar si los compuestos que constituyen el exudado de C. ladanifer,
tanto flavonoides como otros compuestos identificados, poseen actividad alelopatica, se

realizd el siguiente ensayo de germinacion sobre semillas de R. crispus.

111.4.1.- Seleccion de semillas.

La especie seleccionada para realizar los ensayos de germinacion fue Rumex
crispus. Esta especie se estimd la mas apropiada para este estudio por las siguientes

razones (Chaves, 1994; Chaves y Escudero, 1997):
* No esta presente en jarales.
* En laboratorio alcanzan un porcentaje de germinacion superior al 50%.

* Se trata de una especie muy sensible a los tratamientos con el exudado de C.

ladanifer tanto a nivel de germinacion como en el desarrollo de sus plantulas.

I11.4.2.- Indices medidos para cuantificar el efecto alelopatico.

Generalmente hay dos tipos de procedimientos para calcular la actividad

bioldgica de los compuestos alelopaticos:

- Midiendo la actividad biolodgica especifica (inhibicion de fotosintesis).
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- Midiendo algunos aspectos del crecimiento (germinacion(%),

cotiledones(%), tamano de raiz, tamano de cotiledones, velocidad de

germinacion, velocidad de emergencia de cotiledones).

La medida mas cominmente usada son los porcentajes de germinacion y los que

miden el desarrollo de las plantulas.

El parametro mas sensible es la longitud de la raiz, aunque no sea tan facil de
medir como la germinacion. También la velocidad de germinacidon puede ser un
indicador muy sensible de los efectos alelopaticos (Wardle y col., 1991), debido a que
los alelogquimicos, no pueden afectar al porcentaje final de germinacion, pero si pueden

producir un retraso en la misma.
Por ello, se realizaron las siguientes actividades:
- Contar diariamente las semillas germinadas.
- Contar diariamente los cotiledones emergidos.

- Medir (al final de la experiencia) la longitud de raices y cotiledones (de 10

plantulas).

- Calcular la velocidad de germinacion y nacimiento de cotiledones mediante

un indice que se ha denominado “indice de vigor”.

I11.4.3.- Ensayo de la actividad alelopatica de los flavonoides.

Tras la purificacion de los flavonoides se prepararon diferentes soluciones en
agua Milli-Q de cada uno de los compuestos. También se realizaron ensayos con la
mezcla a concentraciones equimolares de los kampferoles mayoritarios en el exudado
(K-3 y K-3,7) para comprobar si la interaccion de estos compuestos pueden actuar de

forma aditiva o inhibiendo la accidén de cada uno de ellos.
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Se ensayaron diferentes concentraciones que partieron de ImM, concentracion

maxima recomendada en los bioensayos alelopaticos (Rice, 1984; Macias y col., 1993)

y se fueron preparando diversas diluciones hasta 0,0 1mM.

Apigenina (Ap): 1;0,5;0,1; 0,05 y 0,0lmM.

- 3-O-Metilkampferol (K-3): 1;0,5;0,1; 0,05 y 0,01lmM.

- 47-O-Metilapigenina (Ap-4): 1; 0,5; 0,1 y 0,05mM.

- 7-O-Metilapigenina (Ap-7): 1;0,5; 0,1 y 0,05mM.

- 3,4°-Di-O-metilkampferol (K-3,47):1; 0,5 y 0,0lmM.

- 3,7-Di-O-metilkampferol (K-3,7): 1; 0,5; 0,1; 0,05 y 0,01M.
- Mezclade K-3y K-3,7": 1y 0,5mM.

Se tomaron 50 semillas de Rumex crispus (cuatro réplicas con un total de 200
semillas) las cuales fueron colocadas en placas Petri de 9cm de diametro sobre papel
Whatman n°118. En cada placa se ahadido 5ml de cada solucidon. Las placas controles

fueron regadas con agua Milli-Q.

Estas placas se colocaron en una camara de cultivo con luz y temperatura
controlada (fase de luz: 16 horas y fase de oscuridad: 8h, a una temperatura constante de
25°C). Cada dos dias se suministrd6 1ml de la concentracion del flavonoide/s
correspondiente o bien el agua Milli-Q para el control. Las semillas germinadas y
cotiledones nacidos se contaban todos los dias (considerando que la germinacion se
habia producido cuando se daba la ruptura de abrigo de la semilla y por consiguiente
salida de la radicula). El experimento se mantuvo durante 10 dias. Al final de la
experiencia se midieron el tamafo de los cotiledones y de las raices, utilizandose para

ello 10 plantulas elegidas al azar de cada placa (Jaderlund y col., 1996).
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II1.4.4.- Ensayo de la actividad alelopatica de los compuestos identificados en la

Fraccion-2.

Una vez identificados, se obtuvieron comercialmente en Aldrich-Chemical y se
hicieron diferentes soluciones con agua Milli-Q de cada uno de los compuestos por
separado y con diferentes mezclas de ellos. Se ensayaron diferentes concentraciones:
desde 1mM, concentracidon maxima recomendada en los bioensayos alelopaticos (Rice,
1984; Macias y col., 1993), hasta la concentracidn en la que no aparece efecto negativo

en ninguno de los parametros medidos.

Acido Oxalico (acido orgéanico): 1 y 0,5mM.

- Acido Metilmal6nico (4cido orgénico): 1 y 0,5mM.

- Acido Butirico (4cido graso): 1; 0,5; 0,1; 0,01; 0,001 y 0,000 1 mM.

- Metilpropionato (&cido graso): 1; 0,5; 0,1; 0,01; 0,001 y 0,000 1 mM.

- Acido 3-Hidroxibutirico (acido graso): 1 y 0,5mM.

- Acido Hidroxicindmico (acido fendlico): 1; 0,5 y 0,01mM.

- Acido p-Anisico (acido fendlico): 1 y 0,5mM.

- Acido Cinamico (acido fendlico): 1; 0,5; 0,1 y 0,01lmM.

- Azuleno (hidrocarburo): 1 y 0,1mM.

- Acido 4-Hidroxibenzoico (acido fenolico): 1; 0,5 y 0,1mM.

Acido Fertlico (acido fendlico): 1 y 0,5mM.

En la naturaleza estos compuestos no se encuentran aislados, sino constituyendo
mezclas que pasan al suelo en diferentes proporciones. Por lo tanto, para conocer los

posibles efectos sinérgicos de dichas moléculas cuando actian conjuntamente, también
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se cuantifico el efecto derivado de la interaccion de dichos compuestos. Para hacer las
mezclas se tuvo en cuenta la accidn que ejercian por separado cada uno de ellos,
mezclando los que afectaban negativamente a la germinacion, al nacimiento de los
cotiledones, al tamano de la raiz y al tamafo de cotiledones, asi como la mezcla de
todos los compuestos a la vez. En ninguna de estas mezclas se anadid acido butirico ni
metilropionato ya que el efecto de estos compuestos es tan potente a las concentraciones

ensayadas en las mezclas, que camuflaria el efecto de los demas.
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 (4cido 4-

hidroxibenzoico, 4cido p-anisico y azuleno)

- Mezcla 2: Compuestos de la Mezcla 1 més 4cido hidroxicindmico, uno de los

compuestos que inhiben la germinacion y nacimiento de cotiledones.

- Mezcla 3: Compuestos de la Mezcla 1 mas acido cinamico, otro compuesto

fenolico que inhibe la germinacion y nacimiento de cotiledones.

- Mezcla 4: Compuestos de la Mezcla 1 mas acido hidroxicinamico y acido

cinamico.

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

acido 3-hidroxibutirico).
- Mezcla 6: Compuestos de la Mezcla 5 mas acido hidroxicinamico .
- Mezcla 7: Compuestos de la Mezcla 5 mas acido cindmico.
- Mezcla 8: Compuestos de la Mezcla 5 mas acido hidroxicinamico y acido

cinamico.
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- Mezcla 9: Mezcla de compuestos que inhiben el nacimiento de cotiledones y

débilmente la germinacion cuando se ensaya con cada uno de ellos por

separado (acido hidroxicindmico y 4cido cinamico).

- Mezcla 10: Mezcla de todos los compuestos (acido fertlico, acido
hidroxicinamico, acido cinamico, acido 4-hidroxibenzoico, acido oxalico,

acido metilmaldnico, acido p-anisico y 4cido 3-hidroxibutirico).

Al igual que para el ensayo con flavonoides, se tomaron 50 semillas de Rumex
crispus (cuatro réplicas con un total de 200 semillas) que fueron colocadas en placas
Petri con papel Whatman n°118. Al inicio de la experiencia se ahadi6 Sml de solucion o

agua Milli-Q (control).

Ademas, el experimento se repitid en las mismas condiciones, pero sembrando
25 semillas de Rumex crispus en placas Petri (4 réplicas con un total de 100 semillas)
que contenian 25¢g de suelo del habitat de Cistus ladanifer, pero sin la presencia de esta
especie, y se regaron con cada uno de los compuestos a distintas concentraciones (1,
0,5, 0,001 y 0,0001lmM) y con las distintas mezclas realizadas a concentraciones de 0,5

y 0,1mM.

Estas placas se colocaron en una camara de cultivo con luz y temperatura
controlada (fase de luz: 16h y fase de oscuridad: 8h, a una temperatura constante de
25°C). El primer dia se suministrd6 Sml de la solucidon correspondiente para el control en
los ensayos sobre papel y 15ml en los ensayos sobre suelo, y agua Milli-Q, para los
controles. Cada dos dias se regd con 1ml para los ensayos sobre papel y 4ml para los
ensayos sobre suelo de las soluciones correspondientes o agua Milli-Q. Las semillas
germinadas y cotiledones nacidos se contaban todos los dias. El experimento se
mantuvo durante 10 dias para papel y durante 22 dias para suelo, al final de la
experiencia se midieron, los tamanos de los cotiledones y de las raices de 10 plantulas

elegidas al azar de cada placa (Jaderlund y col., 1996).
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II1.5.- ESTUDIO DEL POTENCIAL ALELOPATICO DE SUELOS
ASOCIADOS A Cistus ladanifer.

IIL.5.1- Seleccion de puntos de muestreo.

El jaral elegido estd situado en la finca “El Hatillo” en Cheles. A unos 50
kildbmetros de la Universidad de Extremadura (Badajoz). Esto facilita las recogidas
frecuentes de muestras. Por otro parte, se trata de una finca privada con vigilancia lo

que asegura que los utensilios instalados no fueran modificados.

IIL.5.2- Recogida de muestras.

Se seleccionaron al azar tres puntos de un jaral y dos puntos adyacentes al jaral

pero que carecen de C. ladanifer cuya funcion es actuar de controles.

A principio de cada mes y durante un aho se recogieron tres muestras de suelo
de cada uno de los puntos seleccionados (en total, nueve de jarales y seis de controles).
Las muestras correspondian a la parte superficial del suelo (10cm), con el fin de estudiar
el posible efecto en la germinacion de herbaceas derivado de compuestos que se

encuentran en el suelo, provenientes de C. ladanifer.

Posteriormente los suelos son transportados al laboratorio y se dejan secar a
temperatura ambiente. Se criban con un tamiz de 2mm y se mantienen en oscuridad para

evitar que sean afectados por la actividad microbiana hasta su posterior analisis.
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I11.5.3.- Analisis quimico de las muestras.

En cada una de las muestras se analizaron los siguientes elementos:

* Porcentaje de arena, limo y arcilla: El analisis granulométrico para determinar el
porcentaje de arena, limo y arcilla se realizo por el método de Boyouco. El
procedimiento realizado ha consistido en lo siguiente: Se pesan 50g de cada muestra
de suelo y se anade 100ml de dispersante (50g de Calgdn en un litro de agua
destilada), se deja reposar durante 15-20 horas, se pasan a probetas de 1 litro.
Después de agitar, se utiliza un hidrometro para determinar su densidad. Las

mediciones se realizaron a los 4 minutos y a las 2 horas.

* pH: Se midid en una suspension de KCI 1N (Reed y Cummings, 1945). Se tomaron
10g de suelo y se agitaron con 25ml de KCI1 IN. La solucidn resultante se midio con

un pHmétro.

* Porcentaje de materia organica: Se aplico el método de oxidacidn por via himeda
con dicromato potasico y acido sulfarico (Walkley y Black, 1934). Para ello, se
toman 0,5g, al cual se ahade 10ml de dicromato potasico 1N y 20ml de acido
sulfarico, y se deja en reposo durante 30 minutos. Posteriormente se ahade 200ml de
agua destilada, 10ml de acido ortofosforico y 1ml de difenilamina. Esta solucion se

valora con Sal de Mhor (0,5N)

* Jones Sodio y Potasio: 5g de suelo se extraen con 50ml de acetato amodnico 1N
mediante agitacion. La solucion resultante se mide por Emision de Llama (Welcher,

1966).

* Iones Calcio y Magnesio: 5g de suelo, se extraen con 50ml de acetato amonico 1N
mediante agitacion. La solucion resultante se mide por Absorcidon Atdmica

(Welcher, 1966).
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* lones Hierro y Zinc: 10g de suelo se extraen con 50ml de EDTA amonico 0,05M a

20°C mediante agitacion. La solucidn resultante se mide por Absorcion Atomica

(Welcher, 1966).

e Fosforo: Se determind estimando los ortofosfatos mediante el desarrollo del azul de
molibdeno (Allen, 1989). Mediante agitacidon, 2g de suelo se extraen con acido
acético. Se mide la absorbancia de la solucidon resultante mediante un

espectofotdmetro a una longitud de onda de 700nm.

* Nitrogeno (nitrogeno organico total): Este elemento se determin6 segin el método
Kjeldahl. Se realizo la digestion de 5g de suelo junto con 10ml de acido sulftrico y
2,5g de catalizador (15g Selenio, 18,45g de Sulfato de cobre y 216,25g de Sulfato
potasico) durante 2 horas a altas temperaturas en una campana extractora. Después
se anade 100ml de agua, se filtra, se anade 20ml de hidroxido sodico y se valora con
acido sulftrico SmN con el indicador Shiro-Tashiro (Soil Conservation Service,

1972).

I11.5.4.- Extraccion de fenoles totales de suelos asociados a C. ladanifer:

Se han descrito diferentes métodos de extraccion de los compuestos fitotdxicos

en el suelo.

Bajo condiciones controladas, Dalton y col. (1987); Dalton, (1989) comparan
algunos de los procesos de extraccion de suelo usados para recoger aleloquimicos de
sistemas naturales y cultivados. Anadid acido fertilico (1000mg/Kg) en diferentes
suelos. La eficacia de los diferentes extrayentes en recoger el acido fertilico anadido fue
comparada manteniendo la solucidon extrayente con el suelo durante 1, 3, 6, 12, 24 y 48
horas antes de la extraccion y analisis por HPLC. Segiin el tipo de suelo, la eficiencia de
los diferentes extrayentes fue generalmente en este orden: agua=metanol<acetato

s0dico<EDTA=DTPA<hidroxido sddico. Dalton (1999) concluye que las moléculas de
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acido fendlicos que se extraen con fuertes quelatos e hidroxido sodico podrian

probablemente no ser soltadas en condiciones naturales.

Gallet (1994), para extraer estos compuestos fendlicos, agita 30g de muestras de
suelo con 250ml de agua destilada durante 20h bajo N, y a temperatura ambiente.
Inderjit y Dakshini (1993) también realiza la extraccion mediante agua destilada (5:1,
volumen:peso). Estos autores consideran que los resultados obtenidos con este método,
mediante extraccidn con agua, son significativos por razones ecologicas. En ecosistemas
naturales, los fenoles extraidos con agua son importantes donde las precipitaciones son
frecuentes pues estos compuestos son liberados al medio por el agua (Del Moral y
Muller, 1970). Esto sugiere que el agua puede extraer fenoles del suelo, si bien estos
compuestos estan débilmente absorbidos a la superficie de las particulas del mismo

(Dalton, 1989).

Por esta razon y puesto que segiin Dalton (1989), el metanol presenta el mismo
poder de extraccion que el agua, en este estudio se utilizd metanol para facilitar la

evaporacion que hay que realizar con posterioridad a la extraccion.

Se procedio del siguiente modo: 25g de suelo se extraen con 40ml de metanol,
agitandose durante dos horas. El extracto resultante se filtra y se evapora hasta un

volumen final de 1ml.

Para determinar los fenoles totales se procedido mediante el método de Folin-
Ciocalteu (Singleton y Rossi, 1965). Este método resulta, sobre la media, un 30% mas
de color que otros antiguos métodos (Singleton y Rossi, 1965). Esto fue confirmado por
Julkunen-Tiitto, 1985 y Price y col., 1989. En algunos fenoles como acido salicilico el
rendimiento del color es méas que doblado que con el método de Folin-Denis. Ademas
este método tiene la ventaja de ser un procedimiento de los que mas baja interferencia

presenta con compuestos no fenolicos.

El procedimiento consistid en lo siguiente: En un matraz se mezcla 1ml del
extracto junto con 60ml de agua destilada, se anade Sml de solucidon de Folin-Ciocalteu
(10h en reflujo de una solucion de 700ml de agua destilada, 10ml de acido clorhidrico,

50ml de acido orto fosforico 85%, 100g de tungstato, y 25g de acido fosfomolibdico,
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posteriormente se anade 150g de sulfato de litio 1-hidrato, bromo y agua destilada hasta

11) después de un minuto y antes de ocho se anaden 15ml de carbonato amonico
hidratado (20g por 100ml) y agua destilada hasta 100ml. Se deja actuar durante 2h y se

mide la absorbancia a 760nm en un espectofotometro.

La concentracidn se calcula refiriendo los resultados a una recta patron que ha
sido construida con 4cido cinamico. Este método es usado para estudiar la variacidon en
la concentracidn entre muestras y a lo largo del afo de fenoles totales mas que para

determinar la concentracion absoluta (Box, 1983).

I11.5.5.- Extraccion e identificacion de compuestos presentes en el suelo.

Inicialmente, durante dos horas, 25g de suelo se extraen con 40ml de metanol. El
extracto resultante se filtra y se evapora hasta un volumen final de 1ml. Este extracto
resultante se analiza por HPLC mediante una columna analitica y con un solvente de
agua/metanol/tetrahidrofurano en una proporcion de 56:16:28 y con una velocidad de

0,75ml/min.

Mediante comparacion del espectro y tiempo de retencion de cada uno de los
picos, con patrones identificados en el exudado de C. ladanifer se identificaron algunos

de los compuestos presentes en el suelo.

I11.5.6.- Ensayo de germinacion en suelos.

Estas experiencias se plantearon para estudiar el efecto alelopatico de los suelos
asociados a C. ladanifer en el crecimiento y desarrollo de herbaceas. Para ello se

recogieron todos los meses 30g de suelo (de jarales y proximos al jaral pero fuera de la
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influencia de C. ladanifer para el control) y se colocaron en placas Petri (15cm de

diametro). Cada experimento se realizd por duplicado.

La especie seleccionada para el ensayo de germinacion fue R. crispus. 50
semillas de R. crispus se sembraron en cada uno de los suelos y regados diariamente con
agua Milli-Q. Se mantuvieron, durante 20 dias en una camara de cultivo con una
temperatura constante de 25°C y un fotoperiodo de 16 horas de fase de luz y 8 horas de

fase de oscuridad.

Todos los dias se contd el nimero de semillas germinadas y el nimero de

cotiledones emergidos.
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I11.6.- TEST DE GERMINACION.

Los resultados de germinacidn, de nacimiento de cotiledones, inhibicidon en el
tamafio de la raiz, inhibicion en el tamanho de cotiledones, indice de vigor de
germinacion (IVG), indice de vigor de cotiledones (IVC), se contabilizaron

porcentualmente referidos al control.
El célculo de estos indices se hizo mediante las siguientes formulas:
%Germinacion=(n’ germinadas tratada/n® germinadas control)x100
90Cotiledones=(n° cotiledones tratada/n° cotiledones control)x 100

%Inhibicion en el tamafo de la raiz=(tamaho raiz tratada/tamafo raiz

control)x100

9Inhibicion en el tamano de cotiledon=(tamano cotiledon tratado/tamano raiz

control)x 100

IV=(n,/14n,/2+...4+n,/n). Siendo n,=% de semillas germinadas el primer dia,
n,=% de semillas germinadas el segundo dia, n,=% de semillas germinadas el Gltimo dia

del experimento y n=n° de dias que dura el experimento (Ahmed y Warled, 1994)
IVG respecto al control=(IVG tratada/IVG control)x100
IVC respecto al control=(IVC tratada/IVC control)x100

IV serda 100% si todas las semillas germinan el primer dia y serd 0% si no

germina ninguna al final del experimento.

Para establecer si los valores eran significativamente diferentes al comparar cada
uno de los tratamientos con el control se utilizo el test no paramétrico de Mann-Whitney

U. Se consideran diferencias significativas con p<0,05.
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II1.7.- ESTUDIO DE LA FUNCION ANTIHERBIVORO DE
FLAVONOIDES CONTENIDO EN EL EXUDADO DE C. ladanifer.

II1.7.1.- Modulacion de la actividad Ca**-ATPasa por flavonoides contenidos en el

exudado de Cistus ladanifer.

111.7.1.1.- Preparacion de vesiculas de reticulo sarcopldsmico.

La preparacion de vesiculas de reticulo sacoplasmico (RS) a partir de masculo
esquelético de conejo se llevd a cabo seglin el procedimiento descrito por MacLennan
(1970) con las modificaciones introducidas en Cuenda y col. (1990) respecto a la
composicion de tampones, incluyendo PMSF para prevenir la proteolisis durante la
preparacion y 3-MeOH para proteger la oxidacion de los grupos tidlicos de las cisteinas.
En primer lugar se sacrifica un conejo albino (New Zealand). La muerte se produce por
dislocacion cervical y desangramiento rapido, evitando asi acumulacion de sangre en el
musculo. Después se elimina la piel y se toma el musculo esquelético de las patas
posteriores, colocandolo rapidamente en hielo. Todo el proceso de preparacion

subsiguiente se realiza entre 0 y 4°C, para evitar proteolisis durante la preparacion.

Se pesa el musculo obtenido. Se ahade tampon, de composicion KCl1 0,12M,
PMSF 0,1mM, -MeOH 2mM, Imidazol/HC] 5SmM, pH 7,45 a 4°C, en relacion 3 ml de
tampon por gramo de misculo. Al mismo tiempo que se adiciona el tampon se tritura el

miusculo, manteniéndolo en hielo, hasta que el preparado es homogéneo.

El homogeneizado se centrifuga a 1600 x g durante 15 minutos a 4°C. Se toma el
sobrenadante que se filtra a través de gasas estériles humedecidas con agua destilada,
ajustando el pH a 7,45 con adicion de KOH. Se centrifuga de nuevo a 10000 x g durante

20 minutos a 4°C. Se vuelve a filtrar el sobrenadante y ajustar su pH a 7,45.
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El objetivo de estas centrifugaciones a baja velocidad es la eliminacidon de

grasas, células y restos de tejidos no homogeneizados en el proceso de trituracion. Se
somete el sobrenadante a una centrifugacion a 44000 x g a 4°C durante 50 minutos y se
desecha el sobrenadante obtenido, eliminando asi metabolitos y proteinas solubles.
Pueden aparecer en el fondo del tubo contaminantes mitocondriales de color marrdon que
se pueden desechar en la resuspension del precipitado en un tampon de alta fuerza
ionica que contiene KC1 1M, PMSF 0,1mM, 3-MeOH 2mM, Tes/Tris 0,01M, pH 7,45 a
4°C. Se homogeneiza con un homogeneizador mecéanico y se ajusta el pH a 7,45,
dejando incubar durante 2 horas a 4°C. Se usa la mayor cantidad de volumen posible. La
dilucion conduce a eliminacion de fosforilasa de glucogeno adsorbida a la membrana de
RS (Cuenda y col., 1994). Ademas la alta fuerza i6nica elimina proteinas, como la
actomiosina, también adsorbidas a la membrana. Por Gltimo, se centrifuga a 78000 x g
durante 30 minutos a 4°C. Tomandose el precipitado que contiene las membranas de RS
purificadas. A continuacidn se resuspende y se homogeneiza en un tampdn que contiene
sacarosa 0,25M, KC1 0,1M, Tes/Tris 0,05M, pH 7,45 a 4°C. Se reparte en alicuotas y se
congela a —80°C. La concentracion de proteinas oscilo entre 30 y 50mg/ml. Las

membranas de RS son funcionalmente activas durante varios meses.

I11.7.1.2.- Medida de Actividad Ca**-ATPasa.

La actividad ATPasa puede determinarse acoplando la hidrolisis de ATP a las
reacciones catalizadas por la piruvato quinasa (PK) y lactato deshidrogenasa (LDH). De
esta forma el ATP hidrolizado es regenerado por la piruvato kinasa, que utiliza
fosfoenol piruvato (PEP) y adenosina 5°-difosfato (ADP) como sustratos, para producir
adenosina 5°-trifosfato (ATP) y piruvato. El piruvato pasa a lactato en presencia de
NADH, proceso catalizado por la lactato deshidrogenasa. Teniendo en cuenta que la
reaccion es estequiométrica, por cada mol de ATP que es hidrolizado por la actividad

ATPasa, un mol de NADH es oxidado, lo que conlleva una disminucion en la
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absorbancia a 340nm, que es el maximo de absorcion del NADH. La secuencia de

reacciones se representa en el esquema siguiente:

ATPasa PK
ATP —————— — ADPl::> ATP

m LDH

PEP  Piruvato —————— Lactato

a

NADH NAD*

Las unidades internacionales (U.I.) para las actividades determinadas son:

umol de sustrato
Ul =

min * mg proteina

Se utilizd un valor de coeficiente de extincidon molar para el NADH (¢) =

6220M"'cm™ a pH 7,4.

Para la medida de actividad Ca**-ATPasa de vesiculas de RS, se utiliza el
siguiente medio de ensayo estandar: Tes/Tris 0,1M, pH 7 a 25°C, KCI1 0,1M, MgCI2
3mM, CaCl, 0,1mM, 50ug de PK (10 UI) 50ug de LDH (28 UI), NADH 0,25mM y
PEP 0,42mM.

La absorcion de esa mezcla de reaccion con RS a 340nm fue aproximadamente
1,5. Se registra la variacion de absorcion en funcidn del tiempo, que sin ATP debe ser
inapreciable. Se anade el ATP a una concentracion final de 2,5mM y se observa una
caida rapida de senal debido a la existencia de ADP contaminante en la solucion de
ATP. Por ser una caida rapida se comprueba que el sistema de enzimas acopladas
funciona perfectamente. La concentracion de proteina usada fue de 3ug/ml, y la

temperatura de medida 25°C.

Cuando se mide la actividad ATPasa en vesiculas de RS, el Ca®* que se acumula

dentro de las vesiculas inhibe la actividad. El grado de sellamiento de las vesiculas se
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puede conocer haciendo uso de calcimicina (ion6foro selectivo a Ca*"). La actividad

ATPasa, en presencia de iondforo, de vesiculas de RS es de 3 a 6 veces superior a la
actividad sin iondforo o vesiculas de RS selladas. La cantidad de calcimicina empleada

fue del 4% (p/p) con respecto a la cantidad de proteina.

El grado de purificacion en Ca**-ATPasa de las preparaciones se obtiene
midiendo la actividad ATPasa independiente de Ca®* en presencia de EGTA 5mM que

actlia como quelante de Ca™.

I11.7.1.3.- Preparacion de disoluciones de concentraciones de Ca’* libre fija con

tampones de Ca’*/EGTA.

La concentracion de Ca’ contaminante en los tampones usados en nuestros
estudios es de 10uM aproximadamente. La K5 de activacion por Ca®™* de la Ca™-
ATPasa de RS es submicromolar en las condiciones estandar de medida de actividad.
Cuando se quiere medir actividad en funcion de la concentracion de Ca** y con valores

de ésta menores a 10uM, hay que hacer uso de EGTA como quelante de Ca®*.

El equilibrio de formacion del complejo Ca**-EGTA a un pH determinado
presenta una constante aparente de disociacion, K:

Ca* -EGTA «——2 Ca*+EGTA

cuyo valor es:

[Ca™ ], - [EGTA],
Kq= (D
[Ca®* - EGTA]

Las concentraciones de EGTA y Ca® libres se pueden expresar en funcion de las
concentraciones totales:
[EGTA], = [EGTA], - [Ca®* - EGTA] (2)

[Ca™ ], = [Ca™ ], - [Ca™ - EGTA] 3)
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La expresion de la constante, K, se puede asi escribir de la siguiente manera:

([Ca* ], - [Ca** - EGTA]) - [EGTA], - [Ca® - EGTA])
Kq= “4)
[Ca® - EGTA]

Operando y reordenando se obtiene la siguiente ecuacion de 2° grado:

[Ca® - EGTAJ’— ([Ca™ ], - [EGTA], + K,) * [Ca* - EGTA] + [Ca™ ], - [EGTA], =0 (5)

La resolucidn de esta ecuacion da dos posibles soluciones para la concentracion
del complejo Ca>*-EGTA, siendo s6lo una de ellas la correcta. Asi pues, a partir de las
concentraciones de EGTA y Ca® totales y de la K, se puede saber la concentracion del
complejo Ca**-EGTA, a partir de la cual se puede saber la concentracion de Ca®" libre

seglin la ecuacion 3.

La K, para el complejo Ca**-EGTA empleada en este trabajo a pH 7 tiene un
valor de 3,94 x 10"M (Fabiato y Fabiato, 1979).

I11.7.1.4.- Medida de nivel de Ca’* acumulado por RS con Arsenazo II1.

Los estudios sobre niveles estacionarios de Ca®* en RS fueron realizados
utilizando el indicador de iones metalicos arsenazo I1I. Este compuesto presenta una alta
afinidad por Ca®* y puede formar complejos con él, estableciéndose un equilibrio:

s —————p +
ArsIII + Ca* ¢———— Ars III-Ca’

Como se muestra en su espectro de absorcion en presencia y ausencia de iones
Ca™ en la Figura 5, la mayor diferencia de absorcion entre las dos especies (Ars III libre

y Ars III-Ca™) tiene lugar aproximadamente a 660nm.
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Esto hace que arsenazo III sea adecuado para su utilizacion en presencia de

muchas sustancias cromoforicas, y que se minimicen los problemas de dispersion de

luz.

Dicho problema de dispersion de luz se ve agravado por el hecho de que sea una
estructura subcelular (vesiculas de RS) la encargada de secuestrar Ca*. Este
inconveniente se elimina si en lugar de medir la absorbancia a una longitud de onda
determinada, se mide el incremento de absorbancia entre dos longitudes de onda
suficientemente proximas simultdneamente, fijado una longitud de onda de referencia a

la cual la absorcion entre ArslIl y ArsIII-Ca®* sea minima.

El incremento de absorbancia, que en el presente trabajo corresponde a la
diferencia de absorcion entre 660 y 700nm, es funcion de la concentracion de Ca™ libre.
Realizando una titulacion de arsenazo III con EGTA, que presenta mayor afinidad hacia
Ca™ que arsenazo y, por tanto, desplaza el equilibrio hacia arsenazo III libre, puede
hallarse la equivalencia entre variacion de absorbancia registrada por el
espectrofotometro y disminucion de Ca* libre en el medio (Ca™ unido a arsenazo) que
resultd ser: 11+1,6 nmoles de Ca**/10mDO (Figura 6). Utilizando esta relacion se
pueden calcular los nmoles de Ca® capturados por el RS cuando se dispara el proceso

de transporte activo de Ca** por adicion de ATP (2,5mM).
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Figura 5: Espectro de absorcion de arsenazolll y
arsenazolll-Ca, linea discontinua y continua
respectivamente.

74



(mDO)

A660~A700

550

450 1

350 ' : ;

nmoles de Ca2t 1ibre/ml
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Estas medidas de niveles de Ca®* fueron realizadas en un espectrofotometro
Kontron (Uvikon 810) termostatizado a 25°C, con cubetas de cuarzo de 1cm de paso de

luz.

El protocolo experimental seguido ha sido: se preparan cubetas de Iml de
volumen total con KCI 0,1M, Tes 0,1 M, CaCl, 0,1 mM, MgCl, 5mM, Ars III 30uM y
aproximadamente 500ug RS/ml, y se dejan incubar durante 10 minutos a 25°C,
registrando en estas condiciones la linea base de absorbancia. A continuacion se dispara
la reaccidn anadiendo ATP en una concentracidn lineal de 2,5mM. El descenso de
absorbancia registrado por el aparato tras la adicion de ATP es consecuencia de la
acumulacion de Ca®* en las vesiculas de RS, pero también es debido parcialmente a
quelacion de Ca®* por fosfato inorganico y ADP, especies resultante de la hidrolisis de
ATP, y contaminantes habituales en las preparaciones comerciales de ATP. Por esta
razon se anadid a las cubetas de reaccion, una vez estabilizado el proceso de captura de
Ca™ por el RS, el ionoforo de Ca** A, ¢, (1ug/ml), observandose una reversion parcial
del fendmeno de captura de Ca**, y toméandose este dato de variacion de absorbancia

para determinar los nmoles de Ca®" capturados por las vesiculas de RS.

Antes de disparar la reaccion con ATP se ha anadido al medio 60uM de cada

uno de los flavonoides estudiados, observandose su efecto en el nivel de Ca* capturado.

II1.7.1.5.- Medidas de fluorescencia.

-. Fluorescencia intrinseca:

Los aminoacidos aromaticos (triptofano y tirosina) tienen una fluorescencia que
se denomina intrinseca (Lakowicz, 1983). Las medidas de fluorescencia se llevaron a
cabo con el espectrofluorimetro Hitachi/Perkin-Elmer, modelo 650-40. Se oper6 en

“ratio mode” y con agitacion magnética de las muestras pretermostatizadas a 25°C.
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Para las titulaciones con flavonoides las longitudes de onda de excitacion y de

emision fueron 280 y 335nm respectivamente. La sehal Raman del tampdn fue menor
del 2% de la senal de fluorescencia medida con las membranas del reticulo

sarcoplasmico en ausencia de flavonoide.

Los flavonoides estudiados presentan absorcion, tanto a 280 como a 335nm, por
lo que la “extincidn aparente” de fluorescencia debe ser corregida por el efecto de
atenuacion de la intensidad de luz (excitacidon y emisidn) a su paso a través de la
disolucion. Para calcular la atenuacion debida a la absorcidon del flavonoide se ha
seguido el método indicado en Lackowicz (1983), que se detalla a continuacion de
manera sucinta. La intensidad de fluorescencia “corregida por la atenuacidon por

absorcion” (F,,,,) se ha calculado mediante la siguiente ecuacion:

F..=F

. (Aex+Aem)/2
corr exp 1 0

donde:

F.,,, s la intensidad de fluorescencia medida experimentalmente.

exp?

A.,, s la absorcion del flavonoide a 280nm (longitud de onda de excitacion).

A, es la absorcion del flavonoide a 335nm (longitud de onda de emision).

Los coeficientes de excitacion de los flavonoides utilizados fueron determinados
experimentalmente a partir de soluciones preparadas por dilucion en DMSO de una
disolucion preparada por pesada, en el mismo tampon utilizado para las medidas de la
fluorescencia intrinseca (0,1M TES / 0,1M KCI1 / 3mM Mg**, pH 7). Los valores de los

coeficientes de excitacion obtenidos fueron los siguientes:

Coef. Extincion Molar (M'l-cm'l) 280nm 335nm
Apigenina 6000 7300

3-O -Metilkampferol 10647 10800

4’-0O -Metilapigenina 10647 11243
7-O -Metilapigenina 6482 9805
3,4’-Di-O -metilkampferol 5216 5558
3,7-Di-O -metilkampferol 5000 7400
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Por lo tanto, a las concentraciones de estos flavonoides mas elevadas utilizadas

en las titulaciones de la fluorescencia intrinseca de las membranas de RS (50ug/ml) la
“absorcion total” (A,+A,,,) del flavonoide fue inferior a 0,3DO. El error en las
correcciones del efecto de atenuacion de fluorescencia por absorcion ha sido, por tanto,

menor del 2% (Birdsall y col., 1983).
-. Fluorescencia de liposomas:

Los liposomas de fosfatidilcolina con octiltriptofano incorporado a los mismos

se prepararon como sigue:

Primeramente se mezclaron disueltos en cloroformo (fosfatidilcolina purificada
de huevo + 10% octilTrp). Tras agitacion para garantizar una mezcla homogénea, se
evapor0 el cloroformo en corriente de N,. Se formaron los liposomas por resuspension a
temperatura ambiente con agitacion vigorosa (vortex) en el tampon indicado para las

medidas de fluorescencia intrinseca.

Con caracter previo a las medidas de fluorescencia se sonicaron durante 2-5

minutos para formar liposomas milamelares.

Las medidas de fluorescencia se realizaron en un intervalo de 1hora después de

la sonicacion.

I11.7.1.6.- Andlisis de los resultados.

Los resultados obtenidos en este apartado de modulacion por flavonoides de
actividad Ca®*-ATPasa se analizaron mediante ajuste por regresion no lineal y utilizando

el programa informéatico ORIGIN 5.0.
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I11.7.2.- Bioensayo con Galleria mellonela.

Con el fin de determinar si el exudado de las hojas puede repeler, envenenar o
matar insectos, se planted realizar un bioensayo para observar la actividad biologica del
exudado de Cistus ladanifer utilizando como insecto de referencia a Galleria mellonela
L. El objetivo de este ensayo fue evaluar el efecto por ingestion del exudado y de la
fraccion de flavonoides del mismo de C. ladanifer incorporado a la dieta, sobre la

mortalidad de larvas de Galleria mellonela.

Galleria mellonela es un insecto al que se le denomina polilla o gusano de la
cera por ser una especie parasita de las colmenas de las abejas, donde sus orugas se
alimentan de la miel y el polen almacenados y devoran la cera de los panales. La polilla
llega a medir unos 2cm de longitud. Es de color blanquecino y al moverse dejan tras de
s, finos hilos de seda cuya coloracion varia segiin su alimentacion. Las larvas pasan por
cuatro estadios, pasando después a pupa y mariposa. Las larvas de esta especie se
emplea como cebo para la pesca y ocasionalmente para alimento de algunos animales

insectivoros.

En nuestro estudio la utilizaremos como ensayo preliminar para determinar si los
flavonoides contenidos en el exudado de C. ladanifer presentan efecto insecticida.
Debido a su facilidad de multiplicacién en laboratorio y a su sensibilidad a los
insecticidas, nos resultard la especie mas adecuada para poner de manifiesto si los

flavonoides presentan o no actividad biologica.

- Cria de Insectos: Se emplearon larvas de Galleria mellonela en tercer estadio
procedentes de la multiplicacion en insectarios de plastico transparentes y alimentadas
con una dieta compuesta por 300g de harina de maiz, 80g de lecitina de soja, 50g de
leche en polvo desnatada, 100g de levadura de cerveza, 220g de miel, 150g de glicerina
y 100g de polen. Las condiciones de cria fueron 25°C y fotoperiodo de 16:8 horas

luz:oscuridad.

- Diserio experimental: Los tratamientos utilizados fueron:
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1.- Dieta Testigo: Para este fin, se utilizd la dieta de cria mencionada

anteriormente.

2.- Dieta Cipermetrin: A los componentes de la dieta testigo se adicionaron
0,0026mg de cipermetrin puro/g de dieta testigo. Cipermetrin es un compuesto
especifico autorizado para su uso contra plagas de vegetales, constituido por un
Piretroide de sintesis con un amplio y potente poder insecticida (Worthing y Walker,

1987; Barbera, 1989; Cluzeau y col., 2000; De Linan, 2000).

3.- Dieta Exudado: A la dieta testigo se adicion6 exudado de Cistus ladanifer en

una proporcion de 2mg/g de dieta testigo.

4.- Dieta Flavonoides: A la dieta testigo se adiciond una mezcla de flavonoides
en una proporcion de 2mg/g de dieta testigo. Esta mezcla de flavonoides presentaba una
proporcion de cada uno de ellos igual a la encontrada en las hojas durante la estacion

estival.

La unidad experimental consistio en una Caja de Petri de 9cm de diametro con
10g de dieta, renovable cada siete dias. En cada caja se colocaron 15 orugas del tercer
estadio. Se consideraron 4 repeticiones por tratamiento, por lo que se contd con 60
larvas para cada tipo de dieta. Las unidades experimentales se colocaron completamente
al azar dentro de una camara mantenida en las condiciones ambientales indicadas
anteriormente para la cria. Durante el periodo de ensayo, que fue de dos semanas, se
realizaron observaciones diariamente para registrar el nimero de larvas muertas y

retirarlas de la caja.
-. Andlisis de los resultados:

Para los promedios de las larvas muertas a las dos semanas de iniciado el
ensayo, se realizo un cuadro latino de 4 bloques y 4 variables (tratamientos) distribuidas

al azar, para realizar un ANOVA con los resultados obtenidos.
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RESULTADOS




IV.1.- IDENTIFICACION Y SEPARACION DE LOS COMPUESTOS
QUE CONSTITUYEN EL EXUDADO DE C. ladanifer.

IV.1.1- Separacion por HPLC.

Con el fin de obtener una idea previa de los compuestos que constituyen el
exudado de C. ladanifer se analizo6 por HPLC una muestra completa de exudado sin

pasar por Sephadex. El cromatograma obtenido se presenta en la Figura 7.

Mediante la separacion con Sephadex se separd el extracto en diferentes

soluciones que se analizaron posteriormente por HPLC.

De esta manera, se obtuvieron tres fracciones diferentes:

Fraccion 1: Constituida por los 10ml primeros eludidos por Sephadex. Es de
color marrén oscuro pero sus componentes no absorben en el visible-ultravioleta. Por
esta razon no se detectan por HPLC. El cromatograma obtenido se muestra en la Figura
8.

Fraccion 2: Compuesta por el extracto recogido posteriormente a la fraccidon
anterior, sus componentes poseen espectros de absorcion cuya longitud de onda maxima
es inferior a 280nm. Por los ensayos previos realizados, en esta fraccion se encuentran
los compuestos que tienen mayor actividad alelopatica. El cromatograma obtenido se
muestra en la Figura 9.

Fraccion 3: Compuesta por una solucidon de color amarillo, sus componentes son
flavonoides mezclados con otros compuestos de longitud de onda menor de 280nm.
Esta fraccidon se volvid a pasar por la columna de Sephadex y mediante HPLC se
analiz6 el contenido de los tubos con lo que se pudo separar en otras dos fracciones;
fraccion 3-A constituida solo por compuestos de longitud de onda menor de 280nm. y
fraccion 3-B, en la cual se detectaron Gnicamente los flavonoides. Los cromatogramas

obtenidos se muestran en las Figuras 10y 11.
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Figura 7: Cromatograma obtenido por HPLC de la muestra completa, a 260nm (linea roja) y a 350nm
(Iinea negra). Los picos de 1-6 son flavonoides: (1) Apigenina; (2) 3-O-metilKampferol; (3) 4°-O-
metilApigenina; (4) 7°-O-metil Apigenina; (5) 3,4"-di-O-metilKampferol; (6) 3,7-di-O-metilKampferol.
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Figura 8: Cromatograma obtenido por HPLC de la fraccion 1 a 260nm (linea roja) y a 350nm (linea
negra). Corresponde a un grupo de compuestos que no absorben en el UV.
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Figura 9: Cromatograma obtenido por HPLC de la fraccion 2 a 260nm (linea roja) y a 350nm (linea negra). Los
picos corresponden a un grupo de compuestos con espectro de Amax. comprendidas entre 230-290 nm.
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Figura 10: Cromatograma obtenido por HPLC de la fraccion 3A, a 260nm (linea roja) y a 350nm (linea negra).
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Figura 11: Cromatograma obtenido por HPLC de la fraccion 3, a 260nm (linea negra) y a 350nm (linea roja).
Los picos de 1-6 son flavonoides: (1) Apigenina; (2) 3-O-metilKampferol; (3) 4’-O-metilApigenina; (4) 7°-O-
metilApigenina; (5) 3,4"-di-O-metilKampferol; (6) 3,7-di-O-metilKampferol.

87



IV.1.2- Separacion e identificacion por Cromatografia de Gases-Espectroscopia de

Masas.

El resultado de analizar parte de la Fraccidon 2 y una muestra completa de la
misma por cromatografia de gases fueron los cromatogramas que se observan en las

Figuras 12, 13 y 14.

Por espectroscopia de masas se identificaron algunos de los compuestos presentes

en esta fraccion.

La confirmacion de los pesos moleculares viene dada por la presencia en los
espectros del i6n M*-15, caracteristicos de los trimetilsilil derivados por pérdida de un
grupo metilo desde el ion M, independiente de la presencia o no del idn molecular, que

a veces puede no estar presente.

En el cromatograma correspondiente a la Fraccion 2 completa, Gnicamente se
pudo caracterizar uno de los picos, que corresponde al acido hidroxicinamico. En los
otros dos cromatogramas, aparecen dos picos mayoritarios, uno de ellos coincide con el

anterior y otro es el acido 4-hidroxibenzoico.

En los cromatogramas de gases correspondientes a las tres muestras, se

caracterizaron los siguientes compuestos:

Pico 1: Acido Oxalico.
Pico 2: Acido Metilmalonico.

Pico 3: Este pico no se pudo identificar claramente aunque podria ser Acido
Butirico y/o Metilpropionato, con lo que se decidid ensayar con los dos.

Pico 4: Acido 3-Hidroxibutirico.
Pico 5: Acido Hidroxicinamico.
Pico 6: Acido p-Anisico.

Pico 7: Acido Cinamico.

Pico 8: Azuleno.

Pico 9: Acido 4-Hidroxibenzoico.

Pico 10: Acido Ferlico.
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Figura 12: Cromatograma obtenido por cromatografia de gases de la fraccion 2 completa
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Figura 13: Cromatograma obtenido por cromatografia de gases de los primeros ocho minutos recogidos
en HPLC de la fraccion 2.
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IV.2.- EFECTO ALELOPATICO DEL EXUDADO DE C. ladanifer
ENSAYOS CON LA ESPECIE Rumex crispus.

IV.2.1- Efecto de los flavonoides sobre R. crispus. Ensayos utilizando como sustrato

papel.

Los flavonoides pueden presentar actividad alelopatica sobre la germinacion y/o
la emergencia de cotiledones de semillas de R. crispus, a tres niveles; inhibiendo la
germinacion; y/o afectando al desarrollo de las plantulas; y/o produciéndoles retraso en

su velocidad de crecimiento.

IV.2.1.1.- Efecto de los flavonoides en la germinacion, nacimiento de cotiledones y

desarrollo de plantulas de R. Crispus.

Las Tablas 3, 4, 5 y 6 muestran el efecto de 3 flavonas: apigenina (Ap), 4°-O-
metilapigenina (Ap-47), 7-O-metilapigenina (Ap-7), dos flavonoles: 3-O-
metilkampferol (K-3), 3,7-O-metilkampferol (K-3,7), y la accidon conjunta de estos
altimos flavonoides sobre la germinacion, nacimiento de cotiledones y sobre el
crecimiento de la raiz y cotiledones de R. crispus, a concentraciones comprendidas entre

1mM y 0,05mM.

El porcentaje de germinacion y nacimiento de cotiledones no se muestran
afectados significativamente por ninguno de estos compuestos, sin embargo la longitud
de las raices eran inhibidos significativamente (p<0,05) por las concentraciones de 1y

0,5mM de Ap-4”~y K-3,7.

Se observa en la accion del K-3,7 un incremento en el porcentaje de inhibicion

con la concentracion de ImM comparada con la concentracion 0,5mM, implicando en
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este caso que la inhibicion es dependiente de la concentracion. Esta dependencia con la

concentracion no es detectada ni en la Ap-4” ni en la mezcla de K-3 con el K-3,7. La

actividad del K-3,7 a 0,5mM es comparable a la que muestra la flavona.

Con respecto al tamahno de los cotiledones ningin flavonoide de los ensayados
por separado ejercen efecto sobre ellos, pero si, aparecen cotiledones mas pequenos
cuando act@ian conjuntamente el K-3,7 y el K-3. La interaccion entre estos dos
flavonoles repercute de forma diferente en el tamano de la raiz y en los cotiledones.
Sobre el tamano de la raiz, la accion conjunta de los dos, es menor que cuando actfa el
K-3,7 por si solo, sin embargo la accion sobre los cotiledones resulta méas eficaz cuando

act@ian conjuntamente (p<0,05) que cuando se ensayan por separado.
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Tabla 3: Efecto de los flavonoides aislados del exudado de C. ladanifer
a diferentes concentraciones (1; 0,5; 0,1 y 0,05mM) sobre la germinacion
de R. crispus , expresada como porcentaje respecto del control.

Germinacion (%)

concentracion

ImM 0,5mM 0,1 mM 0,05mM

Ap 95,7 102.4 106,9 95,2
Ap-4~ 91,7 97,1 103,1 102.,5
Ap-7 96,4 95,9 97,5 107,6

K-3 110,4 108,7 108,1 103,7
K-3,7 98,2 110,1 102,4 99,3

K-3 + K-3,7 91,5 95,7 - -

*significativamente diferente al control p<0,05 (Mann-Whitney U-test)
Ap-4": 4”-O -metilapigenina

Ap-7: 7-O -metilapigenina

K-3: 3-O -metilkampferol

K-3,7: 3,7-di-O -metilkampferol

K-3 + K-3,7: 3-O -metilkampferol y 3,7-di-O -metilkampferol



Tabla 4: Efecto de los flavonoides aislados del exudado de C. ladanifer
a diferentes concentraciones (1; 0,5; 0,1 y 0,05mM) en la emergencia de
cotiledones de R. crispus , expresado como porcentaje respecto del

control.
Cotiledones (%)
concentracion
1ImM 0,5mM 0,1mM 0,05mM
Ap 96,1 102,0 108,6 99,2
Ap-4~ 88.8 95,2 1125 103,7
Ap-7 92,2 89.9 100,3 1084
K-3 104.,6 105,1 117,0 108.,9
K-3,7 95,5 88,9 97,5 104,0
K-3 + K-3,7 85,6 93,0 - -

*significativamente diferente al control p<0,05 (Mann-Whitney U-test)
Ap-4": 47-O -metilapigenina

Ap-7: 7-O -metilapigenina

K-3: 3-O -metilkampferol

K-3,7: 3,7-di-O -metilkampferol

K-3 + K-3,7: 3-O -metilkampferol y 3,7-di-O -metilkampferol
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Tabla 5: Efecto de los flavonoides aislados del exudado de C.
ladanifer a diferentes concentraciones (1; 0,5; 0,1 y 0,05mM) en el
tamafo de la raiz de R. crispus ,expresado como porcentaje respecto del

control.
Longitud de raiz (%)
concentracion
1ImM 0,5mM 0,1JmM 0,05mM
Ap 94,6 93,5 95,6 95,0
Ap-4" 76,2* 71,3% 97,1 101,1
Ap-7 101,2 91,2 90,7 100,6
K-3 98,9 99,0 88,4 97,2
K-3,7 19,2* 72,3% 103,9 94.0
K-3 + K-3,7 69,5% 75,8% - -

*significativamente diferente al control p<0,05 (Mann-Whitney U-test)
Ap-4": 4”-O -metilapigenina

Ap-7: 7-O -metilapigenina

K-3: 3-O -metilkampferol

K-3,7: 3,7-di-O -metilkampferol

K-3 + K-3,7: 3-O -metilkampferol y 3,7-di-O -metilkampferol



Tabla 6: Efecto de los flavonoides aislados del exudado de C. ladanifer
a diferentes concentraciones (1; 0,5; 0,1 y 0,05mM) en el tamafio de
cotiledones de R. crispus , expresado como porcentaje respecto del

control.
Longitud de cotiledones (%)
concentracion
ImM 0,5mM 0,ImM 0,05mM
Ap 101,1 100,9 103,4 100,6
Ap-4’ 103,7 110,4 103,4 110,4
Ap-7 81,2 88,4 113,5 106,5
K-3 97,3 96,8 1134 103,9
K-3,7 95,0 94,1 105,9 100,5
K-3 + K-3,7 78,5% 78,8% - -

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

Ap-4": 4-O -metilapigenina
Ap-7: 7-O -metilapigenina

K-3: 3-O -metilkampferol
K-3,7: 3,7-di-O -metilkampferol

K-3 + K-3,7: 3-O -metilkampferol y 3,7-di-O -metilkampferol
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IV.2.1.2- Efecto de los flavonoides en la velocidad de germinacion y nacimiento de

cotiledones de plantulas de R. Crispus.

Las Tablas 7 y 8 muestran el indice de vigor de la germinacion y cotiledones
relativa para cada uno de los flavonoides ensayados. Las concentraciones ensayadas
estan comprendidas entre 1 y 0,05mM. Este indice cuantifica el posible efecto que se
ejerce en el retraso de la germinacion y nacimiento de cotiledones, siendo una medida
atil para conocer el grado de efecto en el desarrollo de las plantulas y la posibilidad
competitiva que puedan tener. Los flavonoides por si solos no afectan a la velocidad de
nacimiento de cotiledones ni a la velocidad de germinacion, pero si se aprecia retraso en
el nacimiento de cotiledones cuando se ensaya con la mezcla de estos dos flavonoles
(p<0,05). Aunque la velocidad de germinacion no resulta afectado, las concentraciones
altas de K-3 y K-3,7 tienen una clara influencia en el tiempo necesario para que

aparezcan los cotiledones, necesitando méas tiempo para que este proceso ocurra.
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Tabla 7: Efecto de los flavonoides aislados del exudado de C. ladanifer
a diferentes concentraciones (1; 0,5; 0,1 y 0,05mM) en el Indice de Vigor
en la germinacion de R. crispus ,expresado como porcentaje respecto del

control.
IVG (%)
concentracion
1ImM 0,5mM 0,1 mM 0,05mM
Ap 95,7 106,7 100,0 97,2
Ap-4° 97,2 87.9 95,6 105,0
Ap-7 91,0 89,1 91,1 99,0
K-3 104.,0 109,3 110,0 109.,0
K-3,7 97,9 90,2 91,8 99,4
K-3 + K-3,7 87,9 92,7 - -

*significativamente diferente al control p<0,05 (Mann-Whitney U-test)
Ap-4": 4°-O -metilapigenina

Ap-7: 7-O -metilapigenina

K-3: 3-O -metilkampferol

K-3,7: 3,7-di-O -metilkampferol

K-3 + K-3,7: 3-O -metilkampferol y 3,7-di-O -metilkampferol
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Tabla 8: Efecto de los flavonoides aislados del exudado de C. ladanifer
a diferentes concentraciones (1; 0,5; 0,1 y 0,05mM) en el Indice de Vigor
en la emergencia de cotiledones de R. crispus , expresado como

porcentaje respecto del control.

IVC (%)
concentracion
1ImM 0,5mM 0,ImM 0,05mM

Ap 98,3 103 100,2 103,3
Ap-4~ 90,6 95,7 1078 105,5
Ap-7 96,7 93 100,2 103

K-3 112 106 108 103,6
K-3,7 103,8 115,3 93,6 92,7

K-3 + K-3,7 76,6% 79,0% - -

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

Ap-4": 47-O -metilapigenina
Ap-7: 7-O -metilapigenina

K-3: 3-O -metilkampferol
K-3.,7: 3,7-di-O -metilkampferol

K-3 + K-3,7: 3-O -metilkampferol y 3,7-di-O -metilkampferol
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IV.2.2.- Efecto de los compuestos identificados en la Fraccion 2 sobre R. crispus.

Ensayos utilizando sustrato papel.

Al igual que los flavonoides, la actividad alelopatica del resto de compuestos
identificados pueden afectar a las semillas de R. crispus, a tres niveles; inhibiendo la
germinacion, y/o afectando al desarrollo de las plantulas, y/o produciéndoles retraso en

su velocidad de crecimiento.

1V.2.2.1.- Efecto de los compuestos identificados en la Fraccion 2 sobre la

germinacion, nacimiento de cotiledones y desarrollo de las pldntulas de R. crispus.

Las Tablas 9, 10, 11 y 12 muestran el efecto de los compuestos identificados en
el exudado de C. ladanifer: acido oxalico (1), acido metilmalonico (2), acido butirico
(3), acido metilpropionato (4), acido 3-hidroxibutirico (§), acido hidroxicinamico (6),
acido p-anisico (7), acido cinamico (8), azuleno (9), acido 4-hidroxibenzoico (10) y
acido fertlico (11), en la germinacion, nacimiento de cotiledones e inhibicion del
tamafo de la raiz y cotiledones de R. crispus, con las concentraciones comprendidas
entre 1 y 0,0001lmM. Para cada uno de estos compuestos, la concentracion mas baja
ensayada era aquella, en la que no existia efecto significativo (p>0,05) en los

parametros considerados.
Observando los resultados, se pueden distinguir diferentes comportamientos:

El 4cido butirico (3) y el acido metilpropionato (4) son los Gnicos que presentan
una inhibicion total del porcentaje de germinacion y cotiledones hasta una
concentracion de 0,05mM. A partir de esta concentracion la germinacion no se inhibe
totalmente, pero sigue teniendo efecto significativo respecto al control hasta una
concentracion de 0,001lmM, a partir de la cual no se encuentran diferencias

significativas.
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Acido butirico (3), acido metilpropionato (4) y acido cinamico (8) afectan al

porcentaje de germinacion y cotiledones, y a la longitud de raices y cotiledones.

Acido hidroxicinamico (6), acido p-anisico (7) y acido 4-hidroxibenzoico (10)

actQian sobre al tamafo de las plantulas afectando al tamafo de raiz y cotiledones.
El 4cido metilmalonico (2) afecta solo a cotiledones; al porcentaje y su longitud.

El azuleno (9) afecta a la longitud de la raiz, que ademéas de ser mas pequenas
muestran oscurecimiento en las puntas. Esto puede deberse a un incremento de la
reduccion del acido ascorbico en los vasos del xilema, Rice (1984), o por simple

oxidacion de compuestos fenolicos (Inderjit y Dakshini, 1991).

Y el acido oxalico (1), acido 3-hidroxibutirico (5) y acido fertlico (11) afectan

Gnicamente a la longitud de cotiledones.

Con estos resultados se pueden distinguir con respecto a la actividad alelopatica,
tres grupos; compuestos con baja actividad: acido oxéalico (1), acido metilmaldnico (2),
acido 3-hidroxibutirico (5), dcido p-anisico (7), azuleno (9), acido 4-hidroxibenzoico
(10) y acido fertlico (11), compuestos con actividad intermedia: acido hidroxicinamico
(6) y acido cinamico (8), y compuestos con alta actividad: acido butirico (3) y acido

metilpropionato (4).

Con respecto a la germinacion y nacimiento de cotiledones (Tabla 9 y 10) los
compuestos: acido oxalico (1), acido metilmaldnico (2), acido 3-hidroxibutirico (5),
acido p-anisico (7), azuleno (9), acido 4-hidroxibenzoico (10) y acido fertlico (11) no
demuestran ningtn efecto significativo (p>0,05) a las concentraciones ensayadas. Por el
contrario, se observa que todos afectan negativamente en el desarrollo de las plantulas,

pues inhiben el tamano de las raices y el de los cotiledones (Tabla 11y 12).

Los compuestos: acido p-anisico (7), azuleno (9) y acido 4-hidroxibenzoico (10)
inhiben el tamafno de la raiz a la concentracion de I1mM y desde 0,5mM el azuleno (9).
El niimero de compuestos que actlan negativamente sobre el tamano de los cotiledones

es alin mayor, pues todos a excepcion del azuleno (9) lo inhiben, aunque a
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concentraciones diferentes, siendo mas efectivos el acido oxalico (1), y el acido fertlico

(11) que inhiben desde 0,5mM.

Los compuestos acido hidroxicindmico (6) y acido cinamico (8), son mas
activos que los anteriores. El acido cindmico (8) inhibe la germinacidén a la
concentracion de 1mM, el nacimiento de cotiledones se ve afectado negativamente por
ambos compuestos, hasta la concentracion de 0,5mM con el acido cindmico (8) y
Gnicamente a la concentracion de 1mM con el 4cido hidroxicinamico (6) (Tabla 9 y 10).
En ambos alelogquimicos se observa un incremento en el porcentaje de inhibicion en el
nacimiento de cotiledones con la concentracion, pero Ginicamente el acido cinamico (8)

tiene una relacion dependiente de la concentracion (r’=0,99).

Con respecto al tamafio de la raiz (Tabla 11 y 12), el acido hidroxicinamico (6) y
acido cinamico (8) inhiben fuertemente a ImM, diminuyendo este efecto negativo con
la concentracion (r’=0,98 y r°=0,9 para el 6 y 8 respectivamente). El tamafo de los
cotiledones sdlo es inhibido por el acido hidroxicinidmico (6) ya la maxima
concentracion y hasta 0,5mM por el acido cinamico (8), existiendo igualmente una

relacion dependiente de la concentracion.

Por Gltimo los compuestos mas activos son el acido butirico (3) y el acido
metilpropionato (4). Ambos inhiben la germinacion por completo hasta 0,05mM vy
presentan un fuerte efecto a 0,0lmM. En el nacimiento de cotiledones alin son mas
efectivos, inhibiendo hasta la concentracion de 0,01mM el acido butirico (3) y hasta

0,001mM el 4cido metilpropionato (4).

El tamafno de la raiz es inhibido por y el acido metilpropionato (4) a
concentraciones superiores de 0,0lmM y de 0,000lmM por el el acido butirico (3).
Igualmente se ve afectado el tamano de los cotiledones por encima de 0,001mM con el

acido butirico (3) y de 0,05mM con el acido metilpropionato (4).
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Tabla 9: Efecto de los aleloquimicos identificados en el exudado de C. ladanifer a diferentes concentraciones
(1mM a 0,0001mM) en la germinacion de R. crispus , expresado como porcentaje relativo al control.

Germinacion (%)
concentracion

ImM  05mM  0,lmM 005mM 0,0lmM 0,00lmM 0,0001mM

Acido Oxalico (1) 109,8 86,1 - - - - _
Acido Metilmalonico (2) 102,0 88,9 - - - - _
Acido Butirico (3) 0,0 0,0 0,0 0,0 10,2* 91,4 98,3
Metilpropionato (4) 0,0 0,0 0,0 0,0 77,7* 85,3 104,0
Acido 3-Hidroxibutirico (5) 108,8 95,3 - - - B _
Acido Hidroxicinamico (6) 95,0 88,7 92,5 - - - -
Acido p-Anisico (7) 107,3 106,5 - - - - _
Acido Cinamico (8) 77 4% 95,2 96,5 94,1 - - -
Azuleno (9) 103,2 106,6 103,2 - - - _
Acido 4-Hidroxibenzoico (10) 1120 97,9 89,8 - - - -
Acido Ferilico (11) 1150 96,7 - - - - _

*significativamente diferente al control p<0,05 (Mann-Whitney U-test)
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Tabla 10: Efecto de los aleloguimicos identificados en el exudado de C. ladanifer a diferentes concentraciones
(1mM a 0,0001mM) en la emergencia de cotiledones de R. crispus , expresado como porcentaje relativo al control.

Cotiledones (%)

concentracion

ImM  05mM  0,ImM 0,05mM 0,0lmM 0,00lmM 0,0001mM

Acido Oxalico (1) 101,92 86,28 - - - - -
Acido Metilmalo6nico (2) 108,87 101,45 - - - - _
Acido Butirico (3) 0 0 0 0 0 90,8 97,98
Metilpropionato (4) 0 0 0 0 71,7% 84,86% 108,59
Acido 3-Hidroxibutirico (5) 104,17 96,14 - - - - .
Acido Hidroxicinamico (6) 52,29% 88,98 93,25 - - - -
Acido p-Anisico (7) 107,69 108,52 - - - - .
Acido Cinamico (8) 60,58* 75,82% 89,9 94,29 - - -
Azuleno (9) 105.,3 109,6 104 - - - -
Acido 4-Hidroxibenzoico (10) 105 100,27 83,59 - - - -
Acido Ferilico (11) 111,46 98,69 - - - - _

*significativamente diferente al control p<0,05 (Mann-Whitney U-test)
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Tabla 11: Efecto de los aleloquimicos identificados en el exudado de C. ladanifer a diferentes concentraciones
(1ImM a 0,0001lmM) sobre la longitud de la raiz de R. crispus, expresado como porcentaje relativo al control.

Longitud de raiz (%)
concentracion
ImM 0,5mM 0,lmM 0,05mM 0,00lmM 0,00lmM 0,0001mM

Acido Oxalico (1) 84,2 87,7 - - - - -
Acido Metilmalonico (2) 80,3 85,4 - : - ; _
Acido Butirico (3) 0,0 0,0 0,0 0,0 8,1% 82,0%* 103,8
Metilpropionato (4) 0,0 0,0 0,0 0,0 93,9 87,2 97,6
Acido 3-Hidroxibutirico (5) 87,3 103,6 - - - - B}
Acido Hidroxicinamico (6) 44 9% 70,2% 82,4 - - - -
Acido p-Anisico (7) 75,7% 90,8 - . - - .
Acido Cinamico (8) 9,2% 30,3% 60,3% 84,9% - - -
Azuleno (9) 32,3% 77,0% 82,5 - - - -
Acido 4-Hidroxibenzoico (10) 76,7* 85,6 81,2 - - - -
Acido Ferilico (11) 85,1 89,0 - - - - )

*significativamente diferente al control p<0,05 (Mann-Whitney U-test)
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Table 12: Efecto de los aleloquimicos identificados en el exudado de C. ladanifer a diferentes concentraciones
(ImM a 0,000lmM) sobre la longitud de cotiledones de R. crispus , expresado como porcentaje relativo al control.

Longitud de cotiledones (%)

concentracion

1ImM 0,5SmM 0,lmM 0,05mM 0,0lmM 0,00lmM 0,0001mM

Acido Oxalico (1) 72,83% 84,75% - - - - B,
Acido Metilmalonico (2) 74,14% 92,22 - - - - B
Acido Butirico (3) 0 0 0 0 0 92,78 110,24
Metilpropionato (4) 0 0 0 0 92,89 95,4 104,67
Acido 3-Hidroxibutirico (5) 72,44% 90,26 - - - - B}
Acido Hidroxicinamico (6) 51,12% 94,86 89,13 - - - -
Acido p-Anisico (7) 72,86% 90,61 - - - - _
Acido Cinamico (8) 48,99% 82,38% 101,13 91,15 - - -
Azuleno (9) 98,2 106,9 97,2 . . - -
Acido 4-Hidroxibenzoico (10) 63,14* 95,85 86,72 - - - -
Acido Ferilico (11) 74,39% 84,94 - . - . B

*significativamente diferente al control p<0,05 (Mann-Whitney U-test)
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1V.2.2.2.- Efecto de los compuestos identificados en la Fraccion 2 sobre la

velocidad de germinacion y nacimiento de cotiledones de plantulas de R. crispus.

Las Tablas 13 y 14 muestran el indice de vigor de la geminacion y cotiledones
relativo para cada uno de los aleloquimicos ensayados. Las concentraciones estan
comprendidas entre 1 y 0,0001mM. Este indice cuantifica el posible efecto que se ejerce
en el retraso de la germinacidon y nacimiento de cotiledones, siendo una medida atil para
conocer el grado de efecto en el desarrollo de las plantulas y posibilidad competitiva
que puedan tener. Segiin este indice, los compuestos: acido metilmalonico (2) acido 3-
hidroxibutirico (§), azuleno (9) y acido fertlico (11), no presentan retraso en la

germinacion ni en la emergencia de cotiledones.

El acido oxalico (1), acido hidroxicinamico (6), acido p-anisico (7) y acido 4-
hidroxibenzoico (10) no presentaban diferencia significativa en el porcentaje de
germinacion, sin embargo, si presentan cierto retraso en la velocidad de germinacion.
Este retraso en acido oxalico (1) y 4cido p-anisico (7) se observa a una concentracion de
ImM, en acido 4-hidroxibenzoico (10) hasta 0,5mM y en acido hidroxicinamico (6)

hasta una concentracidén de 0,1mM.

El acido butirico (3), 4cido metilpropionato (4) afectan al porcentaje de
germinacion hasta una concentracion de 0,01lmM y a partir de estas concentraciones
también se observa un retraso en la germinacion hasta una concentracion de 0,001 mM.
Al igual que estos compuestos, el afecta al porcentaje de germinacion a ImM y presenta
retraso hasta una concentracion de 0,01mM. Respecto a los cotiledones, se observa que
el acido cinamico (8) afecta a la emergencia de los cotiledones hasta 0,1mM y a la

velocidad de emergencia de los cotiledones hasta una concentracion de 0,01mM.

El acido oxalico (1) y acido 4-hidroxibenzoico (10), aunque no afectan al
nacimiento de cotiledones, presentan un retraso hasta concentraciones de 1 y 0,5mM
respectivamente, y en acido butirico (3), acido metilpropionato (4) éacido

hidroxicinamico (6), acido cinamico (8) se observa que ademas de afectar al nacimiento
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de cotiledones, presentan retraso en el nacimiento de los cotiledones hasta una

concentracion de 0,0lmM en acido butirico (3), dcido metilpropionato (4) y acido

cindmico (8); y hasta 0,1mM en acido hidroxicinamico (6).
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Tabla 13: Efecto de los alelogquimicos identificados en el exudado de C. ladanifer a diferentes concentraciones
(ImM a 0,0001lmM) en el Indice de Vigor en la germinacion de R. crispus , expresado como porcentaje relativo al

control.
IVG respecto control
concentracion
ImM 0,5mM 0,lmM 0,05mM 0,0lmM 0,00lmM 0,0001mM

Acido Oxalico (1) 98.4 71% - - - - _
Acido Metilmalonico (2) 113,4 109.,4 - - - - _
Acido Butirico (3) 0 0 0 0 4,7% 72,8% 97,6
Metilpropionato (4) 0 0 0 0 59%* 74,6* 100
Acido 3-Hidroxibutirico (5) 94,8 98,2 - - - - _
Acido Hidroxicinamico (6) 52,2% 72,7% 81,7% - - - B
Acido p-Anisico (7) 89,7* 107,5 - - - - _
Acido Cinamico (8) 61,9% 63,7%* 79,8% 61,6* - - -
Azuleno (9) 102,9 117,6 - - - - _
Acido 4-Hidroxibenzoico (10)  833* 89,9 79,7% - - - _
Acido Ferilico (11) 104,5 100,9 - - - - _

*significativamente diferente al control p<0,05 (Mann-Whitney U-test)
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Tabla 14: Efecto de los aleloguimicos identificados en el exudado de C. ladanifer a diferentes concentraciones
(1mM a 0,0001lmM) en el Indice de Vigor en la emergencia de cotiledones de R. crispus ,expresado como porcentaje
relativo al control.

IVC respecto control

concentracion

ImM  05mM  0,mM 0,05mM 0,0lmM 0,00lmM 0,0001mM

Acido Oxalico (1) 91,3 74,7% - . - - B
Acido Metilmalonico (2) 114,1 110,4 - - - B, _
Acido Butirico (3) 0 0 0 0 0 77,6% 128,3
Metilpropionato (4) 0 0 0 0 62% 75,9% 133,3
Acido 3-Hidroxibutirico (5) 86,4 98,1 - - - - B}
Acido Hidroxicinamico (6) 33,5% 81,3% 88,2 - - - ;
Acido p-Anisico (7) 81,6% 112,5 - - - - _
Acido Cinamico (8) 27,2% 49,9% 76,5% 63* - - -
Azuleno (9) 99 151% - - - . _
Acido 4-Hidroxibenzoico (10) 84,7% 101,7 89,3 - - - -
Acido Ferilico (11) 101,6 106,8 - - - - B}

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

11



MENU | SALIR

1V.2.2.3.- Efecto de la interaccion de los compuestos identificados en la Fraccion 2
sobre la germinacion, nacimiento de cotiledones y desarrollo de las pldntulas de R.

crispus.

La Tabla 15 muestra el efecto en la germinacion de la accion conjunta de los

aleloquimicos identificados en C. ladanifer.

Como puede observarse, todas las combinaciones ensayadas de los diferentes
compuestos producen inhibiciones en la germinacidon y desarrollo de las plantulas mas

efectivas que cuando el compuesto actlia por separado.

La Mezcla 1 muestra un comportamiento sinérgico a ImM, en la inhibicion de la
germinacion, disminuyendo practicamente el 60% la germinacion. Este efecto
desaparece a 0,5mM. Cuando a esta mezcla se le anade el 4cido hidroxicinamico, se
potencia el efecto inhibidor y mas alin cuando actia conjuntamente con el acido

cinamico, potenciando la accion inhibitoria de los otros compuestos incluso a 0,5mM.

Aunque los compuestos de la Mezcla 5 no inhiben la germinacion por si solos, si
afectan negativamente en la germinacion cuando actian conjuntamente. El acido
cindmico, al igual que en el caso anterior, potencia la accion de inhibicion, reduciendo

el porcentaje de germinacion hasta hacerlo practicamente nulo.

El nacimiento de cotiledones (Tabla 16) es fuertemente afectado cuando estos
compuestos actlian conjuntamente. La interaccion derivada de estos compuestos afectan
de forma mas efectiva en la emergencia de los cotiledones que directamente sobre la
germinacion. De la misma manera que ocurre en la germinacion, cuando el acido
cinamico se anade, se ve potenciada la accidon de éstos, reduciéndose practicamente a
cero el nacimiento de cotiledones. Cuando la concentracion disminuye (0,5mM) el

efecto se atenfia, a excepcidn de la mezcla de todos los aleloguimicos.

La longitud de la raiz y longitud de cotiledones es afectada en forma diferente.
El tamafo de la raiz (Tabla 17) queda negativamente afectado con todas las mezclas. La

reduccion del tamano a la concentracidn de 1mM es tan fuerte con todas las mezclas,
112



que las plantulas son practicamente inviables. Por el contrario, como puede observarse
en la Tabla 18, el tamano de los cotiledones en aquellos tratamientos en los que han
nacido, son menos afectados negativamente. Incluso la Mezcla 1 a ImM no afecta
significativamente a su tamano. A diferencia de lo que ocurre en los otros indices, es el
acido hidroxicindmico el que potencia la accion inhibitoria de los otros compuestos (a

ImM) cuando éste es anadido.

Tabla 15: Efecto de la mezcla de aleloquimicos identificados en el exudado de
C. ladanifer a dos concentraciones (1 y 0,5mM) en la germinacion de R. crispus
expresado como porcentaje relativo al control.

Tratamiento Germinacion (%)
Concentracion
ImM 0,5mM
Acido 4-hidroxibenzoico, 4cido p-anisico y azuleno (1) 40,3 97,3%
+ acido hidroxicinamico (2) 20,8 74,3
+ acido cinamico (3) 3,8 39,4
+ acido hidroxicindmico + acido cinamico (4) 4.5 34,4

Acido felarico, acido 4-hidroxibenzoico, acido oxalico,
acido metilmalonico, acido p-anisico,

y acido 3-hidroxibutirico (5) 10,0 49,7
+ acido hidroxicinamico (6) 7,9 38,3

+ acido cinamico (7) 0,6 20,5

+ acido hidroxicindmico + acido cinamico (8) 0,0 18,5

Acido cinamico y acido hidroxicinamico (9) 15,4 72,2

Acido fertlico, acido 4-hidroxibenzoico, acido oxalico,

acido p-anisico, acido cinamico, acido hidroxicinamico,

acido metilmalonico, acido 3-hidroxibutirico y azuleno (10) 0,6 7.4
*significativamente no diferente al control p<0,05 (Mann-Whitney U-test)

(1) Mezcla de los compuestos que inhiben la longitud de las raices cuando se ensaya con ellos solos.
(5) Mezcla de los compuestos que inhiben la longitud de los cotiledones.

(9) Mezcla de los compuestos que inhiben el nacimiento de cotiledones y débilmente la germinacion.
(10) Mezcla de todos los compuestos.
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Tabla 16: Efecto de la mezcla de aleloquimicos identificados en el exudado de C.
ladanifer a dos concentraciones (1 y 0,5mM) en el nacimiento de cotiledones de A
crispus expresado como porcentaje relativo al control.

Tratamiento Cotiledones (%)
Concentracion
ImM 0,5mM
Acido 4-hidroxibenzoico, acido p-anisico y azuleno (1) 36,7 76
+ 4cido hidroxicindmico (2) 2.1 53,3
+ acido cinamico (3) 1.4 24 .4
+ acido hidroxicinamico + acido cinamico (4) 0,0 20,5

Acido feltrico, acido 4-hidroxibenzoico, acido oxalico,
acido metilmalonico, acido p-anisico,

y acido 3-hidroxibutirico (5) 52 39,8
+ acido hidroxicinamico (6) 0,0 19,0

+ acido cinamico (7) 0,0 6,0

+ acido hidroxicinadmico + acido cinamico (8) 0,0 4.9

Acido cinamico y acido hidroxicinamico (9) 53 49,0

Acido fertlico, acido 4-hidroxibenzoico, acido oxalico,

acido p-anisico, acido cinamico, acido hidroxicinamico,

acido metilmalonico, dcido 3-hidroxibutirico y azuleno (10) 0,0 0,0
*significativamente no diferente al control p<0,05 (Mann-Whitney U-test)

(1) Mezcla de los compuestos que inhiben la longitud de las raices cuando se ensaya con ellos solos
(5) Mezcla de los compuestos que inhiben la longitud de los cotiledones.

(9) Mezcla de los compuestos que inhiben el nacimiento de cotiledones y débilmente la germinacior
(10) Mezcla de todos los compuestos.

114



Tabla 17: Efecto de la mezcla de alelogquimicos identificados en el exudado de
C. ladanifer a dos concentraciones (1 y 0,5mM) en la longitud de la raiz de R.
crispus expresado como porcentaje relativo al control.

Tratamiento Longitud de raiz (%)
Concentracion
I1mM 0,5mM
Acido 4-hidroxibenzoico, acido p-anisico y azuleno (1) 8,7 79
+ 4cido hidroxicinamico (2) 3,9 18,0
+ acido cindmico (3) 3.9 12,0
+ 4cido hidroxicinamico + 4cido cinamico (4) 3,9 3,9

Acido felarico, acido 4-hidroxibenzoico, acido oxalico,
acido metilmalonico, acido p-anisico,

y acido 3-hidroxibutirico (5) 39 10,8
+ acido hidroxicindmico (6) 6,8 6,4

+ acido cinamico (7) 0,9 3,9

+ acido hidroxicindmico + 4cido cinamico (8) 0,0 4,9

Acido cinamico y acido hidroxicinamico (9) 4,6 37,5

Acido ferilico, acido 4-hidroxibenzoico, acido oxalico,

acido p-anisico, acido cinamico, acido hidroxicinamico,

acido metilmalonico, acido 3-hidroxibutirico y azuleno (10) 12 7.5
*significativamente no diferente al control p<0,05 (Mann-Whitney U-test)

(1) Mezcla de los compuestos que inhiben la longitud de las raices cuando se ensaya con ellos solos
(5) Mezcla de los compuestos que inhiben la longitud de los cotiledones.

(9) Mezcla de los compuestos que inhiben el nacimiento de cotiledones y débilmente la germinacior
(10) Mezcla de todos los compuestos.
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Tabla 18: Efecto de la mezcla de aleloquimicos identificados en el exudado de C.
ladanifer a dos concentraciones (1 y 0,5mM) en la longitud de cotiledones de R.
crispus expresado como porcentaje relativo al control.

Tratamiento Longitud de Cotiledones (%)
Concentracion
ImM 0,5mM
Acido 4-hidroxibenzoico, 4cido p-anisico y azuleno (1) 90* 9%
+ acido hidroxicinamico (2) 19,0 82,0
+ acido cinamico (3) 40,0 61,0
+ acido hidroxicindmico + acido cinamico (4) 0,0 82,0

Acido felarico, acido 4-hidroxibenzoico, acido oxalico,
acido metilmalonico, acido p-anisico,

y acido 3-hidroxibutirico (5) 34 102*
+ acido hidroxicinamico (6) 0,0 59,0

+ acido cinamico (7) 0,0 52,0

+ acido hidroxicinamico + acido cinamico (8) 0,0 22,0

Acido cinamico y acido hidroxicinamico (9) 52,8 86,1%

Acido fertlico, acido 4-hidroxibenzoico, acido oxalico,
acido p-anisico, acido cinamico, acido hidroxicinamico,
acido metilmalonico, acido 3-hidroxibutirico y azuleno (10) 0,0 0,0

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

(1) Mezcla de los compuestos que inhiben la longitud de las raices cuando se ensaya con ellos solos.
(5) Mezcla de los compuestos que inhiben la longitud de los cotiledones.

(9) Mezcla de los compuestos que inhiben el nacimiento de cotiledones y débilmente la germinacion.
(10) Mezcla de todos los compuestos.
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IV.2.2.4.- Efecto de la interaccion de los compuestos identificados en la Fraccion 2

sobre la velocidad de germinacion y nacimiento de cotiledones de plantulas de R.

crispus.

En las Tablas 19 y 20 se muestran el indice de vigor de la germinacion y
cotiledones para las diferentes mezclas. De forma similar que para el porcentaje de
germinacion y cotiledones, todas las mezclas ensayadas de los diferentes compuestos
provocan un retraso mayor en la germinacion y en la aparicion de cotiledones que
cuando los aleloquimicos actian solos. En todas ellas, a excepcion de la Mezcla 1 a
ImM, se aprecia también un mayor retraso en el nacimiento de cotiledones que en la

germinacion.

La Mezcla I muestra un comportamiento sinérgico a 1 y 0,5mM en la velocidad
de la germinacion y nacimiento de cotiledones. Cuando a esta mezcla se le afade el
acido hidroxicinamico (6), se potencia el efecto inhibidor y mas atin cuando se le ahade

el acido cinamico (8).

Cuando se ensaya con la Mezcla 5, aunque acido metilmalonico (2), acido 3-
hidroxibutirico (5) y acido fertlico (11) por si solos, no provocan retraso en la
germinacion ni en el nacimiento de cotiledones y el acido oxalico (1) y acido p-anisico
(7) sblo ejerce retraso en la germinacion a ImM, cuando actan en conjunto los cinco,
se potencia considerablemente este efecto. El acido hidroxicinamico (6) y acido
cinamico (8), al igual que en el caso anterior, potencian la accidon de inhibicidon

reduciendo el porcentaje de germinacion practicamente a cero.

Los compuestos que forman la Mezcla 9, cuando se ensayan por separado
presentan retraso en la germinacidon y nacimiento de cotiledones pero cuando actian
conjuntamente el efecto se potencia, obteniéndose unos valores del IVG y IVC mucho

mas bajos.

Los compuestos que forman la Mezcla 10 presentan también un efecto sinérgico

tan fuerte que no hay germinacion ni nacimiento de cotiledones.
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Tabla 19: Efecto de la mezcla de alelogquimicos identificados en el exudado de C.
ladanifer a dos concentraciones (1 y 0,5mM) en el Indice de Vigor de la germinacion
de R. crispus, expresado como porcentaje relativo al control.

Tratamiento IVG (%)
Concentracion
ImM 0,5mM
Acido 4-hidroxibenzoico, acido p-anisico y azuleno (1) 34,8 75,9
+ acido hidroxicinamico (2) 9,4 423
+ acido cinamico (3) 2,0 21,6
+ acido hidroxicinamico + acido cinamico (4) 2,3 18,4

Acido felarico, acido 4-hidroxibenzoico, acido oxalico,
acido metilmalonico, acido p-anisico,

y 4cido 3-hidroxibutirico (5) 5,1 36,5
+ acido hidroxicinamico (6) 3,3 21,4

+ acido cinamico (7) 0,3 9,7

+ acido hidroxicinamico + acido cinamico (8) 0,0 7,7

Acido cinamico y acido hidroxicinamico (9) 7.1 42,6

Acido fertlico, acido 4-hidroxibenzoico, acido oxalico,

acido p-anisico, acido cinamico, acido hidroxicinamico,

acido metilmaldnico, acido 3-hidroxibutirico y azuleno (10) 0,3 3,7
*significativamente no diferente al control p<0,05 (Mann-Whitney U-test)

(1) Mezcla de los compuestos que inhiben la longitud de las raices cuando se ensaya con ellos solos.
(5) Mezcla de los compuestos que inhiben la longitud de los cotiledones.

(9) Mezcla de los compuestos que inhiben el nacimiento de cotiledones y débilmente la germinacion.
(10) Mezcla de todos los compuestos.
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Tabla 20: Efecto de la mezcla de aleloquimicos identificados en el exudado de C.
ladanifer a dos concentraciones (1 y 0,5mM) en el Indice de Vigor del nacimiento de

cotiledones de R. crispus, expresado como porcentaje relativo al control.

Tratamiento

IVC (%)

Acido 4-hidroxibenzoico, 4cido p-anisico y azuleno (1)
+ acido hidroxicinamico (2)

+ acido cinamico (3)

+ acido hidroxicinamico + acido cinamico (4)

Acido felarico, acido 4-hidroxibenzoico, acido oxalico,
acido metilmalonico, acido p-anisico,
y acido 3-hidroxibutirico (5)
+ acido hidroxicinamico (6)
+ acido cindmico (7)
+ acido hidroxicinamico + acido cinamico (8)

Acido cinamico y acido hidroxicinamico (9)
Acido fertlico, acido 4-hidroxibenzoico, acido oxalico,

acido p-anisico, acido cinamico, acido hidroxicinamico,
acido metilmalonico, acido 3-hidroxibutirico y azuleno (10)

Concentracion
ImM 0,5mM

36,0
1,6
1,3
0,0

4,0
0,0
0,0
0,0

4,1

0,0

66,7
44,5
19,8
16,7

34,4
15,4
5,0
3.8

42,0

0,0

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

(1) Mezcla de los compuestos que inhiben la longitud de las raices cuando se ensaya con ellos solos.

(5) Mezcla de los compuestos que inhiben la longitud de los cotiledones.

(9) Mezcla de los compuestos que inhiben el nacimiento de cotiledones y débilmente la germinacion.

(10) Mezcla de todos los compuestos.
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IV.2.3.- Efecto alelopatico de los compuestos identificados en la Fraccion 2 sobre R.

crispus. Ensayos utilizando como sustrato el suelo.

I1V.2.3.1.- Efecto de los compuestos identificados en la Fraccion 2 sobre la

germinacion, nacimiento de cotiledones y desarrollo de las plantulas de R. crispus.

Los ensayos realizados con estos compuestos sobre suelo, ponen de manifiesto
que todos tienen efecto negativo sobre la germinacion, a excepcion del acido 3-
hidroxibutirico (85) y el azuleno (9) (Tabla 21). Si comparamos los resultados obtenidos
en estos ensayos con los realizados en papel, se observa que la accidn negativa que
ejercen estos compuestos sobre la germinacion de plantas herbaceas, es potenciada al
actuar en el suelo. Asi, hay compuestos: oxalico (1), metilmaldnico (2), hidroxicinamico
(6), p-anisico (7), 4-hidroxibenzoico (10) y fertlico (11), que no inhiben la germinacidon
de R. crispus cuando crece sobre papel, pero si presentan un efecto negativo, cuando se
ensaya sobre suelo. Compuestos como el butirico (3), metilpropionato (4) y cinamico
(8), que inhiben en los ensayos sobre papel, cuando se cuantifica su efecto sobre suelo
aumentan su actividad inhibitoria. S6lo dos compuestos (3-hidroxibutirico y azuleno) no
presentan diferencias en la germinacidon entre los ensayos realizados sobre papel y

suelo.

Cuando se analiza el nacimiento de cotiledones (Tabla 22) se observa el mismo
comportamiento que para la germinacidon, cuando se ensaya en suelo todos los
compuestos inhiben el nacimiento de cotiledones menos 3-hidroxibutirico (§) y azuleno
(9). Comparandola con los ensayos sobre papel, se observa que la accion de estos
compuestos es potenciada al actuar en el suelo. El 4cido cinamico, ejerce el mismo

efecto en los ensayos en suelo que en papel.

Respecto al efecto sobre la longitud de raiz (Tabla 23) se observa que solo cinco
compuestos: oxalico (1), butirico (3), metilpropionato (4), cinamico (8) y azuleno (9)
afectan negativamente a este 0rgano. Si comparamos estos resultados con los obtenidos
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sobre papel, se observa el fendbmeno contrario al de la germinacion y nacimiento de

cotiledones, pues la inhibicion es menor cuando los ensayos son realizados en suelo,
aunque sigue existiendo una inhibicion significativa. La accion de estos compuestos es
la siguiente: compuestos como el metilmalodnico (2), butirico (3), 3-hidroxibutirico (5) y
fer@ilico (11), no presentan efecto sobre papel ni suelo, el cinAmico y azuleno ven
atenuado su efecto en suelo y el hidroxicinamico (6), p-anisico (7) y 4-hidroxibenzoico
(10), pierden su accion inhibitoria en el suelo a las concentraciones ensayadas. Solo el
acido oxalico, que cuando se ensaya en papel no ejerce ninglin efecto sobre la longitud

de la raiz, en suelo inhibe significativamente este parametro.

La longitud de los cotiledones (Tabla 24) es inhibida por la mayoria de los
compuestos a excepcidn del acido butirico, 3-hidroxibutirico y azuleno que no afectan a
ninguna de las concentraciones ensayadas. Si comparamos los resultados con los
obtenidos en el ensayo sobre papel se observa un comportamiento muy heterogéneo,
pues compuestos como el metilmaldnico (2), metilpropionato (4) y 4-hidroxibenzoico
(10) potencian su efecto, y compuestos como el 3-hidroxibutirico (§), hidroxicinAmico
(6) y cinamico (8), lo ven atenuado. Incluso compuestos como el 3-hidroxibutirico (5)
pierden el efecto de inhibicidon cuando actan en el suelo. El resto de compuestos

presenta el mismo efecto en suelo que en papel.

1V.2.3.2.- Efecto de los compuestos identificados en la Fraccion 2 sobre la

velocidad de germinacion y nacimiento de cotiledones de plantulas de R. Crispus.

Las Tablas 25 y 26 muestran el indice de vigor de la geminacion y cotiledones
relativo para cada uno de los aleloquimicos ensayados. Las concentraciones estan

comprendidas entre 1 y 0,0001mM.

Cuando se analiza este indice, se observa que todos los compuestos retrasan la
germinacion y el nacimiento de cotiledones menos el azuleno, siendo los mas efectivos

el acido butirico y metilpropionato.
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Todos los compuestos presentan en suelo, mayor retraso sobre la germinacion y

la emergencia de cotiledones, que en papel. Hay que destacar que compuestos como el
acido p-anisico (7) y acido 4-hidroxibenzoico (10) que en papel presentan retraso solo a
la mayor concentracion ensayada (ImM), en suelo también presentan a menor
concentracion (0,5mM), compuestos como el acido butirico (3) y metilpropionato (4)
que en papel no presentan inhibicion a 0,0001mM en suelos si presentan inhibicion, y
compuestos como metilmalonico (2), 3-hidroxibutirico (8) y acido ferilico (11) que no
presentan retraso en papel, en suelo si tienen efecto negativo sobre la velocidad de

germinacion y la emergencia de cotiledones.
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Tabla 21: Efecto de los aleloquimicos identificados en el exudado de C. ladanifer a diferentes concentraciones (1mM a
0,0001mM) en la germinacion de R. crispus , sobre suelo y papel, expresado como porcentaje relativo al control.

% Germinacion

Sobre suelo Sobre papel
1mM 0,5mM 0,001mM 0,0001mM 1mM 0,5mM 0,001mM 0,0001mM
Acido Oxalico (1) 66,0% 52,0% - - 109,8 86,1 - -
Acido Metilmalonico (2) 64,0% 54,0% - - 102,0 88,9 - -
Acido Butirico (3) - - 70,0% 76,0 0,0 0,0 91,4 98,3
Metilpropionato (4) - - 66,0% 92,0 0,0 0,0 85,3 104,0
Acido 3-Hidroxibutirico (5) 116,0 96,0 - - 108.8 95,3 - -
Acido Hidroxicinamico (6) 60,0% 56,0% - - 95,0 88,7 - -
Acido p-Anisico (7) 48,0% 64,0% - - 107,3 106,5 - -
Acido Cinamico (8) 66,0% 78,0% - - 77.4% 95,2 - -
Azuleno (9) 98,0 114,0 - - 103,2 106,6 - -
Acido 4-Hidroxibenzoico (10) 66,0% 58.,0% - - 112,0 97,9 - -
Acido Ferilico (11) 68,0% 104,0 - - 115,0 96,7 - -

*significativamente diferente al control p<0,05 (Mann-Whitney U-test)
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Tabla 22: Efecto de los aleloguimicos identificados en el exudado de C. ladanifer a diferentes concentraciones (1mM a
0,000lmM) en la emergencia de cotiledones de R. crispus , sobre suelo y papel, expresado como porcentaje relativo al control.

Cotiledones (%)

Sobre suelo Sobre papel
ImM 0,5mM 0,00ImM 0,0001mM ImM 0,5mM 0,00ImM 0,0001mM
Acido Oxalico (1) 67,3* 59,2 - - 101,9 86,3 - -
Acido Metilmalonico (2) 65,3% 55,1% - - 108,9 101,5 - -
Acido Butirico (3) - - 71,4% 77,6% 0,0 0,0 90,8 98,0
Metilpropionato (4) - - 67,3* 93,9 0,0 0,0 84,8 108,6
Acido 3-Hidroxibutirico (5) 1184 95,9 - - 104,2 96,1 - -
Acido Hidroxicinamico (6) 61,2% 57,1% - - 52,2% 89,0 - -
Acido p-Anisico (7) 46,0% 64,0% - - 107,7 108,5 - -
Acido Cinamico (8) 67,3% 79,6% - - 60,5% 75,8% - -
Azuleno (9) 100,0 1163 - - 1053 109.,6 - -
Acido 4-Hidroxibenzoico (10) 67,3* 59,2% - - 105.,0 100,3 - -
Acido Ferilico (11) 69,4% 106,1 - - 111,5 98,7 - -

*significativamente diferente al control p<0,05 (Mann-Whitney U-test)
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Tabla 23: Efecto de los aleloquimicos identificados en el exudado de C. ladanifer a diferentes concentraciones (1mM a
0,0001mM) en la longitud de la raiz de R. crispus , sobre suelo y papel, expresado como porcentaje relativo al control.

% Longitud de raiz

Sobre suelo Sobre papel

1mM 0,5mM 0,001mM 0,0001mM 1mM 0,5mM 0,001mM 0,0001mM
Acido Oxalico (1) 78,5% 95,6 - - 84,2 87,7 - -
Acido Metilmalonico (2) 84,7 88,9 - - 80,3 85,4 - -
Acido Butirico (3) - - 84,8% 89,5 0,0 0,0 82,0% 103.,8
Metilpropionato (4) - - 82,1% 93,5 0,0 0,0 87,2 97,6
Acido 3-Hidroxibutirico (5) 91,2 88,4 - - 87,3 103,6 - -
Acido Hidroxicinamico (6) 89,8 85,0 - - 44 9% 70,2% - -
Acido p-Anisico (7) 86,1 95,3 - - 75,7% 90,8 - -
Acido Cinamico (8) 83,8% 87.4 - - 9,2% 30,2% - -
Azuleno (9) 74,2% 84,1 - - 32,2% 77,0% - -
Acido 4-Hidroxibenzoico (10) 110,9 87,6 - - 76,7% 85,6 - -
Acido Ferilico (11) 93,1 96,3 - - 85,1 89,0 - -

*significativamente diferente al control p<0,05 (Mann-Whitney U-test)
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Tabla 24: Efecto de los aleloquimicos identificados en el exudado de C. ladanifer a diferentes concentraciones (ImM a
0,0001mM) en la longitud de cotiledones de R. crispus , sobre suelo y papel, expresado como porcentaje relativo al control.

Longitud de cotiledones (%)

Sobre suelo Sobre papel
ImM 0,5mM 0,001mM 0,0001mM ImM 0,5mM 0,001mM 0,0001mM
Acido Oxalico (1) 80,0 75,1 - - 72,8% 84,7% - -
Acido Metilmalonico (2) 72,7 76,8 - - 74,1% 92,2 - -
Acido Butirico (3) - - 102,5 104,8 0,0 0,0 92,8 110,2
Metilpropionato (4) - - 71,6 74,2 0,0 0,0 95,4 104,7
Acido 3-Hidroxibutirico (5) 99,3 101,5 - - 72,4% 90,3 - -
Acido Hidroxicinamico (6) 80,5 84,8 - - 51,1% 94,9 - -
Acido p-Anisico (7) 77,2 80,9 - - 72,8% 90,6 - -
Acido Cinamico (8) 72,6 74,4 - - 48,9% 82,3% - -
Azuleno (9) 97,5 109,7 - - 98,2 106,9 - -
Acido 4-Hidroxibenzoico (10) 80,4 72,5 - - 63,1% 95,9 - -
Acido Ferilico (11) 71,2 71,8 - - 74,3% 84,9% - -

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

126



Tabla 25: Efecto de los aleloguimicos identificados en el exudado de C. ladanifer a diferentes concentraciones (ImM a
0,0001mM) en el Indice de Vigor en la germinacion de R. crispus , sobre suelo y papel, expresado como porcentaje relativo al

control.
IVG respecto al control
Sobre suelo Sobre papel
ImM 0,5mM 0,001mM 0,000ImM ImM 0,5mM 0,001lmM 0,0001mM

Acido Oxalico (1) 47 8% 36,3% - - 98,4 71% - -
Acido Metilmalonico (2) 39,3% 41,7% - - 1134 109,4 - -
Acido Butirico (3) - - 51,4% 58,5% - - 72,8% 97,6
Metilpropionato (4) - - 47,5% 69,7* - - 74,6% 100,0
Acido 3-Hidroxibutirico (5) 73,2% 84,2 - - 94,8 98,2 - -
Acido Hidroxicinamico (6) 49,6% 39,2% - - 52,2% 72,7% - -
Acido p-Anisico (7) 28,8% 38,3% - - 89,7* 107.,5 - -
Acido Cinamico (8) 69,7%* 47,5% - - 61,9% 63,7* - -
Azuleno (9) 86,1 95,8 - - 102,9 117,6 - -
Acido 4-Hidroxibenzoico (10) 55.,6* 48,5% - - 83,3% 89,9 - -
Acido Ferilico (11) 56,1% 92,6 - - 104,0 100,9 - -

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

127



Tabla 26: Efecto de los alelogquimicos identificados en el exudado de C. ladanifer a diferentes concentraciones (1mM a
0,000lmM) en el Indice de Vigor en la cotiledones de R. crispus , sobre suelo y papel, expresado como porcentaje relativo al

control .
IVC respecto al control
Sobre suelo Sobre papel
1mM 0,5mM 0,001mM 0,0001mM 1mM 0,5mM 0,001mM 0,0001mM

Acido Oxalico (1) 53,5% 43 8% - - 91,3 74,7% - -
Acido Metilmalonico (2) 46,1% 44 2% - - 114,1 110,4 - -
Acido Butirico (3) - - 57,8% 66,4% - - 77,6%* 128,3
Metilpropionato (4) - - 53,7% 76,2% - - 75,9% 133,3
Acido 3-Hidroxibutirico (5) 81,4% 95,0 - - 86,4 98,1 - -
Acido Hidroxicinamico (6) 48,6%* 40,2% - - 33,5% 81,3* - -
Acido p-Anisico (7) 32,9% 44.9% - - 81,6% 112,5 - -
Acido Cinamico (8) 53,7% 76,2% - - 27,2% 49,9% - -
Azuleno (9) 92,8 105,7 - - 99,0 151% - -
Acido 4-Hidroxibenzoico (10) 60,6* 49 3% - - 84,7% 101,7 - -
Acido Ferilico (11) 60,9% 100,7 - - 101,6 106,8 - -

*significativamente diferente al control p<0,05 (Mann-Whitney U-test)
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1V.2.3.3.- Efecto de la interaccion de los compuestos identificados en la Fraccion 2
sobre la germinacion, nacimiento de cotiledones y desarrollo de plantulas de R.

crispus.

Cuando se realizan los ensayos en suelos con las mezclas de los aleloquimicos
se observa (Tabla 27) que todas ellas inhiben significativamente la germinacion de R.
crispus, y ademas esta inhibicion es méas fuerte que cuando se ensaya con cada uno de
los compuestos por separado. Si se comparan los resultados con los obtenidos en papel,
se observa que, como ocurria en los ensayos sobre papel, se potencia el efecto inhibidor
cuando se anade hidroxicindmico o cindmico, pero a diferencia de los ensayos sobre
papel, este efecto no se potencia cuando a las mezclas se anaden los dos compuestos
conjuntamente. Por otra parte, la mayoria de las mezclas ven potenciada su accidon de
inhibicidn cuando los ensayos se realizan en suelo, a excepcion de las mezclas 7, 8y 10

donde el efecto en suelo es atenuado.

Cuando se analiza el nacimiento de cotiledones (Tabla 28) se observa el mismo
comportamiento que para el porcentaje de germinacion. Si se comparan los resultados
con los obtenidos en papel; el efecto inhibidor se potencia cuando se anade
hidroxicindmico o cinamico, pero no cuando se ahaden conjuntamente. Al igual que en
la germinacion, hay mezclas que presentan un efecto menor en suelo que en papel,

sumandose otras tres que presentan este mismo comportamiento: las mezclas 3, 4y 6.

En cuanto el efecto de las mezclas sobre la longitud de raices (Tabla 29), existe
inhibicion significativa, aunque ésta no es tan fuerte como la que presentan las mezclas
sobre la germinacion. Ademas, no hay un comportamiento sinérgico cuando se anade el
cinamico o el hidroxicindmico. Si comparamos estos resultados con los obtenidos en
papel, se observa el mismo comportamiento que con cada uno de los compuestos por
separado, el efecto sobre la longitud de raices es menor cuando los ensayos se realizan

en suelo que en papel, a excepcion de la Mezcla 1, donde su accidn es potenciada.
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El efecto de las mezclas sobre la longitud de cotiledones (Tabla 30), manifiesta
el mismo comportamiento que el observado en la longitud de la raiz, aunque existe
inhibicidn significativa, ésta no es tan fuerte como la que presentan las mezclas sobre el
nacimiento de cotiledones. El comportamiento sinérgico cuando se anhade el cindmico o
el hidroxicinamico desaparece. Si comparamos estos resultados con los obtenidos en
papel se observa cinco mezclas que potencian su accion en suelo (Mezcla 1, 2,4, 5y 9)

y con cinco mezclas se atentia (Mezcla 3, 6, 7, 8 y 10).
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Tabla 27: Efecto de la mezcla de aleloquimicos identificados en el exudado de C. ladanifer a dos
concentraciones en la germinacion de R. Crispus , sobre suelo y papel, expresado como porcentaje relativo al

control.
% Germinacion
Sobre suelo Sobre papel
0,5mM 0,1lmM 1mM 0,5mM
Acido 4-hidroxibenzoico, acido p-anisico y azuleno (1) 455 36,4 40,3 97.3%
+ acido hidroxicinamico (2) 40,0 58,2 20,8 74,3
+ acido cinamico (3) 27,3 36,4 3,8 394
+ acido hidroxicinamico + acido cinamico (4) 32,7 41,8 4,5 34,4
Acido feltrico, acido 4-hidroxibenzoico, acido oxalico,
acido metilmalonico, acido p-anisico,
y acido 3-hidroxibutirico (5) 30,9 21,8 10,0 49,7
+ acido hidroxicinamico (6) 29,1 23,6 7,9 38,3
+ acido cinamico (7) 34,5 54,5 0,6 20,5
+ acido hidroxicinamico + acido cinamico (8) 41,8 43,6 0,0 18,5
Acido cinamico y acido hidroxicinamico (9) 29.1 38,2 15,4 72,2

Acido fertlico, acido 4-hidroxibenzoico, acido oxalico,

acido p-anisico, acido cinamico, acido hidroxicinamico,

acido metilmalonico, acido 3-hidroxibutirico y azuleno (10) 43.6 43.6 0,6 7.4
*significativamente no diferente al control p<0,05 (Mann-Whitney U-test)

(1) Mezcla de los compuestos que inhiben la longitud de las raices cuando se ensaya con ellos solos.

(5) Mezcla de los compuestos que inhiben la longitud de los cotiledones.

(9) Mezcla de los compuestos que inhiben el nacimiento de cotiledones y débilmente la germinacion.

(10) Mezcla de todos los compuestos.
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Tabla 28: Efecto de la mezcla de aleloquimicos identificados en el exudado de C. ladanifer a dos
concentraciones en la emergencia de cotiledones de R. Crispus , sobre suelo y papel, expresado como
porcentaje relativo al control.

% Cotiledones

Sobre suelo Sobre papel
0,5mM 0,1mM ImM  0,5mM
Acido 4-hidroxibenzoico, acido p-anisico y azuleno (1) 46,3 37,0 36,7 76
+ 4cido hidroxicinamico (2) 40,7 59,3 2,1 53,3
+ acido cinamico (3) 27,8 37,0 1,4 24,4
+ acido hidroxicinamico + acido cinamico (4) 33,3 42,6 0,0 20,5
Acido feltirico, acido 4-hidroxibenzoico, acido oxalico,
acido metilmalonico, acido p-anisico,
y acido 3-hidroxibutirico (5) 31,5 22,2 5,2 39,8
+ acido hidroxicinamico (6) 29,6 24,1 0,0 19,0
+ acido cinamico (7) 53,7 35,2 0,0 6,0
+ 4cido hidroxicinamico + 4cido cinamico (8) 42,6 44,4 0,0 4,9
Acido cinamico y acido hidroxicinamico (9) 29,6 38,9 5,3 49,0

Acido fertlico, 4dcido 4-hidroxibenzoico, acido oxalico,

acido p-anisico, 4cido cinamico, acido hidroxicinamico,

acido metilmalonico, acido 3-hidroxibutirico y azuleno (10) 44.4 44 4 0,0 0,0
*significativamente no diferente al control p<0,05 (Mann-Whitney U-test)

(1) Mezcla de los compuestos que inhiben la longitud de las raices cuando se ensaya con ellos solos.

(5) Mezcla de los compuestos que inhiben la longitud de los cotiledones.

(9) Mezcla de los compuestos que inhiben el nacimiento de cotiledones y débilmente la germinacion.

(10) Mezcla de todos los compuestos.
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Tabla 29: Efecto de la mezcla de aleloquimicos identificados en el exudado de C. ladanifer a dos
concentraciones en la longitud de cotiledones de R. Crispus ,sobre suelo y papel, expresado como porcentaje

relativo al control.

% Longitud de raiz

Sobre suelo

Sobre papel

0,5mM 0,1mM 1mM 0,5mM
Acido 4-hidroxibenzoico, acido p-anisico y azuleno (1) 71,3 90,7 8,7 79
+ acido hidroxicinamico (2) 80,4 88,9* 3,9 18,0
+ acido cinamico (3) 86,9 93,9% 3,9 12,0
+ acido hidroxicindmico + acido cindmico (4) 79,7 76,8 3,9 3,9
Acido felirico, acido 4-hidroxibenzoico, acido oxalico,
acido metilmalonico, acido p-anisico,
y acido 3-hidroxibutirico (5) 69,8 78,0 3.9 10,8
+ acido hidroxicinamico (6) 77,4 84,2 6,8 6,4
+ 4cido cinamico (7) 77,9 88,0%* 0,9 3,9
+ acido hidroxicindmico + acido cinamico (8) 74,8 78,8 0,0 4,9
Acido cindmico y 4cido hidroxicindmico (9) 61,1 68,8 4,6 37,5
Acido fertlico, acido 4-hidroxibenzoico, acido oxalico,
acido p-anisico, 4cido cinamico, acido hidroxicinamico,
acido metilmalonico, acido 3-hidroxibutirico y azuleno (10) 64,3 72.1 1.2 7.5

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

(1) Mezcla de los compuestos que inhiben la longitud de las raices cuando se ensaya con ellos solos.

(5) Mezcla de los compuestos que inhiben la longitud de los cotiledones.

(9) Mezcla de los compuestos que inhiben el nacimiento de cotiledones y débilmente la germinacion.

(10) Mezcla de todos los compuestos.
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Tabla 30: Efecto de la mezcla de alelogquimicos identificados en el exudado de C. ladanifer a dos
concentraciones en la longitud de raices de R. Crispus , sobre suelo y papel, expresado como porcentaje relativo

al control.
% Longitud de cotiledones
Sobre suelo Sobre papel
0,5mM 0,1mM 1mM 0,5mM
Acido 4-hidroxibenzoico, acido p-anisico y azuleno (1) 83,0 69,4 90* 92
+ acido hidroxicinamico (2) 93,9* 77,7 19,0 82,0
+ acido cinamico (3) 95,3% 71,7 40,0 61,0
+ acido hidroxicinamico + acido cinamico (4) 90,0* 75,0 0,0 82,0
Acido felarico, acido 4-hidroxibenzoico, acido oxalico,
acido metilmalonico, acido p-anisico,
y acido 3-hidroxibutirico (5) 84,8 74,0 34 102
+ acido hidroxicindmico (6) 94,0* 70,8 0,0 59,0
+ acido cinamico (7) 85,3 77,0 0,0 52,0
+ acido hidroxicinamico + acido cinamico (8) 86,9 70,6 0,0 22,0
Acido cindmico y acido hidroxicinamico (9) 76,7 64,9 52.8 86,1%

Acido fertlico, acido 4-hidroxibenzoico, acido oxalico,
acido p-anisico, acido cinamico, acido hidroxicinamico,
acido metilmalonico, acido 3-hidroxibutirico y azuleno (10) 81,9 67,9 0,0 0,0

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

(1) Mezcla de los compuestos que inhiben la longitud de las raices cuando se ensaya con ellos solos.
(5) Mezcla de los compuestos que inhiben la longitud de los cotiledones.

(9) Mezcla de los compuestos que inhiben el nacimiento de cotiledones y débilmente la germinacion.
(10) Mezcla de todos los compuestos.
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1V.2.3.4.- Efecto de la interaccion de los compuestos identificados en la Fraccion 2

sobre la velocidad de germinacion y nacimiento de plantulas de R. crispus.

Las Tablas 31 y 32 muestran el indice de vigor de la geminacidn y cotiledones
relativo al control para cada uno de las muestras ensayadas a dos concentraciones, 0,5 y
0,1mM. En estas tablas se observa que todas las mezclas retrasan la germinacion y
nacimiento de cotiledones a las dos concentraciones ensayadas. En todas se observan
dependencia con la concentracion, a mayor concentracion mayor efecto, excepto en las
mezclas 1, 5y 6 sobre la velocidad de nacimiento de cotiledones, donde el
comportamiento se invierte, y en las mezclas 5y 6 sobre la velocidad de germinacion,

donde escasamente se observan diferencias entre las concentraciones.

Como ocurre cuando se analiza el porcentaje de germinacidon y cotiledones y
desarrollo de las plantulas, el efecto que producen las mezclas no es igual para todas
cuando el ensayo se realiza sobre suelo. Se observa que hay mezclas (I, 2'y 9) que
potencian el retraso de la germinacion y emergencia de cotiledones sobre suelo, mezclas
(3 y 6) que presentan el mismo efecto que en papel, y mezclas (7, 8 y 10) que aunque

siguen produciendo retraso, pierden efectividad en suelo.
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Tabla 31: Efecto de la mezcla de alelogquimicos identificados en el exudado de C. ladanifer a dos
concentraciones en el Indice de Vigor de la germinacion de R. crispus, sobre suelo y papel, expresado como
porcentaje relativo al control.

IVG (%)
Sobre suelo Sobre papel
0,5mM 0,1mM 1mM 0,5mM
Acido 4-hidroxibenzoico, acido p-anisico y azuleno (1) 31,3 56,5 34,8 75,9
+ acido hidroxicindmico (2) 24,6 51,3 9.4 42,3
+ acido cinamico (3) 25,3 30,1 2,0 21,6
+ acido hidroxicinamico + acido cinamico (4) 22,6 35,8 2,3 18,4
Acido feltrico, acido 4-hidroxibenzoico, acido oxalico,
acido metilmalonico, acido p-anisico,
y acido 3-hidroxibutirico (5) 21,1 18,6 5,1 36,5
+ acido hidroxicinamico (6) 19,3 16,5 33 21,4
+ acido cinamico (7) 31,8 41,6 0,3 9,7
+ acido hidroxicinamico + acido cinamico (8) 31,0 34,6 0,0 7,7
Acido cinamico y 4cido hidroxicindmico (9) 23,6 31,8 7,1 42,6

Acido ferlico, acido 4-hidroxibenzoico, acido oxalico,

acido p-anisico, acido cinamico, 4cido hidroxicinamico,

acido metilmaldnico, acido 3-hidroxibutirico y azuleno (10) 26,7 293 0,3 3,7
*significativamente no diferente al control p<0,05 (Mann-Whitney U-test)

(1) Mezcla de los compuestos que inhiben la longitud de las raices cuando se ensaya con ellos solos.

(5) Mezcla de los compuestos que inhiben la longitud de los cotiledones.

(9) Mezcla de los compuestos que inhiben el nacimiento de cotiledones y débilmente la germinacion.

(10) Mezcla de todos los compuestos.
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Tabla 32: Efecto de la mezcla de aleloquimicos identificados en el exudado de C. ladanifer a dos
concentraciones en el Indice de Vigor de la germinacion de R. crispus, sobre suelo y papel, expresado como
porcentaje relativo al control.

IVC (%)
Sobre suelo Sobre papel
0,5mM 0,1mM 1mM 0,5mM
Acido 4-hidroxibenzoico, acido p-anisico y azuleno (1) 41,0 34,9 36,0 66,7
+ acido hidroxicinamico (2) 34,6 55,4 1,6 44,5
+ acido cinamico (3) 28,3 34,9 1,3 19,8
+ acido hidroxicinamico + acido cinamico (4) 29,2 40,4 0,0 16,7
Acido feltrrico, acido 4-hidroxibenzoico, acido oxalico,
acido metilmalonico, 4cido p-anisico,
y acido 3-hidroxibutirico (5) 27,9 21,2 4,0 34,4
+ acido hidroxicinamico (6) 26,0 20,7 0,0 15,4
+ acido cinamico (7) 30,5 47,7 0,0 5,0
+ acido hidroxicinamico + acido cinamico (8) 38,7 38,3 0,0 3,8
Acido cinamico y acido hidroxicinamico (9) 26,1 35,3 4,1 42,0

Acido fertlico, acido 4-hidroxibenzoico, acido oxalico,

acido p-anisico, acido cinamico, acido hidroxicinamico,

acido metilmalonico, acido 3-hidroxibutirico y azuleno (10) 38,7 40,4 0,0 0,0
*significativamente no diferente al control p<0,05 (Mann-Whitney U-test)

(1) Mezcla de los compuestos que inhiben la longitud de las raices cuando se ensaya con ellos solos.

(5) Mezcla de los compuestos que inhiben la longitud de los cotiledones.

(9) Mezcla de los compuestos que inhiben el nacimiento de cotiledones y débilmente la germinacion.

(10) Mezcla de todos los compuestos.
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IV.3.- ENSAYO DE GERMINACION EN SUELOS ASOCIADOS A

Cistus ladanifer.

Con el objeto de cuantificar el efecto alelopatico en los suelos asociados a esta
especie se recogieron muestras de ellos, durante todos los meses y a lo largo de un ano.
En las Tablas 33, 34, 35 y 36 se muestra el porcentaje y el indice de vigor de la

germinacion en los meses ensayados y por estaciones.

Estos resultados ponen de relieve que los suelos de jarales inhiben la
germinacion de la especie ensayada. Esta inhibicidon no es uniforme ni entre los suelos

ensayados ni a lo largo del ano.

Las muestras de suelos S-1, S-2 y S-3 (Tabla 33) inhiben significativamente la
germinacion (p<0,05) durante los meses de Mayo, Noviembre y Febrero, ademas S-1 la
inhibe en Abril, Septiembre, Octubre y Enero, S-2 al igual que S-1 en Abril y S-3 en
Diciembre. El mayor porcentaje de inhibicion en S-1 se produce en Septiembre y en S-2

y S-3 en Noviembre.

Si analizamos estos resultados por estaciones (Tabla 34) en S-1 la germinacidon
se inhibe en todas ellas a excepcion del verano, en S-2 en otono e invierno y en S-3 solo

en invierno.

La cuantificacion del retraso en la germinacion medido a través del indice de
vigor pone de manifiesto (Tabla 35 y 36) que la germinacion ademéas de inhibida se
retrasa durante el mes de Junio, mientras que en Abril y Octubre, aunque si existe
inhibicion, no existe retraso. En S-2 en el mes de Enero no existe inhibicion pero si se
aprecia un retraso significativo y en S-3 coinciden aquellos meses donde la germinacion

se ve inhibida con retraso en la germinacion.

Si se analiza por estaciones, existen diferencias con respecto a la inhibicidon de

germinacion en s-2. existe retraso en la germinacion durante la primavera, en la cual no
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se observa inhibicidon y por el contrario, en otoho si se inhibe la germinacion y no se

aprecia retraso en la velocidad de germinacion.

Respecto al nacimiento de cotiledones (Tabla 37 y 38) las tres muestras de
suelos presentan el mismo patron que en la inhibicidon de la germinacidn, a excepcion
del S-2, en el cual la germinacion no es inhibida en Enero y si se observa un efecto

negativo significativo (p<0,05) en el nacimiento de cotiledones en este mes.

La velocidad en el nacimiento de cotiledones (Tabla 39 y 40) en S-1 se retrasa
en aquellos suelos donde existe inhibicion en el nacimiento de cotiledones a excepcidon
de Marzo, donde se observa un considerable retraso, y por el contrario, en Octubre y
Abril no se aprecian retrasos significativos en el nacimiento de cotiledones. S-3, ademas
de los meses en lo que se han detectado inhibiciones significativas, en Junio y Enero se
observa retrasos en la emergencia de los cotiledones. En S-2 durante la primavera

aunque no se aprecia inhibicion si se observa retraso en el nacimiento de cotiledones.
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Tabla 33: Porcentajes de germinacion de semillas de R.
crispus sembradas mensualmente en suelos asociados a C. ladanifer,
expresados como porcentajes relativos respecto al control.

Germinacion (%)

S-1 S-2 S-3

Abril (1999) 73,3% + 25,2 81,6% £9,3 93,9 +9,2
Mayo 75,5% = 15,1 64,5% + 3.8 71,3% + 11,5
Junio 76,5 + 18,1 85,3 + 14,0 79,1 + 7,1
Julio 107,0 + 12,1 1289 + 11,1 101,1 + 50,5
Agosto 100,5 + 34,9 83,1 +22,3 96,3 +18,6

Septiembre 30% + 19,7 89,3 + 39,1 92 + 8,7
Octubre 71,4% + 14,0 77,7 + 49,5 93,5 + 29,3
Noviembre 62,3% + 26,2 58,5% + 3.9 50,4% + 8,1
Diciembre 99,1 + 22,4 84,9 + 25,7 74,6% + 9.4
Enero (2000) 57,7% + 3,6 61,9 + 16,1 68,7 + 24,6
Febrero 75,5% + 14,2 67,2% + 22,2 75% £ 19,2
Marzo 79,4 + 252 101,3 + 11,7 98,2 + 20,3

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

Tabla 34: Porcentajes medios estacionales de la germinacion de semillas
de R. crispus sembradas en suelos asociados a C. ladanifer, expresados
como porcentajes relativos respecto al control.

Germinacion (%)

S-1 S-2 S-3
Primavera 76,0% + 3,1 82,4 + 18,4 87,8 £ 14,4
Verano 94,6 £ 16,1 99,0 + 25,8 92,1 £ 11,5
Otono 54,5% + 21,7 75,1*% £ 15,5 78,6 £ 244
Invierno 77,4% £ 20,7 71,3* £ 12,0 72,7% £ 3,5

*significativamente diferente del control p<0,05 (Mann-Whitney U-test)
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Tabla 35: Indices de Vigor de la germinacion de semillas de R.
crispus sembradas en suelos asociados a C. ladanifer, expresados
como porcentajes relativos respecto al control

IVG

S-1 S-2 S-3
Abril (1999) 86,6 + 28,5 90,3 + 18,5 101,4 + 23,9
Mayo 57,1* = 20,1 52,5% £ 22 58,1*% = 14,8
Junio 76,6% = 17,3 71,1 £21,6 59,3*% + 18,5
Julio 80,5 £ 21,3 114,77 = 23,4 76,4 £ 555
AgOStO 91,0 + 349 80,8 + 38,9 94,7 + 33,0
Septiembre 283% + 234 86,2 + 41,7 825+ 11,4
Octubre 105,4 + 28,8 115,7 = 58,0 125,0 = 46,1
Noviembre 62,8% + 26,6 50,8* + 5,3 48,6* + 10,8
Diciembre 96,8 + 35,9 74,2 + 33,6 67,3* = 18,3
Enero (2000) 40,6 + 14,5 47,6% + 12,8 61,9 + 33,0
Febrero 54,9% + 149 43,6*% + 12,6 66,5% + 23,7
Marzo 71,3 £ 30,4 80,6 + 16,8 90,3 + 22,3

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

Tabla 36: Indices de Vigor medios estacionales de la germinacion de
semillas de R. crispus sembradas en suelos asociados a C. ladanifer .
expresados como porcentajes relativos respecto al control.

IVG
S-1 S-2 S-3
Primavera 71,7% + 14,8 74.4% + 19,6 83,3 +224
Verano 82, 7+74 88,9 + 22,9 76,8% £ 17,6
Otono 65,5*% + 38,5 84,2 + 324 85,4 + 38,2
Invierno 64,1* + 292 55,1* + 16,6 65,2* £ 2,9

*significativamente diferente del control p<0,05 (Mann-Whitney U-test)
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Tabla 37: Porcentajes del nacimiento de cotiledones de semillas de R.
crispus sembradas en suelos asociados a C. ladanifer, expresados como

porcentajes relativos respecto al control.

Cotiledones (%)

S-1 S-2 S-3

Abril (1999) 73,3% £ 25,2 81,6 £ 9,2 95,5 + 9,4
Mayo 71,7* + 15,1 62,8% + 4.4 70,8% = 12,8
Junio 72,8 + 20,3 80,6 = 14,2 749 + 6,9
Julio 87,9 + 15,8 117,9 £ 9,1 83,5 + 532
AgOStO 97,8 + 35,2 80,9 + 19,8 93,6 + 19,5
Septiembre 28% + 19,7 88 + 39,9 91,3 £ 8,0
Octubre 70,1* + 14,4 74,9 + 50,3 92,7 + 30,3
Noviembre 62,3* + 26,1 56,0* + 49 50,4* x 8,1
Diciembre 94,0 + 26,5 81,4 + 27,1 73,5% + 10,2
Enero (2000) 48,1* + 7,8 58,4% + 154 72,1 £ 13,5
Febrero 72,7 + 13,4 66,1* = 21,1 73,8% = 20,0
Marzo 82,2 + 26,6 102,1 = 10,7 98,9 + 20,1

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

Tabla 38: Porcentajes medios estacionales del nacimiento de cotiledones

de semillas de R. crispus sembradas en suelos asociados a C.

ladanifer, expresados como porcentajes relativos respecto al control.

Cotiledones (%)

S-1 S-2 S-3
Primavera 75,7% £ 5,6 82,2 + 19,6 88,4 + 15,3
Verano 86,2 + 12,5 93,1 21,4 84,0 £ 9,3
Otono 53,4* £+ 224 72,9% = 16,0 78,1 + 24,0
Invierno 71,6% + 229 68,6% + 11,7 73,1% £ 0,9

*significativamente diferente del control p<0,05 (Mann-Whitney U-test)
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Tabla 39: Indices de Vigor del nacimiento de cotiledones de semillas de
R. crispus sembradas en suelos asociados a C. ladanifer, expresados

como porcentajes relativos respecto al control.

IVvC

S-1 S-2 S-3
Abril (1999) 85,3 + 28,5 94,6 + 5,5 102,1 12,6
Mayo 52,8% + 21,6 42,9% £ 2,1 48,9% + 13,9
Junio 75,1 + 26,7 82,4 + 1,8 66,1% + 12,1
Julio 86,8 + 5,0 117,2 + 26,0 76,6 + 68,5
Agosto 94,8 + 41,3 91,7 + 33,3 101,7 £ 50,6
Septiembre 21,7% + 17,6 75,0 £ 32,3 73,5 £ 10,0
Octubre 78,2 + 20,7 85,5 + 51,0 96,8 + 35,0
Noviembre 71,9% + 33,1 62,7*% + 6,0 54,9% + 12,7
Diciembre 96,3 + 41,4 72,8 + 31,6 70,4 + 27,6
Enero (2000) 46,2% + 10,1 64,7% + 12,6 67,3% + 29,4
Febrero 65,6% + 16,1 53,4% + 17,6 73,0% + 25,7
Marzo 53,3% + 23,1 66,2 + 15,2 77,5 + 17,0

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

Tabla 40: Indices de Vigor medios estacionales del nacimiento de
cotiledones de semillas de R. crispus sembradas en suelos asociados a
C. ladanifer, expresados como porcentajes relativos respecto al control.

IVC
S-1 S-2 S-3
Primavera 63,8% + 18,6 67,9% + 25,8 76,2 £ 26,6
Verano 85,6 9.9 97,1 £ 18,0 81,5+ 18,3
Otofno 57,2 + 30,9 744% + 11,4 75,1 £ 21,0
Invierno 69,3% + 252 63,6% + 9,7 70,2% + 2.8

*significativamente diferente del control p<0,05 (Mann-Whitney U-test)
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IV.4.- ANALISIS QUIMICO DE SUELOS ASOCIADOS A C.

ladanifer.

La inhibicidn en la germinacion observada en los suelos de jarales puede ser
consecuencia de los posibles aleloquimicos existentes en el suelo (procedentes del
exudado) o debido a una competencia por nutrientes. Para discernir entre estas dos
causas, se realizd el analisis edafologico a todos los suelos con los que se habia
ensayado la germinacion. Las Tablas 41-52 muestran los resultados de este analisis
realizado en los suelos de jarales y controles durante los meses muestreados. En las
Tablas (53 a 56) puede apreciarse la variacion de las caracteristicas edafologicas a lo

largo del ano de cada uno de los suelos.

Con respecto a los valores de calcio, los suelos S-2 y S-3 presentan valores mas
altos que S-1 y este Gltimo valores muy parecidos al control. Este elemento a lo largo
del afio se mantienen bastante constante a excepcion de los meses de primavera que

experimenta un descenso.

Los iones hierro, sodio y magnesio no muestran practicamente ninguna
variacion apreciable a lo largo del afio. En Junio y Julio puede observarse un pequeno
aumento del sodio. Entre suelos de jarales y suelos control tampoco existen diferencias,
solo en los meses de Enero y Febrero que se encuentran valores mas bajos de magnesio
para los controles y S-3, en Junio, que presenta un valor mas bajo de sodio que los

demas.

El contenido de potasio en los suelos es méas alto en los meses de Abril, Mayo,
Junio y Diciembre en los suelos S-2 y S-3. Con respecto a este elemento si se aprecian
diferencias entre los suelos controles y jarales, siendo mas alto en los jarales. A lo largo
del ano este elemento muestra una clara variacion, los suelos asociados a jarales baja en

otofio y en el control disminuye en otofio y en invierno.

El zinc es un elemento que presenta un comportamiento variable a lo largo del

ano y entre los suelos. En todos los meses el suelo control presenta un menor contenido
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que los suelos de jarales, pero también existe diferencias entre los propios suelos de

jarales. S-2 y S-3 poseen valores mas altos que S-1 en los meses de Abril, Junio,
Noviembre y Diciembre. Este elemento en S-1, S-2 y S-3 aumenta en Abril, Mayo y

Agosto y en el control aumenta de Abril a Agosto y disminuye de Diciembre a Marzo.

Con respecto al fosforo, disminuye en todos los suelos durante los meses de

otofio e invierno, presentando valores mas bajos los suelos controles.

El pH en los suelos de jarales y control es 4cido y practicamente no existen
diferencias entre ellos. En S-1, S-2 y S-3 se vuelve ligeramente mas acido en otofio y en

el control baja en el mes de Noviembre.

El porcentaje de materia organica es mas bajo en el suelo control que en los
suelos asociados a C. ladanifer, y los suelos S-2 y S-3 presentan valores mas altos que
S-1. El contenido de materia orgénica en suelos asociados a jarales es practicamente
igual durante todo el aho, mientras en el suelo control aumenta en Junio, Julio, Agosto y

Octubre.

En resumen, se puede concluir que existe una gran heterogeneidad en los
diferentes suelos. Observandose, de forma general, que el control tiene menor contenido
en nutrientes que los suelos asociados a jarales y que el suelo S-1, que es el que mas
inhibicion presenta, es el que mas semejanza presenta al suelo control durante algunos

meses y en algunos elementos.

En el analisis granulométrico se muestra que no existen diferencias significativas
entre los diferentes puntos estudiados. Tanto los suelos controles como los suelos jarales
presentan similares porcentajes de arena, limo y arcilla, y ademas ninguno de ellos
presenta variacion a lo largo del ano. En la Tabla 57 se muestra la media de los

diferentes meses de los suelos jarales y de los suelos control.
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Tabla 57: Caracteristicas granulométricas de los diferentes suelos estudiados
a lo largo del aho.

Arcilla (%) Limo (%) Arena (%)
Media Jara 22,29 + 1,38 743 £ 1,51 70,29 + 2,69
Media Control 25,71 = 1,85 12,00 + 3,21 62,29 + 4,00

Media Jara: promedio de todos los meses de suelos de jarales
Media Control: promedio de todos los meses de suelos controles.
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Tabla 41: Caracteristicas edafologicas de los diferentes puntos muestreados en el mes de abril.

ABRIL S-1 S-2 S-3 Control
Ca (ppm) 23,32 + 8,44 31,58 + 13,04 25,88 + 3,94 15,33 =+ 1,06
Mg(ppm) 4,76 + 2,36 4,55 + 1,96 3,87 + 0,66 2,65 + 0,06
Na(ppm) 8,51 + 2,36 8,60 + 1,37 6,96 + 2,69 9,15 £ 0,76

K(ppm) 29,76 + 3,75 40,5 + 7,95 31,10 £ 2,19 22,78 + 0,00
Zn(ppm) 0,72 £ 0,27 1,02 = 0,77 0,89 + 0,20 0,59 + 0,01
Fe (ppm) 29,51 =+ 3,17 26,90 + 5,48 26,29 + 6,65 28,79 = 0,45

P(ppm) 1,19 = 0,51 2,18 = 1,38 0,46 + 0,62 0,49 + 0,72

N(ppm) 409,5 + 34,65 1033,67 + 173,78 653,33 + 336,32 647,5 + 173,24

pH 6,33 £ 0,31 6,57 + 0,06 6,5 +0,10 6,05 + 0,07
9%MO 6,88 + 2,56 9,42 + 3,49 7,36 £ 0,75 4,89 + 0,26

9%M.0O, porcentage de materia organica

Tabla 42: Caracteristicas edafologicas de los diferentes puntos muestreados en el mes de mayo.

MAYO S-1 S-2 S-3 Control
Ca (ppm) 18,32 + 6,65 36,76 + 4,82 36,64 + 12,28 14,01 = 0,30
Mg(ppm) 3,93 + 1,09 5,38 + 0,92 4,73 + 1,85 2,94 + 0,39
Na(ppm) 7,5 + 4,08 6,60 + 0,76 8,36 + 3,32 8,54 + 0,65

K(ppm) 33,62 + 8,46 42,79 + 9,20 39,33 + 4,83 15,97 + 4,29
Zn(ppm) 0,78 + 0,28 1,35 + 0,37 1,37 £ 0,22 0,43 + 0,07
Fe (ppm) 29,54 + 2,80 27,48 + 5,37 27,23 + 3,47 2921 + 2,17

P(ppm) 0,38 + 0,22 0,69 + 0,23 0,58 + 0,15 0,21 + 0,02

N(ppm) 933,33 + 398,04 315 + 218,57 256,67 + 135,51 157,5 + 74,25
pH 6,53 + 0,06 6,67 + 0,12 6,67 0,12 5,6 + 0,28
%M.O 7,10 + 2,45 10,76 + 2,41 9,38 + 1,74 4,59 + 1,28

9%M.0O, porcentage de materia organica
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Tabla 43: Caracteristicas edafologicas de los diferentes puntos muestreados en el mes de junio.

JUNIO S-1 S-2 S-3 Control
Ca (ppm) 27,96 + 13,35 4523 + 11,66 36,44 + 4,43 34,53 + 17,24
Mg(ppm) 4,57 + 0,83 6,9 + 1,99 5,95 + 1,23 5,20 + 1,05
Na(ppm) 10,04 + 1,25 8,79 + 1,77 5,62 + 1,02 12,4 + 0,68

K(ppm) 34,67 + 1,63 42,97 + 6,31 36,74 + 1,57 29,58 + 9,74
Zn(ppm) 0,21 + 0,16 0,44 + 0,22 0,44 + 0,13 0,31 + 0,30
Fe (ppm) 32 +527 28,33 + 10,21 21,67 + 1,44 36,75 + 1591

P(ppm) 0,54 + 0,16 0,34 = 0,27 0,45 + 0,10 0,95 + 0,86

N(ppm) 373,33 + 434,81 291,67 + 233,04 385 + 160,39 332,5 + 321,73
pH 6,33 + 0,15 6,66 + 0,03 6,71 + 0,12 6,41 0,13
% M.O. 7,69 + 2,05 10,27 + 2,41 8,56 + 0,66 8,54 + 4,83

%M.O, porcentage de materia organica

Tabla 44: Caracteristicas edafologicas de los diferentes puntos muestreados en el mes de julio.

JULIO S-1 S-2 S-3 Control
Ca (ppm) 23,73 £ 3,36 33,26 +£ 0,58 35,32 £ 1,30 28,21 + 8,06
Mg(ppm) 447 £ 0,54 6,08 + 0,68 5,54 £ 0,12 471 £ 0,50
Na(ppm) 9,35 + 0,96 11,55 + 3,78 12,09 + 3,31 14,36 + 3,29

K(ppm) 38,05 + 4,29 41,74 = 3,98 33,21 £ 6,37 29,88 + 5,82
Zn(ppm) 0,24 = 0,12 0,38 = 0,05 0,32 = 0,28 0,23 = 0,22
Fe (ppm) 26,83 = 11,24 32,33 £ 9,67 22,5 + 5,07 34,5 +17,68

P(ppm) 1,21 = 1,11 0,90 = 0,64 0,44 * 0,24 0,42 + 0,13

N(ppm) 700 + 299,04 478,33 + 72,86 350 + 92,60 437,5 = 123,74
pH 6,22 + 0,47 6,44 + 0,28 6,62 + 0,10 6,22 + 0,40
% M.O. 6,61 + 3,71 11,50 = 1,22 9,72 + 1,50 6,77 + 3,81

%M.O, porcentage de materia organica
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MENU

SALIR

Tabla 45: Caracteristicas edafologicas de los diferentes puntos muestreados en el mes de agosto.

AGOSTO S-1 S-2 S-3 Control
Ca (ppm) 26,62 + 7,44 44,26 + 2,69 45,02 + 8,84 20,94 + 2,26
Mg(ppm) 5,11 £ 1,04 7,04 £ 1,50 6,69 + 0,42 4,03 + 0,26

Na(ppm) 8,74 + 0,50 10,17 + 1,35 9,17 £ 0,33 10 + 1,79
K(ppm) 37,56 + 2,91 44,36 + 6,25 37,49 + 5,47 22,31 + 1,41
Zn(ppm) 0,83 + 0,46 1,11 £ 0,13 1,03 + 0,40 0,30 + 0,02
Fe (ppm) 29,87 + 0,91 28,23 + 3,46 26,89 + 2,99 24,34 + 2,74
P(ppm) 0,45 + 0,22 1,35 + 0,08 0,45 + 0,10 0,31 + 0,02
N(ppm) 326,67 + 205,08 641,67 + 343,52 501,7 + 253,20 490 + 395,98
pH 6,37 £ 0,45 6,49 + 0,62 6,68 + 0,58 6,31 £ 0,01

% M.O. 8,32 + 0,86 10,90 + 1,81 9,61 + 1,88 6,11 + 0,93

%M.0, porcentage de materia orgénica

Tabla 46: Caracteristicas edafoldgicas de los diferentes puntos muestreados en el mes de septiembre

SEPTIEMBRE S-1 S-2 S-3 Control
Ca (ppm) 32,28 £1,25 54,8 £ 5,26 61,24 + 424 29,58 + 6,19
Mg(ppm) 4,26 + 0,81 5,61 £ 1,20 6,36 +£ 0,53 3,65 + 0,44
Na(ppm) 8,89 + 1,22 7,67 + 1,18 8,78 + 1,12 10,08 + 0,92

K(ppm) 30 £2,95 39,31 + 5,87 35,10 + 3,16 22,13 + 6,54
Zn(ppm) - 0,55 £ 0,05 1,10 £ 0,22 0,13 + 0,31
Fe (ppm) - 19,25 + 1,77 22,17 = 1,04 24,25 + 10,96
P(ppm) 0,37 + 0,02 0,43 + 0,09 0,55 + 0,25 0,37 + 0,16
N(ppm) 735 + 181,87 280 + 218,57 338,33 + 257,99 612,5 + 74,25
pH 5,85 £ 0,30 5,93 £0,22 5,97 £ 0,07 5,67 £ 0,26

% M.O. 7,92 + 0,54 9,38 + 0,10 9,92 + 0,90 4,96 + 2,07

%M.0, porcentage de materia organica
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Tabla 47: Caracteristicas edafoldgicas de los diferentes puntos muestreados en el mes de octubre.

OCTUBRE S-1 S-2 S-3 Control
Ca (ppm) 27,44 + 7,51 4572 + 12,49 46,2 + 10,55 27,72 + 5,77
Mg(ppm) 3,90 + 1,22 4,32 + 1,40 4,36 1,26 3,23 + 0,30
Na(ppm) 6,92 + 0,84 6,62 + 1,44 6,51 + 1,25 12,79 + 6,77

K(ppm) 20,77 + 8,50 30,88 + 3,45 24,83 + 425 34 + 17,32

Zn(ppm) 0,67 = 0,41 0,69 + 0,43 0,29 + 0,35 0,29 + 0,21
Fe(ppm) 31,67 + 13,25 26,33 + 11,88 19+1,0 22,25 + 035
P(ppm) 0,37 = 0,11 0,41 + 0,06 0,32 + 0,04 0,32 + 0,03
N(ppm) 344,17 + 399,19 863,33 + 665,31 898,33 + 687,94 122,5 + 24,75
pH 5,52+ 0,51 597 + 0,22 5,96 + 0,14 6,12 + 0,08

% M.O. 6,91 + 2,32 9,55 + 0,96 8,04 + 2,04 6,08 + 0,47

%M.0O, porcentage de materia organica

Tabla 48: Caracteristicas edafologicas de los diferentes puntos muestreados

en el mes de

noviembre.

NOVIEMBRE S-1 S-2 S-3 Control
Ca (ppm) 27,68 + 2,43 54,6 + 12,26 48,08 + 4,16 22,14 + 2,63
Mg(ppm) 4,00 + 0,26 4,88 + 1,83 5,48 + 0,65 2,84 + 0,49
Na(ppm) 8,95 + 0,63 9,68 + 1,03 8,98 + 0,48 9,31 + 1,11

K(ppm) 25 + 6,03 26,48 + 4,52 2425+ 1,9 4+ 1,41
Zn(ppm) 0,08 + 0,05 0,86 + 0,47 0,79 + 0,24 0,01 + 0,01
Fe(ppm) 22,67 + 1,61 26,33 + 9,67 22 + 4,36 19,25 + 3,18
P(ppm) 0,29 + 0,02 0,33 + 0,06 0,34 + 0,03 0,27 + 0,06
N(ppm) 326,67 + 40,41 140 = 70,0 105 + 0,0 385 + 98,99
pH 5,78 + 0,15 5,86 + 0,15 5,82 + 0,23 4,67 + 0,24
% MO 6,36 + 0,67 10,46 + 2,04 8,27 + 0,60 2,16 + 0,39

%M.0O, porcentage de materia organica
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Tabla 49: Caracteristicas edafologicas de los diferentes puntos muestreados en el mes de

diciembre.

DICIEMBRE S-1 S-2 S-3 Control
Ca (ppm) 23,41 +£4,75 45,53 + 13,15 46,58 +7,16 29,99 + 16,95
Mg(ppm) 4,18+0,73 5,66 + 1,83 6,41+ 1,44 536+227
Na(ppm) 9,24+ 1,69 8,72+ 0,91 7,53+0,73 10,02 £+ 1,60

K(ppm) 23,82 + 10,71 40,60 + 5,80 35,37+ 2,66 15,37 + 8,20

Zn(ppm) 0,34+ 0,05 0,68 + 0,23 0,68 £ 0,23 0,14+ 0,06

Fe(ppm) 34,93 + 0,62 31,83+ 7,76 28,86 £ 1,86 31,89 + 5,81

P(ppm) 0,13+ 0,06 0,19+ 0,09 0,15+ 0,03 0,045 £ 0,01
N(ppm) 506,33 £ 305,63 854 +£ 634,92 560 +£202,52 1095,5 +£579,12

pH 6,34+ 0,28 6,62 + 0,09 6,35+ 0,05 6,32+0,19

% M.O. 6,88 + 2,56 9,42 + 3,49 7,36 £ 0,75 4,89+ 0,26

%M.O, porcentage de materia organica

Tabla 50: Caracteristicas edafologicas de los diferentes puntos muestreados en el mes de enero.

ENERO S-1 S-2 S-3 Control
Ca (ppm) 25,03 + 4,68 66,69 + 12,04 44,90 = 11,39 19,25 + 0,82
Mg(ppm) 4,75+ 0,47 7,20 + 2,00 5,98+ 1,67 3,54+ 0,70
Na(ppm) 7,21 +£0,58 7,78 £ 1,13 7,49 £2.72 7,24 + 1,05

K(ppm) 33,00 + 4,75 37,93 £ 4,69 27,77 £ 8,12 12,87 + 0,08
Zn(ppm) 0,42 + 0,02 0,52 +0,12 04+0,17 0,06 + 0,06
Fe(ppm) 33,74 43,00 33,74+ 5,30 30,05 + 3,32 31,71 £6,57

P (ppm) 0,12 +0,01 0,13+ 0,06 0,11 +0,02 0,09 £0,01

N(ppm) 695,33 £ 258,27 1005,67 + 935,60 466,67 + 10,69 427,00 + 29,70

pH 6,40 £ 0,30 6,63 £0,06 6,67 +0,15 6,10 +0,42
% M.O. 7,00 £ 1,27 9,66 + 3,25 9,66 + 0,91 3,08 +£0,26

%M.O, porcentage de materia organica
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Tabla 51: Caracteristicas edafologicas de los diferentes puntos muestreados en el mes de febrero.

FEBRERO S-1 S-2 S-3 Control
Ca (ppm) 28,59 + 9,47 61,37 + 10,88 53,30 £ 2,49 23,26 £ 9,76
Mg(ppm) 4,81 0,79 6,93 + 1,19 6,41 + 0,82 3,42 + 0,93
Na(ppm) 7,06 + 1,49 6,71 + 0,64 6,51 + 1,62 9,83 £ 0,95

K(ppm) 28,84 + 2,84 35,84 + 7,64 29,25 + 5,78 14,55 + 2,21
Zn(ppm) 0,38 + 0,25 0,57 + 0,01 0,42 + 0,04 0,13 £ 0,0
Fe(ppm) 35,76 + 3,79 30,76 + 5,78 23,14 + 4,34 25,82 + 1,77
P(ppm) 0,12 + 0,05 0,15 + 0,06 0,10 + 0,01 0,04 + 0,01
N(ppm) 746,67 + 317,58 1493,33 + 767,88 1421 + 370,21 430,5 + 292,04
pH 6,5 + 0,44 6,77 = 0,06 6,77 = 0,06 5,75 + 0,92
9% M.O. 7,85 + 1,79 9,42 + 2,61 8,33 + 0,36 3,62 + 0,51

%M.0O, porcentage de materia organica

Tabla 52: Caracteristicas edafologicas de los diferentes puntos muestreados en el mes de marzo.

MARZO S-1 S-2 S-3 Control
Ca (ppm) 19,30 + 3,75 37,95 £ 17,98 31,87 + 1,56 27,80 + 4,03
Mg(ppm) 4,38 + 0,71 4,88 = 1,60 5,00 £ 0,68 4,01 0,41
Na(ppm) 8,63 + 1,48 6,96 = 1,04 6,72 = 0,61 8,92 + 0,47
K(ppm) 27, 00 = 4,66 31,20 = 4,93 23,59 + 7,14 14,01 = 1,85
Zn(ppm) 0,23 = 0,20 0,36 + 0,19 0,28 + 0,16 0,11 £0,14
Fe(ppm) 33,26 +£ 3,24 28,14 + 10,18 26,36 + 0,94 3421 + 7,07
P(ppm) 0,12 = 0,07 0,13 + 0,03 0,13 0,07 0,09 + 0,01
N(ppm) 450,33 + 208,40 856,33 = 309,61 571,67 = 81,13 623 + 306,88
pH 6,34 + 0,28 6,62 + 0,09 6,35 + 0,05 6,32 + 0,19

% M.O. 6,76 + 2,54 8,69 = 1,31 6,76 = 0,84 4,35 + 2,56

%M.0, porcentage de materia organica
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Tabla 53: Caracteristicas edafologicas de S-1 a lo largo del ano.

S-1 Ca (ppm) Mg(ppm) Na(ppm) K(ppm) Zn(ppm) Fe (ppm) P(ppm) N(ppm) pH % M.O.
Abril (1999) 23,32 4,76 8,51 29,76 0,72 29,51 1,19 409,50 6,33 6,88
Mayo 18,32 3,93 7,50 33,62 0,78 29,54 0,38 933,33 6,53 7,10
Junio 27,96 4,57 10,04 34,67 0,21 32,00 0,54 373,33 6,33 7,69
Julio 23,73 4,47 9,35 38,05 0,24 26,83 1,21 700,00 6,22 6,61
Agosto 26,62 5,11 8,74 37,56 0,83 29,87 0,45 326,67 6,37 8,32
Septiembre 32,28 4,26 8,89 30,00 - - 0,37 735,00 5,85 7,92
Octubre 27,44 3,90 6,92 20,77 0,67 31,67 0,37 344,17 5,52 6,91
Noviembre 27,68 4,00 8,95 25,00 0,08 22,67 0,29 326,67 5,78 6,36
Diciembre 23,41 4,18 9,24 23,82 0,34 34,93 0,13 506,33 6,34 6,88
Enero (2000) 25,03 4,75 7,21 33,00 0,42 33,74 0,12 695,33 6,40 7,00
Febrero 28,59 4,81 7,06 28,84 0,38 35,76 0,12 746,67 6,50 7,85
Marzo 19,30 4,38 8,63 27,00 0,23 33,26 0,12 450,33 6,34 6,76

%M.0O, porcentage de materia organica.
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Tabla 54: Caracteristicas edafologicas de S-2 a lo largo del ano.

S-2 Ca (ppm) Mg(ppm) Na(ppm) K(ppm) Zn(ppm) Fe (ppm) P(ppm) N(ppm) pH % M.O.
Abril (1999) 31,58 4,55 8,60 40,50 1,02 26,90 2,18 1033,67 6,57 9,42
Mayo 36,76 5,38 6,60 42,79 1,35 27,48 0,69 315,00 6,67 10,76
Junio 45,23 6,90 8,79 42,97 0,44 28,33 0,34 291,67 6,66 10,27
Julio 33,26 6,08 11,55 41,74 0,38 32,33 0,90 478,33 6,44 11,50
Agosto 4426 7,04 10,17 44,36 1,11 28,23 1,35 641,67 6,49 10,90
Septiembre 54,80 5,61 7,67 39,31 0,55 19,25 0,43 280,00 5,93 9,39
Octubre 45,72 4,32 6,62 30,88 0,69 26,33 0,41 863,33 5,97 9,55
Noviembre 54,60 4,88 9,68 26,48 0,86 26,33 0,33 140,00 5,86 10,46
Diciembre 45,53 5,66 8,72 40,60 0,68 31,83 0,19 854,00 6,62 9,42
Enero (2000) 66,69 7,20 7,78 37,93 0,52 33,74 0,13 1005,67 6,63 9,66
Febrero 61,37 6,93 6,71 35,84 0,57 30,76 0,15 1493,33 6,77 9,42
Marzo 37,95 4,88 6,96 31,20 0,36 28,14 0,13 856,33 6,62 8,69

9%M.0O, porcentage de materia organica.
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Tabla 55: Caracteristicas edafologicas de S-3 a lo largo del ano.

S-3 Ca (ppm) Mg(ppm) Na(ppm) K(ppm) Zn(ppm) Fe (ppm) P(ppm) N(ppm) pH %0 M.O.
Abril (1999) 25,88 3,87 6,96 31,10 0,89 26,29 0,46 653,33 6,50 7,36
Mayo 36,64 4,73 8,36 39,33 1,37 27,23 0,58 256,67 6,67 9,38
Junio 36,44 5,95 5,62 36,74 0,44 21,67 0,45 385,00 6,71 8,56
Julio 35,32 5,54 12,09 33,21 0,32 22,50 0,44 350,00 6,62 9,72
AgostO 45,02 6,69 9,17 37,49 1,03 26,89 0,45 501,67 6,68 9,61
Septiembre 61,24 6,36 8,78 35,10 1,10 22,17 0,55 338,33 5,97 9,92
Octubre 46,20 4,36 6,51 24,83 0,29 19,00 0,32 898,33 5,96 8,04
Noviembre 48,08 5,48 8,98 24,25 0,79 22,00 0,34 105,00 5,82 8,27
Diciembre 46,58 6,41 7,53 35,37 0,68 28,86 0,15 560,00 6,35 7,36
Enero (2000) 44,90 5,98 7,49 27,77 0,40 30,05 0,11 466,67 6,67 9,66
Febrero 53,30 6,41 6,51 29,25 0,42 23,14 0,10 1421,00 6,77 8,33
Marzo 31,87 5,00 6,72 23,59 0,28 26,36 0,13 571,67 6,35 6,76

%M.O, porcentage de materia organica.
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Tabla 56: Caracteristicas edafologicas del control a lo largo del afo.

CONTROL _ Ca (ppm)Mg(ppm) Na(ppm) K(ppm) Zn(ppm) Fe (ppm) P(ppm) N(ppm) pH % M.O.
Abril (1999) 15,33 2,65 9,15 22,79 0,59 28,79 0,49 647,50 6,05 4,89
Mayo 14,01 2,94 8,54 15,96 0,43 29,21 0,21 157,50 5,60 4,59
Junio 34,53 5,20 12,40 29,58 0,30 36,75 0,95 332,50 6,41 8,54
Julio 28,21 4,71 14,37 29,88 0,23 34,50 0,42 437,50 6,22 6,77
Agosto 20,94 4,03 10,00 22,31 0,30 24,34 0,31 490,00 6,32 6,11
Septiembre 29,58 3,65 10,08 22,13 0,13 24,25 0,37 612,50 5,68 4,96
Octubre 27,72 3,23 12,79 34,00 0,29 22,25 0,32 122,50 6,12 6,08
Noviembre 22,14 2,84 9,31 4,00 0,01 19,25 0,27 385,00 4,67 2,16
Diciembre 29,99 5,36 10,02 15,37 0,14 31,89 0,05 1095,50 6,32 4,89
Enero (2000) 19,25 3,54 7,24 12,87 0,06 31,71 0,09 427,00 6,10 3,08
Febrero 23,26 3,42 9,83 14,55 0,13 25,82 0,04 430,50 5,75 3,62
Marzo 27,80 4,01 8,92 14,01 0,11 34,21 0,09 623,00 6,32 4,35

%M.0O, porcentage de materia organica.
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IV.5.- EXTRACCION E IDENTIFICACION DE COMPUESTOS EN
SUELOS ASOCIADOS A C. ladanifer.

Se han realizado dos estudios con respecto a la cuantificacion de compuestos en
suelos. Se ha determinado la cantidad de fenoles totales en suelo, y por HPLC se ha

analizado la cantidad de cada compuesto por separado.

IV.5.1.- Distribucion de los fenoles totales en suelos asociados a C. ladanifer.

La Tabla 58 muestra la concentracion de fenoles totales en los diferentes puntos estudiados a lo
largo de todo el ano. Estos resultados se han expresado como cantidad de acido cindmico, que es el
compuesto que se ha utilizado como patréon. Hay que destacar que los resultados obtenidos no son vélidos
para cuantificar los fenoles absolutos, sino que exclusivamente nos sirve como sistematica de

comparacidn entre los suelos y sus variaciones a lo largo del tiempo.

Los resultados muestran que el control tiene menor cantidad de fenoles que los
suelos de jarales, aunque S-1y S-3 del mes de Abril y S-1 y S-2 de Agosto tienen un

valor menor que el control.

Existe una clara variacion a lo largo del afho en los fenoles totales y entre los
suelos. La mayor cantidad de fenoles se aprecia en S-1, seguido de S-3 y S-2. En S-1 los
valores mas altos lo presentan los meses de Marzo, Julio, Agosto, Septiembre, Enero y
Febrero. En S-2 la distribucidon de fenoles totales es mas homogénea a lo largo del ano,
predominando en los meses de Mayo, Junio y Febrero. S-3 muestra un patron parecido

a S-1 existiendo mayor cantidad de fenoles en Marzo, Junio, Agosto, Enero y Febrero.

Si se considera la media de los suelos, para cuantificar los fenoles totales, se
aprecia que la variacion durante los diferentes meses del afo de la concentracion de
fenoles totales en suelos asociados a C. ladanifer es mayor que en suelos control (K-W

test; p=0,0001; p=0,03, respectivamente) (Tabla 59). La cantidad de fenoles totales es
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mayor en los suelos asociados a C. ladanifer que en suelos control a excepcion de los

meses abril, agosto y diciembre, siendo significativamente mayor (M-W test; p<0,05)

en los meses de enero, febrero, marzo, mayo, octubre y noviembre, encontrando en

estos suelos de 82,7 a 1443,9% mas de fenoles totales que en los suelos control. La

concentracion de fenoles totales en los suelos asociados a C. ladanifer y suelos control

varia de 6,4 a 38,2ug/g y de 1,3 a 26,0ug/g de suelo, respectivamente. L.a concentracion

minima se encuentra en los meses de abril y diciembre en los suelos asociados a C.

ladanifer, y en mayo, octubre y noviembre en suelos control.

Tabla 58: Concentracion de fenoles totales presentes en los suelos estudiados a lo
largo del anho, expresada como ug/g de acido cinamico.

S-1 S-2 S-3 Control
Marzo 30,7+ 12,8 152+4,6 25,0 £24,5 5,6 £0,7
Abril 5,152 15,9 £ 10,2 3,5+28 11,1 £2,6
Mayo 17,3 +£21,7 223+11,0 11,0+4,8 2,9+0,7
Junio 184+73 28,5 +42,5 18,3+ 14,1 12,6 £9,2
Julio 239+235 11,8 £6,8 10,8 + 5,7 8,8+0,7
Agosto 24,7 + 10,6 17,7+7,6 34,2 +9,7 26,0+ 11,2
Septiembre 50,3 +£50,3 17,0 £12,7 12,9 +7,6 12,3+0,1
Octubre 16 + 13,8 19,9 £ 20,8 20,9+ 11,8 1,3+0,7
Noviembre 75+44 12,2 +4)5 20,5+ 15,2 3,1£0,7
Diciembre 5,628 54+0,8 85+14 3,627
Enero 28,6 9,1 16,7+5,0 253+99 6,2+19
Febrero 46,2 + 16,4 2,9+139 36,5 £13,1 5,6 1,7
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Tabla 59: Media de la concentracidn de fenoles totales en suelos asociados a Cistus
ladanifer 'y en suelos Control estudiados a lo largo del ano.

Fenoles Totales (ug/g suelo)

%incremento(+)/disminucion(-)
Suelos C. ladanifer

Control respecto a suelos control
Marzo 25,7 +12,3% 5,6 £0,65 3744
Abril 8,6 +6,8 11,1 £2,6 682,1
Mayo 17,1 £10,2%* 2,9 +0,65 463,1
Junio 23,2+204 12,7+9,2 -77,5
Julio 169+ 14,4 8,8 + 0,65 589,7
Agosto 255+11,6 26,0+ 11,2 182,7
Septiembre 16,7 10,5 12319 192,1
Octubre 20,2 + 10,4* 1,3+0,1 2,0
Noviembre 14,2 + 8,4* 3,1 £0,65 135,7
Diciembre 6,4+23 6,627 1553.9
Enero 23,4 +£9,55% 6,25+19 458,1
Febrero 38,2 +10,3* 56+1,75 -4,0
p(K-W) 0,0001 0,03

* Significativamente diferente del control (Mann-Whitney p<0,05).

"Resultados del test Kruskal-Wallis para la variacion anual de fenoles totales
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IV.5.2.- Identificacion y cuantificacion por HPLC de compuestos presentes en

suelos asociados a C. ladanifer.

-. Identificacion:

De la extraccidon con metanol de los suelos asociados a jarales y suelos controles
se detectaron por HPLC diferentes compuestos. Estos compuestos se encuentran en el
exudado de C. ladanifer y solo algunos de ellos se encontraron también en el suelo
control. Los compuestos, que no se han detectado en el exudado no fueron considerados

en este estudio.

En los cromatogramas obtenidos se pudieron identificar, comparando el espectro
y tiempos de retencidon de patrones de compuestos identificados, flavonoides como la
Ap , el K-3 y el K-3,7, otros acidos fendlicos como hidroxibenzoico, cindmico e
hidroxicindmico y un hidrocarburo, azuleno. Estos compuestos juntos con otros no
identificados, pero que si estan presentes en el exudado de C. ladanifer se muestran en

la Tabla 60.
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Tabla 60: Compuestos extraidos de suelos asociados a C. ladanifer.

Compuesto Tiempo de retencion A max. Presencia
(min.) (nm.) control

Acido hidroxibenzoico 3,5 254.9 Si
Acido cinamico 3,8 270 Si
Sin identificar 4,7 253 No
Flavona sin identificar 5 229-265-317 No
Acido hidroxicinamico 5,8 254 Si
Sin identificar 6,5 245 No
Sin identificar 7 240 No
Ap 8 265-340 No
Sin identificar 9 252,6 Si
Sin identificar 10 240,8 No
K-3 11 365-350 No
Sin identificar 16 258.,5 No
Sin identificar 17 2443 No
Azuleno 21 273,8 No
K-3,7 22 265-350 No
Sin identificar 25 253 No
Sin identificar 36 240 No
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-. Cuantificacion:

Como puede apreciarse la composicion de los suelos de jarales y suelos
controles es muy diferente (Tablas 61-79). De todos estos compuestos, en los suelos
control sdlo se ha detectado el acido hidroxibenzoico en Junio, Julio, Agosto,
Septiembre, el compuesto de longitud de onda maxima igual a 252,6 en Diciembre,

Enero, y Marzo y el 4cido hidroxicindmico en Marzo, en cantidades muy bajas.

Entre los suelos de jarales la distribucion de estos compuestos a lo largo del aho
y entre ellos es bastante heterogénea. La composicion de estos compuestos varia entre
los meses cuantitativa y cualitativamente. S6lo el K-3 y la flavona son detectados a lo

largo de todos los meses muestreados.

De los tres puntos seleccionados el S-2 es el que menor variedad de compuestos

presenta a la vez que menor cantidad de cada uno de ellos, seguido de S-1y S-3.

En todos ellos se observa que la mayor cantidad de compuestos se produce en
los meses de otofio e invierno y la menor en los meses correspondientes a primavera.
Hay que destacar por tanto que la composicion de estos compuestos presentan
variaciones estacionales. De esta forma, el 4cido hidroxibenzoico es detectado en los
tres puntos de muestreos de jarales y el control, practicamente todo el aho a excepcion
de los meses de Enero y Febrero en los jarales y durante el verano en el control. Por el
contrario el acido cinamico, es detectado sdlo en Septiembre en el S-1, Diciembre en el

S-2 y Octubre y Diciembre en S-3.

El hidroxicinamico, no es detectado en los meses de primavera en los suelos de
jarales, pero si en el control. Los compuestos de longitud de onda maxima 252,6 y 240,8
son detectados practicamente todos los meses, pero se observa una clara variacion
cuantitativa, siendo estos compuestos mas abundantes durante los meses de invierno.
Los compuestos que absorben a 258,5 y 244.,3 presentan el mismo comportamiento,
aumentando la cantidad de ellos en los meses de invierno. Por el contrario, no se
detectan los compuestos 253,7 y 240 durante los meses de invierno y es en la primavera
cuando presentan mayor cantidad, en concreto en el mes de Marzo. Otro compuesto con

una clara distribucion estacional es el azuleno. Este aunque no aparece siempre en los
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mismos suelos a lo largo de los diferentes meses, es mas abundante en primavera y

verano.

Tabla 61: Presencia de los compuestos separados por
HPLC, en los suelos recogidos de los diferentes puntos de
muestreo en el mes de enero*.

ENERO S1 S2 S3 C

Ac. hidroxibenzoico - - - B

Ac. cinamico - - - -

S.I. Amax. 253nm S - - _
Flavona sin identifiar - - + -
Ac. hidroxicinamico + - + -

S.I. Amax. 245nm - - - _

S.I. Amax. 240nm + - - .

Apigenina - - - -

S.I. Amax. 252,6nm + + ++ +
S.1. Amax. 240,8nm + ; - 3
K-3 - - - .

S.I. Amax. 258,5nm + B } N
S.I. Amax. 244,3nm + - n .
Azuleno + + - .
K-3,7 + - - .

S.I. Amax. 253,7nm - - n .
S.I. Amax. 240nm - , ; B}

*Estos compuestos se han cuantificado en unidades de absorbancia

'-": ausencia del compuesto

'+': compuesto con absorbancia <0,001

'++': compuesto con absorbancia >0,001<0,003
'+++'": compuesto con absorbancia >0,003<0,01
'++++'":compuesto con absorbancia >0,01

S.I: Compuesto sin identificar.
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Tabla 62: Presencia de los compuestos separados por
HPLC, en los suelos recogidos de los diferentes puntos de
muestreo en el mes de febrero*.

FEBRERO S1 S2 S3 C

Ac. hidroxibenzoico - - ; .

Ac. cinAmico - - - .
S.I. Amax. 253nm ; - . 3

Flavona sin identifiar - + ++ -
Ac. hidroxicinamico + + - -
S.I. Amax. 245nm - } . 3
S.I. Amax. 240nm ¥ ; - 3
Apigenina - - - -

S.I. Amax. 252,6111’1’1 + ++ +++ -
S.I. Amax. 240,8nm - - + .
K-3 ++ ++ + -

S.I. Amax. 258,5nm ++ + " 3
S.I. Amax. 244,3nm ¥ ; - 3
Azuleno - - } .
K_3’7 + - ++ -

S.I. Amax. 253,7nm - ; - 3
S.I. Amax. 240nm - ; - .

*Estos compuestos se han cuantificado en unidades de absorbancia
'-': ausencia del compuesto

'+': compuesto con absorbancia <0,001

'++': compuesto con absorbancia >0,001<0,003

'+++': compuesto con absorbancia >0,003<0,01
'++++':compuesto con absorbancia >0,01

S.I: Compuesto sin identificar.
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Tabla 63: Presencia de los compuestos separados por
HPLC, en los suelos recogidos de los diferentes puntos de

muestreo en el mes de marzo*.

MARZO S1 S2 S3 C

Ac. hidroxibenzoico ++ + + -
Ac. cinamico - - - .
S.I. Amax. 253nm + - + B}
Flavona sin identifiar - - - -
Ac. hidroxicinamico - - - +
S.I. Amax. 245nm - - - .
S.I. Amax. 240nm + - - .
Apigenina - - - -

S.I. Amax. 252,6nm i - . +
S.I. Amax. 240,8nm ++ + + .
K-3 - + + .

S.I. Amax. 258,5nm - - B, B}
S.I. Amax. 244,3nm ++ - + -
Azuleno - - - -
K-3,7 - - - -

S.I. Amax. 253,7nm 4+ + + .
S.I. Amax. 240nm ++ + + B}

*Estos compuestos se han cuantificado en unidades de absorbancia

'-': ausencia del compuesto

'+': compuesto con absorbancia <0,001

'++': compuesto con absorbancia >0,001<0,003
'+++'": compuesto con absorbancia >0,003<0,01
'++++":compuesto con absorbancia >0,01

S.I: Compuesto sin identificar.
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Tabla 64: Presencia de los compuestos separados por
HPLC, en los suelos recogidos de los diferentes puntos de
muestreo en el mes de abril*.

ABRIL S1 S2 S3 C

Ac. hidroxibenzoico +++ +++ + -

Ac. cinAmico - - - -

S.I. Amax. 253nm + 44+ + -
Flavona sin identifiar - + - .
Ac. hidroxicinamico - + - R

S.I. Amax. 245nm - - ) B
S.I. Amax. 240nm - - ) B
Apigenina - - - .

S.I. Amax. 252,6nm + + } _
S.I. Amax. 240,8nm - - } .
K-3 - - - B

S.I. Amax. 258,5nm - } - .
S.I. Amax. 244,3nm - } - .

Azuleno - - + }
K-3,7 - . - ,

S.I. Amax. 253,7nm + + - B
S.I. Amax. 240nm - - - }

*Estos compuestos se han cuantificado en unidades de absorbancia

'-': ausencia del compuesto

'+': compuesto con absorbancia <0,001

'++': compuesto con absorbancia >0,001<0,003
'+++": compuesto con absorbancia >0,003<0,01
'++++":compuesto con absorbancia >0,01

S.I: Compuesto sin identificar.
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Tabla 65: Presencia de los compuestos separados por
HPLC, en los suelos recogidos de los diferentes puntos de
muestreo en el mes de mayo*.

MAYO S1 S2 S3 C

Ac. hidroxibenzoico 4+ -+ +4++ -

Ac. cinamico - - - -
S.I. Amax. 253nm + +++ + -
Flavona sin identifiar + +4++ - .

Ac. hidroxicinAmico - - ; .
S.I. Amax. 245nm , } . _

S.I. Amax. 240nm - - _ B}
Apigenina - - - -

S.I. Amax. 252,6nm - - } .
S.I. Amax. 240,8nm - + - _
K-3 . - . B

S.I. Amax. 258,5nm - - ) B
S.I. Amax. 244,3nm - - - B

Azuleno - - ++ N
K-3,7 - - - ,

S.I. Amax. 253,7nm - - - B}
S.I. Amax. 240nm - - + _

*Estos compuestos se han cuantificado en unidades de absorbancia
'-': ausencia del compuesto

'+': compuesto con absorbancia <0,001

'++': compuesto con absorbancia >0,001<0,003

'+++": compuesto con absorbancia >0,003<0,01
'++++'":compuesto con absorbancia >0,01

S.I: Compuesto sin identificar.
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Tabla 66: Presencia de los compuestos separados por
HPLC, en los suelos recogidos de los diferentes puntos de

muestreo en el mes de junio*.

JUNIO S1 S2 S3 C

Ac. hidroxibenzoico ++++ + - +
Ac. cinamico - - - .
S.I. Amax. 253nm - - - .
Flavona sin identifiar + - - -
Ac. hidroxicindmico - - - -
S.I. Amax. 245nm - - - .
S.I. Amax. 240nm - - - .
Apigenina + - . -

S.I. Amax. 252,6nm - - , -
S.I. Amax. 240,8nm - i + -
K-3 +++ ++ 4+ -

S.I. Amax. 258,5nm - - . -
S.I. Amax. 244,3nm - - , .
Azuleno ++ + + -
K-3,7 + + ++ _

S.I. Amax. 253,7nm ¥ - + .
S.I. Amax. 240nm + } 4 B

*Estos compuestos se han cuantificado en unidades de absorbancia

'-': ausencia del compuesto

'+': compuesto con absorbancia <0,001

'++': compuesto con absorbancia >0,001<0,003
'+++'": compuesto con absorbancia >0,003<0,01
'++++":compuesto con absorbancia >0,01

S.I: Compuesto sin identificar.
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Tabla 67: Presencia de los compuestos separados por
HPLC, en los suelos recogidos de los diferentes puntos de

muestreo en el mes de julio*.

JULIO S1 S2 S3
Ac. hidroxibenzoico +++ +++ ++++
Ac. cinamico - - B
S.I. Amax. 253nm - - +
Flavona sin identifiar ++ - ++
Ac. hidroxicinamico + - +
S.I. Amax. 245nm . , .
S.I. Amax. 240nm + } .
Apigenina - - -
S.I. Amax. 252,6nm ++ } .
S.I. Amax. 240,8nm - - B}
K‘3 + - +
S.I. Amax. 258,5nm - - B}
S.I. Amax. 244,3nm - - B}
Azuleno + - +
K-3,7 - , B}
S.I. Amax. 253,7nm + ; B}

S.I. Amax. 240nm

*Estos compuestos se han cuantificado en unidades de absorbancia

'-": ausencia del compuesto

'+': compuesto con absorbancia <0,001

'++'": compuesto con absorbancia >0,001<0,003
'+++'": compuesto con absorbancia >0,003<0,01
'++++":compuesto con absorbancia >0,01

S.I: Compuesto sin identificar.
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Tabla 68: Presencia de los compuestos separados por
HPLC, en los suelos recogidos de los diferentes puntos

de muestreo en el mes de agosto*.

AGOSTO S1 S2 S3 C

Ac. hidroxibenzoico oo oot oot 4+
Ac. cinamico - - - -
S.I. Amax. 253nm + - ++ _
Flavona sin identifiar + - ++ -
Ac. hidroxicinamico - - - -
S.I. Amax. 245nm - - } B
S.I. Amax. 240nm - - } B
Apigenina - - - -
S.I. Amax. 252,6nm + - . B
S.I. Amax. 240,8nm ¥ - } .
K-3 + + 4+ -
S.I. Amax. 258,5nm - - } .
S.I. Amax. 244,3nm - - + .
Azuleno - + - -
K_3’7 - + ++ -

S.I. Amax. 253, 7nm
S.I. Amax. 240nm

*Estos compuestos se han cuantificado en unidades de absorbancia

'-' ausencia del compuesto

'+': compuesto con absorbancia <0,001

'++': compuesto con absorbancia >0,001<0,003
'+++": compuesto con absorbancia >0,003<0,01
'++++'":compuesto con absorbancia >0,01

S.I: Compuesto sin identificar.
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Tabla 69: Presencia de los compuestos separados por
HPLC, en los suelos recogidos de los diferentes puntos de
muestreo en el mes de septiembre*.

SEPTIEMBRE S1 S2 S3 C
Ac. hidroxibenzoico bbbt e bt +++
Ac. cinamico ++ - - B
S.I. Amax. 253nm - + } B
Flavona sin identifiar +++ - - -
Ac. hidroxicinamico - - - -
S.I. Amax. 245nm - + - B
S.I. Amax. 240nm - - B, B,
Apigenina - - - -
S.I. Amax. 252,6nm + + - B
S.I. Amax. 240,8nm - } - B
K-3 +++ ++ ++ -
S.I. Amax. 258,5nm - + - B
S.I. Amax. 244,3nm 4 + + B}
Azuleno - - - ,
K-3,7 +++ + + -
S.I. Amax. 253,7nm - } - B
S.I. Amax. 240nm - + - B

*Estos compuestos se han cuantificado en unidades de absorbancia

'-': ausencia del compuesto

'+': compuesto con absorbancia <0,001

'++': compuesto con absorbancia >0,001<0,003
'+++': compuesto con absorbancia >0,003<0,01
'++++":compuesto con absorbancia >0,01

S.I: Compuesto sin identificar.
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Tabla 70: Presencia de los compuestos separados por
HPLC, en los suelos recogidos de los diferentes puntos de

muestreo en el mes de octubre*.

OCTUBRE S1 S2 S3 C
Ac. hidroxibenzoico - +++ +++ -
Ac. cinamico - - + B
S.I. Amax. 253nm + ++ - B
Flavona sin identifiar + + ++ -
Ac. hidroxicinamico +++ - + -
S.I. Amax. 245nm + + + B
S.I. Amax. 240nm - + + .
Apigenina - - . -

S.I. Amax. 252,6nm 4+ + + .
S.I. Amax. 240,8nm + , } .
K-3 ++ + + -

S.I. Amax. 258,5nm - - ; B}
S.I. Amax. 244,3nm + - ¥ -
Azuleno - - + -
K-3,7 + +++ + ;

S.I. Amax. 253,7nm - - + .
S.I. Amax. 240nm + - + .

*Estos compuestos se han cuantificado en unidades de absorbancia

'-': ausencia del compuesto

'+': compuesto con absorbancia <0,001

'++': compuesto con absorbancia >0,001<0,003
'+++': compuesto con absorbancia >0,003<0,01
'++++'":compuesto con absorbancia >0,01

S.I: Compuesto sin identificar.
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Tabla 71: Presencia de los compuestos separados por
HPLC, en los suelos recogidos de los diferentes puntos de
muestreo en el mes de noviembre*.

NOVIEMBRE S1 S2 S3 C

Ac. hidroxibenzoico - - + .

Ac. cinAmico - - i .
S.I. Amax. 253nm - N B} 3

Flavona sin identifiar - - + -
Ac. hidroxicinamico - - + -
S.I. Amax. 245nm - - - .
S.I. Amax. 240nm + } " 3
Apigenina - - + -

S.I. Amax. 252,6nm F+ + . .
S.I. Amax. 240,8nm ++ } . .
K-3 + + + -

S.I. Amax. 258,5nm - - + .
S.I. Amax. 244,3nm - } - .
Azuleno - + - .
K-3,7 + + + -

S.I. Amax. 253,7nm ¥ } " B}
S.I. Amax. 240nm + + " B

*Estos compuestos se han cuantificado en unidades de absorbancia
'-": ausencia del compuesto

'+': compuesto con absorbancia <0,001

'++': compuesto con absorbancia >0,001<0,003

'+++': compuesto con absorbancia >0,003<0,01
'++++':compuesto con absorbancia >0,01

S.I: Compuesto sin identificar.
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Tabla 72: Presencia de los compuestos separados por
HPLC, en los suelos recogidos de los diferentes puntos de
muestreo en el mes de diciembre*.

DICIEMBRE S1 S2 S3 C
Ac. hidroxibenzoico - + - -
Ac. cindmico - + + _
S.I. Amax. 253nm - - + _
Flavona sin identifiar + - + -
Ac. hidroxicinamico + + + -
S.I. Amax. 245nm + , B} _
S.I. Amax. 240nm - , B} _
Apigenina - - - B

S.I. Amax. 252,6nm —+ ¥ + +
S.I. Amax. 240,8nm - - ¥ B}
K-3 + + + -

S.I. Amax. 258,5nm - - } N
S.I. Amax. 244,3nm - ++ } _
Azuleno + + - _
K-3,7 + - - B

S.I. Amax. 253,7nm - - } _
S.I. Amax. 240nm - . . _

*Estos compuestos se han cuantificado en unidades de absorbancia
'-': ausencia del compuesto

'+': compuesto con absorbancia <0,001

'++': compuesto con absorbancia >0,001<0,003

'+++": compuesto con absorbancia >0,003<0,01
'++++'":compuesto con absorbancia >0,01

S.I: Compuesto sin identificar.
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Tabla 73: Presencia de los compuestos separados por HPLC, en el suelo S-1 recogido a lo largo del afio*.

S-1 Enero Febrero Marzo Abril Mayo Junio Julio Agosto Sept. Octub. Nov. Dic.
Ac. hidroxibenzoico - - ++ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4 - - -
Ac. cinAmico - - - - . - - - ++ - _ _
S.I. Amax. 253nm 4+ - + + + i, i, + _ + _ _
Flavona sin identifiar - - - - + + ++ + FH+ + _ +
Ac. hidroxicinamico + + - - - - + - - +++ - +
S.I. Amax. 245nm - - - - - . - B i, + _ +
S.I. Amax. 240nm + + + - _ i + _ - . + i}
Apigenina - - - - - + - - - - - -

S.I. Amax. 252,6nm ++ + + + - - ++ ++ + +++ +++ ++
S.I. Amax. 240,8nm + - ++ - _ - - + _ + ++ B}
K-3 - ++ - - - +++ + + +++ ++ + +
S.I. Amax. 258,5nm + ++ - - - - - - - ) - N
S.I. Amax. 244,3nm + + -+ - - - - B FH+ + _ _
Azuleno + - - - - ++ + - - - - +
K-3,7 + + - - - + - - +++ + +
S.I. Amax. 253,7nm - - T+ + _ + + _ _ B} + B}
S.I. Amax. 240nm - - + - . + - B ; + + .

*Estos compuestos se han cuantificado en unidades de absorbancia
'-': ausencia del compuesto
'+': compuesto con absorbancia <0,001

'++': compuesto con absorbancia >0,001<0,003
'+++': compuesto con absorbancia >0,003<0,01
'++++":compuesto con absorbancia >0,01

S.I: Compuesto sin identificar.
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Tabla 74: Presencia de los compuestos separados por HPLC, en el suelo S-2 recogido a lo largo del aho*.

S-2 Enero Febrero Marzo Abril Mayo Junio Julio Agosto Sept. Octub. Nov. Dic.
Ac. hidroxibenzoico - - + +++ ++++ + +++ +++ -+ +++ - +
Ac. cindmico - - - - - - - - - - . +
S.I. Amax. 253nm - - - o+ F+ - . ; + T+ B} _
Flavona sin identifiar - + - + +++ - - - - + - ;
Ac. hidroxicinamico - + - + - - - - - - . +
S.I. Amax. 245nm - - - - - - - B, + + . B
S.I. Amax. 240nm - - - - - - - B, B + . B
Apigenina - - - - - - - . - - - B,
S.I. Amax. 252,6nm ++ + - + - - B, . + + n "
S.I. Amax. 240,8nm - - + B + + B, , } ) . B}
K-3 - ++ + - - ++ - + ++ + + +
S.I. Amax. 258,5nm - + - - i, - - ; + - - _
S.I. Amax. 244,3nm - - - - - - - ; + ; - —+
Azuleno + - - - - + - + - - + +
K-3,7 - - - - - + - + + +++ + -
S.I. Amax. 253,7nm - - + + - B _ _ _ - . _
S.I. Amax. 240nm - - + - - - - - + B + }

*Estos compuestos se han cuantificado en unidades de absorbancia

'-': ausencia del compuesto

'+': compuesto con absorbancia <0,001

'++': compuesto con absorbancia >0,001<0,003
'+++': compuesto con absorbancia >0,003<0,01
'++++":compuesto con absorbancia >0,01

S.I: Compuesto sin identificar.
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Tabla 75: Presencia de los compuestos separados por HPLC, en el suelo S-3 recogido a lo largo del afio*.

S-3 Enero Febrero Marzo Abril Mayo Junio Julio Agosto Sept. Octub. Nov. Dic.
Ac. hidroxibenzoico - - + + +++ - +H++ +++ 44+ +++ + -
Ac. cindmico - - - - - - - - - + ; +
S.I. Amax. 253nm - : + + + B, ¥ + ) . B +
Flavona sin identifiar + ++ - - - - ++ ++ - ++ + +
Ac. hidroxicinamico + - - - - - + - - + + +
S.I. Amax. 245nm - - - - - - - . , + B, .
S.I. Amax. 240nm - - - - - - - N - + + .
Apigenina - - - - - - - - - - + -
S.I. Amax. 252,6nm -+ - - - - - - B B + + +
S.I. Amax. 240,8nm - + + - - + - B B, - + +
K-3 - + + - - +++ + +++ ++ + + +
S.I. Amax. 258,5nm - + - - - - - B , . + .
S.I. Amax. 244,3nm - y + - - - - + + + B .
Azuleno - - - + ++ + + - - + - -
K-3,7 - ++ - - - ++ - ++ + + -
S.I. Amax. 253,7nm - - + - - + - _ _ + + B
S.I. Amax. 240nm - - + - + + ; ; - + + .

*Estos compuestos se han cuantificado en unidades de absorbancia
'-": ausencia del compuesto

'+': compuesto con absorbancia <0,001

'++': compuesto con absorbancia >0,001<0,003

'+++': compuesto con absorbancia >0,003<0,01
'++++'":compuesto con absorbancia >0,01

S.I: Compuesto sin identificar.
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Tabla 76: Presencia en los diferentes puntos de muestreo
de los compuestos separados por HPLC en los suelos
recogidos en los meses de primavera*.

PRIMAVERA S-1 S-2 S-3 C

Ac. hidroxibenzoico +++ +++ ++ -

Ac. cinAmico - - - -

S.I. Amax. 253nm + +++ + -
Flavona sin identifiar + ++ - -
Ac. hidroxicinamico - - - +

S.I. Amax. 245nm - + } _

S.I. Amax. 240nm + B} B} _

Apigenina - - - -

S.I. Amax. 252,6nm ¥ + ) +
S.I. Amax. 240,8nm ¥ + " .
K-3 - ¥ + -

S.I. Amax. 258,5nm - } - .
S.I. Amax. 244,3nm + B} + _
Azuleno - - ¥ }
K-3,7 - - ; -

S.I. Amax. 253,7nm ++ + - .
S.I. Amax. 240nm - + + .

*Estos compuestos se han cuantificado en unidades de absorbancia
'-": ausencia del compuesto

'+': compuesto con absorbancia <0,001

'++': compuesto con absorbancia >0,001<0,003

'+++'": compuesto con absorbancia >0,003<0,01
'++++":compuesto con absorbancia >0,01

S.I: Compuesto sin identificar.
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Tabla 77: Presencia en los diferentes puntos de muestreo

de los compuestos separados por HPLC en los suelos
recogidos en los meses de verano*.

VERANO S-1 S-2 S-3 C

Ac. hidroxibenzoico o+ ++ ot ot
Ac. cinamico - - - -
S.I. Amax. 253nm + ; + B
Flavona sin identifiar ++ - ++ -
Ac. hidroxicinamico + - + -
S.I. Amax. 245nm - - - .
S.I. Amax. 240nm + ; . 3
Apigenina + - - -
S.I. Amax. 252,6nm + - } .
S.I. Amax. 240,8nm + + + 3
K-3 ++ + 4+ -
S.I. Amax. 258,5nm - - - .
S.I. Amax. 244,3nm - - + .
Azuleno + + n )
K-3,7 + + ++ _
S.I. Amax. 253,7nm + - ¥ .
S.1. Amax. 240nm + - + B}

*Estos compuestos se han cuantificado en unidades de absorbancia

'-': ausencia del compuesto

'+': compuesto con absorbancia <0,001

'++'": compuesto con absorbancia >0,001<0,003
'+++'": compuesto con absorbancia >0,003<0,01
'++++'":compuesto con absorbancia >0,01

S.I: Compuesto sin identificar.
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Tabla 78: Presencia en los diferentes puntos de muestreo
de los compuestos separados por HPLC en los suelos
recogidos en los meses de otofio*.

OTONO S-1 S-2 S-3 C

Ac. hidroxibenzoico + ++ +++ +
Ac. cindmico + - + _
S.I. Amax. 253nm + + - .
Flavona sin identifiar ++ + + -
Ac. hidroxicinamico + - + -
S.I. Amax. 245nm + + + .
S.I. Amax. 240nm + + + .
Apigenina - - + B

S.I. Amax. 252,6nm ++ ++ + _
S.I. Amax. 240,8nm + - + _
K-3 ++ ++ ++ -

S.I. Amax. 258,5nm - + + N
S.I. Amax. 244,3nm + + + )
Azuleno - + + -
K-3,7 ++ ++ + -

S.I. Amax. 253,7nm + - + _
S.I. Amax. 240nm + + + .

*Estos compuestos se han cuantificado en unidades de absorbancia
'-": ausencia del compuesto

'+': compuesto con absorbancia <0,001

'++': compuesto con absorbancia >0,001<0,003

'+++": compuesto con absorbancia >0,003<0,01
'++++'":compuesto con absorbancia >0,01

S.I: Compuesto sin identificar.
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Tabla 79: Presencia en los diferentes puntos de muestreo
de los compuestos separados por HPLC en los suelos
recogidos en los meses de invierno*.

INVIERNO S-1 S-2 S-3 C
Ac. hidroxibenzoico - + - -
Ac. cinamico - + + B
S.I. Amax. 253nm + - + B}
Flavona sin identifiar + + ++ -
Ac. hidroxicinamico + + + -
S.I. Amax. 245nm + - ; B}
S.I. Amax. 240nm + - ; B}
Apigenina - - . -

S.I. Amax. 252,6nm + + it i
S.I. Amax. 240,8nm + - + B}
K-3 ++ + ++ -

S.I. Amax. 258,5nm ++ + + B}
S.I. Amax. 244,3nm + + . B}
Azuleno + + - -
K-3,7 + - + -

S.I. Amax. 253,7nm - - . B}
S.I. Amax. 240nm - - } B}

*Estos compuestos se han cuantificado en unidades de absorbancia
'-": ausencia del compuesto

'+': compuesto con absorbancia <0,001

'++': compuesto con absorbancia >0,001<0,003

'+++': compuesto con absorbancia >0,003<0,01
'++++'":compuesto con absorbancia >0,01

S.I: Compuesto sin identificar.
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Estos resultados muestran claramente que la presencia de los flavonoides y de

otros compuestos identificados con actividad alelopatica no esta restringida a las hojas,
sino que también son detectados en el suelo. La variacidn cuantitativa y cualitativa
encontrada puede estar relacionada con las condiciones climaticas, tanto la secrecion de
estos en el exudado como la incorporacion de ellos al suelo. La via de incorporacion al
suelo no ha sido establecida, pero puede ser por lluvia. Esto hace necesario conocer las
precipitaciones y temperatura de los meses con los que se han realizado los muestreos
para comprobar si hay una relacion con estas condiciones climaticas. Para ello, se
solicitaron los datos de precipitaciones de Cheles al Instituto Nacional de Meteorologia

de Badajoz. Esto datos se muestran en la Tabla 80.

Como puede observarse las mayores precipitaciones se dieron en Septiembre y
Octubre, seguido de Diciembre y en menor cantidad Abril y Mayo. Con respecto a las
temperaturas, destacar que ha sido un aho con temperaturas elevadas incluso en los
meses de invierno, so6lo en el mes de Enero se obtienen temperaturas cercanas a 0°C.
Con respecto a las temperaturas maximas en el mes de Febrero y Marzo se registraron

temperaturas mas alta a la media (Cabezas y Escudero, 1989).
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Tabla 80: Precipitacion total y temperaturas medias maximas y
minimas correspondientes al anho en el que se realizaron los

estudios.
Mes P. Total (mm) T?* max.(°’C) T?* min.(°C)

Abril (1999) 250 22,0 8,0
Mayo 340 25,9 11,7
Junio 60 32,4 14,5
Julio 0 36,6 17,6
Agosto 50 34,1 15,5
Septiembre 910 28,0 14,5
Octubre 1800 22,7 12,3
Noviembre 60 16,2 4,0
Diciembre 510 13,7 5,6
Enero (2000) 70 12,2 0,3
Febrero 150 17,9 3,9
Marzo 180 21,5 5,7

P. Total: precipitacion total.
T max.: temperatura media maxima
T min.: temperatura media minima
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IV.6.- CUANTIFICACION DEL EXUDADO Y FLAVONOIDES EN
HOJAS Y TALLOS FOTOSINTETICOS DE C. ladanifer.

IV.6.1.- Variacion cuantitativa del exudado de C. ladanifer a lo largo del ano.

Se ha estudiado la secrecion del exudado de hojas jovenes, viejas y de los tallos
fotosintéticos de ocho poblaciones de C. ladanifer a lo largo de un ano. Las
precipitaciones y temperaturas de cuatro de estas localidades (Cornalvo, Quintana de la
Serena, Valle de la Serena y Hornachos) son de 450-550 1/m* de precipitacion media
anual y 17°C de temperatura media anual; a este conjunto de localidades se le ha
denominado Grupo I. Los registros de temperatura y precipitaciones de las localidades:
Valle de Santa Ana, Jerez de los Caballeros, Higuera la Real y Cabeza la Vaca (Grupo
II), son de 15°C de temperatura media anual y 650-750 1/m* de precipitacion media
anual (Cabezas y Escudero, 1989).

La Figura 15 muestra la cantidad de exudado de hojas y tallos, expresada como
miligramo de exudado por gramo de peso seco de hoja o tallo en cada uno de los grupos
establecidos. Se observa, que independientemente de la estacion, la secrecidon es
significativamente mas abundante (p<0,05 M-W) en las hojas jovenes que en las viejas
y tallos fotosintéticos.

Independientemente de las condiciones climaticas a las que estan sometidas
estas poblaciones, en las hojas jovenes la mayor cantidad de exudado se secreta en
otofno y verano; con un maximo medio de 135,4-136,5mg/g de peso seco y disminuye
en invierno y primavera con un minimo medio de 107,3-108,6mg de exudado/g de peso
seco de hoja. La secrecidon en las estaciones de verano y otono frente a invierno y
primavera es significativamente diferente.

Con respecto a los dos grupos en los que podemos dividir las poblaciones
seleccionadas, solamente existen diferencias significativas en hojas jovenes. En otofio la
produccion de exudado en hojas jovenes en el Grupo I (poblaciones de altas

temperaturas y bajas precipitaciones) es significativamente mayor que en el Grupo II
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(bajas temperaturas y altas precipitaciones). Por el contrario, la situacidon se invierte en

estas hojas en invierno, siendo la cantidad de exudado mayor en el Grupo II.

En hojas viejas la secrecion de exudado es mas abundante en verano, existiendo
diferencias significativas respecto al resto de estaciones. Es en primavera cuando estas
hojas muestran la menor secrecion.

En tallos se observa un comportamiento diferente que en hojas. Los valores
maximos de secrecion se producen en invierno (obteniéndose un valor medio de 90mg/g
de peso seco de tallo) y disminuye en otofio y primavera (obteniéndose un valor medio de
60mg/g de peso seco de tallo). Es de destacar que en el Grupo I los valores obtenidos en
invierno no son significativamente diferentes a los de primavera y verano, mientras que

en el Grupo II el exudado cuantificado si es significativamente diferente.
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Figura 15: Contenido de exudado total en hojas jovenes, viejas y tallos a lo
largo del ano en el Grupo I ([l) y en el Grupo II (7 ), expresado como mg de
exudado por g de peso seco de hoja o tallo. 1, 2, 3, 4: d iferencias entre
estaciones del mismo grupo, naimeros iguales=significativamente no
diferentes. a, b, c: diferencias entre hojas jovenes, viejas y tallos del mismo
grupo, letras iguales=significativamente no d iferentes. *: diferencia

significativa entre grupos. P<0,05 (Mann-Whitney). 186
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IV.6.2.- Variacion cuantitativa de flavonoides en el exudado a lo largo del ano.

Se ha estudiado a lo largo de un afio la variacion en la secrecion de flavonoides
del exudado de C. ladanifer, en ocho localidades con diferentes condiciones climaticas.
Se ha cuantificado en tres tipos de muestras: hojas jovenes, hojas viejas o senescentes

alin verdes y tallos fotosintéticos.

En las Figuras 16 y 17 se muestra la cantidad de flavonoides totales (expresada
en mg flavonoides/g de peso seco de exudado y mg flavonoides/g de peso seco de hoja
o tallo, respectivamente) de las muestras recogidas en cuatro estaciones de las
poblaciones seleccionadas.

En la figura 16 se observa que cuando se cuantifica la cantidad de flavonoides
respecto al exudado presente en estos Organos, la sintesis de flavonoides en hojas
jovenes es significativamente diferente entre estaciones, siendo minima en invierno,
aumentando en primavera y alcanzando su maximo en verano, volviendo a disminuir en
la estacion de otofio. Desde invierno a verano la secrecion se cuadriplica en las
poblaciones de Grupo I y se triplica en las del Grupo II, existiendo diferencias

significativas entre estos grupos.

En hojas viejas, en la estacion de verano, no se alcanza la misma cantidad de
flavonoides que se observa en las hojas jovenes. Aunque la evolucidn en el tiempo
presenta el mismo comportamiento, el maximo se alcanza en verano, las variaciones en
la cantidad de flavonoides a lo largo del ano no es tan notable en hojas viejas como en
jovenes. Estos resultados indican que las hojas correspondientes al aho anterior que se
mantienen en la planta, no tienen la misma capacidad de respuesta secretora que la de
los 6rganos que se forman en ese afo, manteniendo unos niveles de secrecion o bien

conservando el exudado del afio anterior.

En tallos, se observa que el exudado es mas rico en flavonoides en otono y
primavera que en las hojas jovenes, pero la evolucion del exudado es similar; la
secrecion comienza a aumentar en primavera hasta alcanzar el maximo en verano,
conteniendo méas del doble de flavonoides en esta estacion que en invierno. Aunque, a

partir del verano el contenido de flavonoides disminuye como en las hojas jovenes,
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durante la siguiente estacion este descenso no es tan acusado. Esta diferencia de patron

de secrecion, puede ser debida a que la capacidad secretora de las hojas disminuye una
vez pasado el verano, mientras que en los tallos se mantiene, o bien, a que en ambos
baja la sintesis de flavonoides, pero la adherencia del exudado debido a la orientacion
en estos dos Organos es diferente y las lluvias otonales arrastran con mas facilidad estos

compuestos en las hojas.

Se encuentran diferencias significativas entre los jarales del Grupo Iy Grupo II
durante la estacion estival y otono, en hojas viejas y tallos de los jarales del Grupo I se
secretan mayor cantidad de flavonoides que en los del Grupo II. En hojas jovenes, la
diferencia significativa entre grupos Uinicamente se observa en verano. En esta figura
se aprecia un aumento de flavonoides en las hojas y tallos que por término medio
supone un incremento de casi unas cuatro veces mas en verano que en invierno en los
jarales del Grupo I y de tres veces en el Grupo II.

Cuando los flavonoides se cuantifican con respecto al peso seco de cada uno de
los 6rganos (mg/gPS) el patron de variacion estacional es similar a cuando se expresa
con respecto a la cantidad de exudado (Figura 17), destacando que en las hojas jovenes
el incremento en la sintesis de estos compuestos desde invierno a verano es superior.
En concreto, la secrecion se quintuplica en las localidades del Grupo 1 y se triplica en
el Grupo II.

Se debe puntualizar que en hojas viejas y tallos las diferencias entre invierno y
verano son significativamente menores que en hojas jovenes y que aunque el
contenido de flavonoides es mayor en el exudado de tallos que en el de hojas, cuando
la cantidad de flavonoides totales se refiere a gramos de exdado, cuando se cuantifica
con respecto al peso seco del 6rgano se hace menor en tallos que en hojas, debido

claramente al mayor contenido de agua de las hojas.
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Figura 16: Contenido de flavonoides totales en hojas jovenes, viejas y tallos a
lo largo del afio en el Grupo I (M) y en el Grupo II (), expresado como mg
de flavonoides por g de peso seco de exudado. 1, 2, 3, 4: diferencias entre
estaciones del mismo grupo, nimeros iguales=significativamente no
diferentes. a, b, ¢: diferencias entre hojas jovenes, viejas y tallos del mismo
grupo, letras iguales=significativamente no diferentes. *: diferencia
significativa entre grupos. P<0,05 (Mann-Whitney).
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Figura 17: Contenido de flavonoides totales en hojas jovenes, viejas y tallos a
lo largo del ano en el Grupo I (Jll) y en el Grupo II ([ ), expresado como mg
de flavonoides por g de peso seco de hoja o tallo. 1, 2, 3, 4: diferencias entre
estaciones del mismo grupo, nameros iguales=significativamente no
diferentes. a, b, ¢: diferencias entre hojas jovenes, viejas y tallos del mismo
grupo, letras iguales=significativamente no d iferentes. *: diferencia
significativa entre grupos. P<0,05 (Mann-Whitney).
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IV.6.3.- Variacion cualitativa y cuantitativa de cada uno de los flavonoides en el

exudado a lo largo del anho.

Si se analiza la cantidad de cada uno de los flavonoides y el porcentaje que
constituyen cada uno respecto al total de flavonoides (Tablas 81-86), se pueden apreciar

las siguientes peculiaridades:

* Apigenina:

En hojas jovenes (Tablas 81-82), la cantidad de Ap aumenta en primavera-
verano no encontrandose diferencias significativas entre los grupos. Si se analiza
el tanto por ciento que constituye este flavonoide frente a los demas, se observa
que es el flavonoide minoritario, pues solo constituye aproximadamente el 1%
de los flavonoides totales. Respecto a este porcentaje tampoco se observan
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos.

En hojas viejas (Tablas 83-84), se observa el mismo comportamiento; la
cantidad de este flavonoide aumenta en verano, constituyendo el 1%
aproximadamente durante todo el ano. En este tipo de hojas, se observan
diferencias significativas entre los grupos en primavera cuando se cuantifica el
porcentaje respecto a los demas flavonoides, contribuyendo en un porcentaje
mayor en el Grupo II.

En tallos (Tablas 85-86), se aprecia la misma pauta que para las hojas, la
cantidad de Ap aumenta en primavera-verano, pero con respecto al tanto por
ciento que representa este flavonoide respecto de los demas, se observa que en

primavera contribuye mas de un 2%.

* 3-O-Metilkampferol:

La secrecion de este flavonol aumenta en todos los puntos de muestreo durante
la estacion de otofio. En esta estacion, la cantidad de K-3 es significativamente
mayor en las hojas viejas y tallos del grupo I. En cuanto a la proporcion que este
compuesto constituye dentro del exudado, se observa que la mayor contribucion

se da en otofo, estando alrededor del 14% en hojas jovenes. En hojas viejas y
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tallos, existen diferencias significativas en otofho entre los grupos estudiados,

constituyendo el 14% en el Grupo I y el 9% en el Grupo Il en hojas viejas; y el
19% en el Grupo Iy el 15,8% en el Grupo II en los tallos. En tallos el porcentaje
es mayor que en hojas en todas las estaciones, tanto para el Grupo I como el

Grupo II.

* 4’-O-Metilpigenina:

Esta flavona en hojas viejas y tallos aumenta en primavera, manteniéndose
practicamente constante durante el resto del ano.

En hojas jovenes el tanto por ciento que representa este flavonoide es
aproximadamente del 20% en invierno, disminuyendo significativamente en
primavera para alcanzar un minimo del 5% en verano.

En hojas viejas, la diferencia entre estaciones es menor, con un 10% de media en
otono-invierno. En primavera permanece constante en el Grupo I, pero aumenta
significativamente hasta un 15% en el Grupo II. En verano disminuye a un 7%
en los dos grupos.

En tallos, se observan diferencias significativas entre los grupos durante todo el
aflo, excepto en el verano, donde Ap-4~ contribuye en ambos en
aproximadamente un 10% del total de los flavonoides. En invierno y primavera
aumenta la contribucion de este flavonoide hasta el 17 y 22% respectivamente,

en el Grupo Iy hasta el 22 y 28% en el Grupo II.

* 7-O-Metilapigenina:

Los dos grupos de muestreo presentan el mismo patron de secrecidon para esta
flavona en hojas y tallos, aumentando en primavera y alcanzando su maximo en
verano.

En cuanto al porcentaje que este flavonoide representa respecto al total, se
observa que en hojas jovenes, en verano y otono, se mantiene alrededor del
11%, y aumenta hasta un 18% en invierno-primavera. No existen diferencias

significativas entre los grupos. Los tallos presentan el mismo comportamiento.
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Las hojas viejas muestran una pauta diferente, pues no hay diferencias

estacionales en el Grupo I. En el Grupo II aumenta en primavera hasta un 19%, a

diferencia del Grupo I donde solo representa un 13%.

¢ 3,47-Di-O-metilkampferol:

La secrecion de este compuesto en todos los 6rganos estudiados es minima en
invierno y maxima en verano, presentando valores intermedios durante otofio y
primavera. En verano se aprecian diferencias entre los grupos, mostrando
valores mas altos las muestras del Grupo I.

En cuanto a la proporcion que este flavonoide representa respecto a los demas,
se observa que en hojas jovenes la contribucidn es del 12% en verano-otono y
aumenta hasta un 15% en invierno-primavera, sin que se observen diferencias
entre los grupos. En hojas viejas y tallos practicamente no se encuentran
diferencias significativas entre las estaciones, resultando una media de
aproximadamente el 12% para las hojas viejas y del 18% para los tallos.
Unicamente se setectan diferencias significativas entre grupos en los tallos

durante el otoho, mostrando mayor porcentaje el Grupo II.

e 3,7-Di-O-metilkampferol:

Este flavonoide es el mayoritario en todos los 6rganos, estaciones y grupos. Es
minimo en invierno, aumenta en primavera, alcanza su maximo en verano y
vuelve a descender en otono. Tanto en hojas jovenes, como viejas y tallos la
cantidad de este flavonoide es significativante mayor en el Grupo I.

En cuanto al porcentaje que K-3,7 representa frente a los demas flavonoides, se
aprecian diferencias estacionales y entre grupos. En hojas y tallos este
compuesto se encuentra en mayor proporcion en el Grupo I, excepto en hojas
jovenes durante el verano y hojas viejas en el otono, donde las diferencias no
son significativas.

En verano la proporcidn constituye alrededor del 60% en hojas y mas del 45%
en tallos, mostrando mas de un 3% de diferencia entre los grupos en hojas viejas

y tallos. En otofio la diferencia entre grupos, en hojas jovenes y tallos, es alin
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mayor (mas del 6%). En invierno la diferencia entre grupos es del 4% en hojas y

del 7% en tallos. Y en primavera, en hojas jovenes, la diferencia se mantiene en
un 4%, mientras que en hojas viejas y tallos aumenta hasta un 17% y 10%

respectivamente.
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Tabla 81: Cantidad de flavonoides en hojas jovenes del Grupo I a lo largo del afo, expresada como
mg de flavonoide por g de peso seco de hoja y como porcentaje relativo al total de flavonoides.

Grupo I: Hojas Jovenes

Otono Invierno Primavera Verano

mg/gHoja % mg/gHoja % mg/gHoja % mg/gHoja %

Ap 0,17* 0,78* 0,09* 1,454 0,17 1,20* 0,23" 0,66*
K-3 2,85" 13,294 0,48" 7,59% 0,99" 7,17° 2,31° 6,728
Ap-4’ 1,40* 6,55% 1,28* 20,05" 2,18" 15,82¢ 1,76* 5,114
Ap-7 1,95° 9,124 1,17° 18,38" 2,54° 18,42" 3,63¢ 10,56*
K-3,4 2,40" 11,214 0,99" 15,56" 1,97 14,258¢ 4,47°* 13,014¢
K-3,7 12,65 59,044 2,35 36,97 5,95 43,15%* 21,98% 63,94°

ABED. - diferencias de los % entre estaciones, letras iguales=significativamente no diferentes p>0,05 (Mann-Whitney U-
test).

abed: - diferencias de las concentraciones entre estaciones, letras iguales=significativamente no diferentes p>0,05 (Mann-
Whitney U-test).

*: diferencia significativa entre grupos p<0,05 (Mann-Whitney U-test).

195



Tabla 82: Cantidad de flavonoides en hojas jovenes del Grupo II a lo largo del afo, expresada como
mg de flavonoide por g de peso seco de hoja y como porcentaje relativo al total de flavonoides.

Grupo II: Hojas Jovenes

Otoiio Invierno Primavera Verano
mg/gHoja % mg/gHoja % mg/gHoja % mg/gHoja %
Ap 0,18* 0,93* 0,12" 1,54* 0,15* 1,24% 0,24¢ 0,79*
K-3 2,83* 14,69* 0,69" 8,60" 0,87" 7,108 2,00° 6,67°
Ap-4’ 1,73* 8,994 1,80 22,318 2,18" 17,85¢ 1,59* 5,29P
Ap-7 1,90° 9,86% 1,46" 18,15" 2,34 19,23" 3,84¢ 12,80*
K-3,4 2,34* 12,16* 1,35" 16,70° 1,88* 15,43" 3,62% 12,044
K-3,7 10,27 53,37 2,64" 32,70°* 4,77°* 39,15¢* 18,73% 62,40°

ABCD. diferencias e los % entre estaciones, letras iguales=significativamente no diferentes p>0,05 (Mann-Whitney U-

test).

abed: diferencias de las concentraciones entre estaciones, letras iguales=significativamente no diferentes p>0,05 (Mann-
Whitney U-test).
*: diferencia significativa entre grupos p<0,05 (Mann-Whitney U-test).
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Tabla 83: Cantidad de flavonoides en hojas viejas del grupo I a lo largo del afo, expresada como
mg de flavonoide por g de peso seco de hoja y como porcentaje relativo al total de flavonoides.

Grupo I: Hojas Viejas

Otono Invierno Primavera Verano

mg/gHoja % mg/gHoja % mg/gHoja % mg/gHoja %

Ap 0,14° 1,03* 0,04" 0,62* 0,07* 0,54 0,22¢ 0,91

K-3 1,93 14,517 0,32" 438" 0,54¢ 4,40P 1,67 6,95¢
Ap-4’ 1,13* 8,521 0,68" 9,46 1,05 8,575 1,50¢ 6,23"
Ap-7 1,43 10,77% 0,88" 12,17% 1,69° 13,817 2,87¢ 11,96*
K-3,4 1,47 11,074 1,03" 14,25° 1,20" 9,794* 3,11°% 12,9348
K-3,7 7,21° 54,114 4,27%  59,12%% 7,68 62,88 14,66  61,02°C*

ABCD. diferencias e los % entre estaciones, letras iguales=significativamente no diferentes p>0,05 (Mann-Whitney U-
test).

abed. diferencias e las concentraciones entre estaciones, letras iguales=significativamente no diferentes p>0,05 (Mann-
Whitney U-test).

*: diferencia significativa entre grupos p<0,05 (Mann-Whitney U-test).
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Tabla 84: Cantidad de flavonoides en hojas viejas del grupo II a lo largo del afo, expresada como
mg de flavonoide por g de peso seco de hoja y como porcentaje relativo al porcentaje total de

flavonoides.
Grupo II: Hojas Viejas
Otoiio Invierno Primavera Verano
mg/gHoja % mg/gHoja % mg/gHoja % mg/gHoja %

Ap 0,12% 1,16* 0,04° 0,70* 0,08 1,034 0,21°¢ 1,134

K-3 0,95"* 9,264* 0,32° 5,155 0,42° 5,408¢ 1,40¢ 7,33¢
Ap-4’ 1,15* 11,16* 0,75°¢ 11,98* 1,22% 15,718 1,32° 6,91°¢
Ap-7 1,29* 12,574 0,88" 14,134 1,517 19,348* 2,62°¢ 13,76%
K-3,4 1,31* 12,714 0,76" 12,26* 1,03* 13,184 2,54°* 13,354
K-3,7 5,46" 53,13% 3,48 55,775* 3,53 45,33 10,96* 57,535

ABCD: diferencias de los % entre estaciones, letras iguales=significativamente no diferentes p>0,05 (Mann-Whitney U-

test).

wbed: diferencias de las concentraciones entre estaciones, letras iguales=significativamente no diferentes p>0,05 (Mann-
Whitney U-test).
*: diferencia significativa entre grupos p<0,05 (Mann-Whitney U-test).
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Tabla 85: Cantidad de flavonoides en tallos del Grupo I a lo largo del ano, expresada como mg de
flavonoide por g de peso seco de tallo y como porcentaje relativo al total de flavonoides.

Grupo I: Tallos

Otono Invierno Primavera Verano

mg/gTallo % mg/gTallo % mg/gTallo % mg/gTallo %

Ap 0,21° 1,424 0,11° 1,534 0,23 2,128 0,23 1,224

K-3 2,88 19,124% 0,70° 9,99P 1,32°¢ 12,308 2,06° 11,118

Ap-4' 1,35% 8,974 1,20° 17,058* 2,38" 22,08 1,82°¢ 9,81°

AD- 1,45 9,614 1,02% 14,568 1,66 15,418 1,85°¢ 10,004
p-7

K-34 2,13° 14,124% 1,23" 17,434 1,59* 14,744 3,61°* 19,508
3,

K-3,7 7,05 46,76** 2,77° 39,445 3,59+ 33,35¢* 8,96"* 48,37

ABCD: diferencias de los % entre estaciones, letras iguales=significativamente no diferentes p>0,05 (Mann-Whitney U-
test).

abed: diferencias de las concentraciones entre estaciones, letras iguales=significativamente no diferentes p>0,05 (Mann-
Whitney U-test).

*: diferencia significativa entre grupos p<0,05 (Mann-Whitney U-test).
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Tabla 86: Cantidad de flavonoides en tallos del Grupo II a lo largo del afio, expresada como mg de
flavonoide por g de peso seco de tallo y como porcentaje relativo al total de flavonoides.

Grupo II: Tallos

Otoino Invierno Primavera Verano

mg/gTallo % mg/gTallo % mg/gTallo % mg/gTallo %

Ap 0,21° 1,9248 0,09" 1,524 0,19° 2,36 0,23 1,56
K-3 1,70%* 15,85 0,52" 8,85" 0,80° 9,74® 1,56" 10,688
Ap4’ 1,42 13,20%% 1,24° 21,045+ 2,38 28,87C* 1,65" 11,26
Ap-7 1,21 11,24* 0,97" 16,56" 1,53 18,645 1,75¢ 11,974
K-3,4 1,93 17,93%% 1,16° 19,82% 1,41° 17,18% 2,93¢* 20,04*
K-3,7 4,28 39,834% 1,89 32,215+ 1,91% 23,21¢% 6,51°% 44,49P%

ABCD: diferencias e los % entre estaciones, letras iguales=significativamente no diferentes p>0,05 (Mann-Whitney U-
test).

abed: diferencias de las concentraciones entre estaciones, letras iguales=significativamente no diferentes p>0,05 (Mann-
Whitney U-test).

*: diferencia significativa entre grupos p<0,05 (Mann-Whitney U-test).
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IV.6.4.- Estudio individual de apigeninas y kampferoles frente a sus respectivos

totales en hojas jovenes, viejas y tallos.

Si se representa la suma de apigeninas totales y kampferoles totales (Figura 18),
se aprecia claramente que, independientemente del 6rgano estudiado, en verano se
produce un aumento de apigeninas y kampferoles, siendo mucho mayor el de
kampferoles. En tallos se puede distinguir un mayor aumento de la sintesis de
apigeninas en primavera que en verano. Este comportamiento es semejante en los dos
grupos de localidades, excepto en la hojas viejas donde se distingue una menor

concentracion de kampferoles en el Grupo II durante el verano.

En el apartado anterior (Tablas 79-86) se aprecia claramente que la secrecion de
todos los flavonoides presenta variacion estacional y la velocidad de sintesis aumenta o
disminuye segiin el compuesto. Este comportamiento se obseva con mayor claridad si se
cuantifica cada una de las apigeninas y kampferoles referidos a sus totales (Tabla 87-

92).

Si se representa las relaciones de cada apigenina con respecto al total de
apigeninas en cada una de las localidades de muestreo, se aprecia que durante todo el
ano la apigenina dominante en las hojas es Ap-7 mientras que en los tallos es la Ap-4~,

excepto en verano donde Ap-7 vuelve a ser la mayoritaria.

La apigenina sin metilar no presenta ninguna variacion significativa entre
estaciones y en consecuencia, tampoco se observan diferencias entre grupos en ninguna
de las muestras analizadas. Por el contrario, las apigeninas metiladas presentan una
marcada variacion estacional, asi, el mayor aporte de Ap-4~ es durante el invierno en
hojas jovenes y viejas, mientras que en tallos la induccion de la sintesis se encuentra
desplazada hacia la primavera. Ademas, se aprecian diferencias significativas entre los
grupos, observandose siempre mayor porcentaje (mas del 3%) en las muestras del

Grupo II, a excepciodn de la estacion estival.
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Durante el verano, y en todas las muestras, la sintesis de las apigeninas esta
desplazada hacia Ap-7. El Grupo I posee mayor cantidad de esta apigenina,
apreciandose diferencias significativas entre grupos en otofio e invierno en las hojas

jovenes, en primavera en las hojas viejas y en otoho en los tallos.

En el caso de los kampferoles, el analisis de la secrecion de K-3 en términos de
kampferoles totales, pone de manifiesto que su sintesis es estimulada en los tres organos
en otonho, y ademas, en tallos durante la primavera. Este flavonol en las hojas, tanto
nuevas como viejas, es mas potenciado en las poblaciones del Grupo II, encontrandose
diferencias significativas durante el invierno en hojas jovenes y en otono en hojas
viejas. Por el contrario, en tallos es mas inducido en las poblaciones del grupo I,
aunque no se aprecian diferencias significativas entre estos grupos en ninguna de las

estaciones.

El K-3,4°, es méas inducido en hojas jovenes, durante invierno y primavera, y en
tallos durante el invierno y el verano. En hojas viejas no se observan diferencias
estacionales para las poblaciones del Grupo I, pero en el grupo I se potencia su sintesis
en Invierno y verano. Este flavonol contribuye con un porcentaje mayor en las
poblaciones del Grupo II, donde se observan diferencias significativas en la primavera
para las hojas jovenes, en primavera y otono en hojas viejas y en invierno, primavera y

otono en los tallos.

En cuanto al K-3,7 existe un mayor aporte en hojas jovenes y tallos durante el
verano. En hojas viejas el comportamiento es diferente en cada grupo, pues mientras en
el Grupo I el mayor porcentaje se obtiene en primavera, en el Grupo II se encuentra en
invierno y verano. El aporte de este flavonol es mayor en las localidades del Grupo I,
detectandose diferencias significativas ,en hojas jovenes y tallos durante todo el aio a

excepcion del verano; y en hojas viejas inicamente en primavera.
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Tabla 87: Relacion, expresada como porcentaje, de cada apigenina y
kampferol respecto a las apigeninas y kampferoles totales a lo largo del
ano en el exudado de las hojas jovenes del Grupo I.

Hoja Joven (GI) Otoiio Invierno Primavera Verano
Ap/Apt 4,76" 3,64" 3,38° 4,04
K-3/Kt 15,91° 12,62%* 11,11° 8,03

Ap-4'/Apt 39,82 50,27 44,64 31,29¢
Ap-7/Apt 55,42%% 46,09 51,98 64,66°
K-3,4°/Kt 13,42° 25,88° 22,06°* 15,55

K-3,7/Kt 70,68%* 61,50 66,83 76,42°

@ed; diferencias entre estaciones, letras iguales= significativamente no diferentes
p>0,05 (Mann-Whitney U-test).
*: significativamente diferente con el otro grupo.

Tabla 88: Relacion, expresada como porcentaje, de cada apigenina y
kampferol respecto a las apigeninas y kampferoles totales a lo largo del
ano en el exudado de las hojas jovenes del Grupo IL

Hoja Joven (GII)  Otoiio Invierno Primavera Verano
Ap/Apt 4,69 3,67 3,23 4,18
K-3/Kt 18,32° 14,83 11,51° 822"

Ap-4'/Apt 45,47 53,11% 46,57 28,03°
Ap-7/Apt 49,83 43,20 50,19° 67,8°
K-3,4'/Kt 15,15 28,79° 25,01 14,85°
K-3,7/Kt 66,53"* 56,38 63,48 76,93¢

<. diferencias entre estaciones, letras iguales= significativamente no diferentes
p>0,05 (Mann-Whitney U-test).
*: significativamente diferente a su homologo en el otro grupo.

204



Tabla 89: Relacion, expresada como porcentaje, de cada apigenina y

kampferol respecto a las apigeninas y kampferoles totales a lo largo del
ano en el exudado de las hojas viejas del Grupo I.

Hoja Vieja (GI) Otoiio Invierno Primavera  Verano
Ap/Apt 5,08 2,79 2,38" 4,76
K-3/Kt 18,20%* 5,63 5,71° 8,59

Ap-4'/Apt 41,92 42,50° 37,37 32,61°
Ap-7/Apt 53,0° 54,71° 60,25 62,63°
K-3,4°/Kt 13,89%* 18,33 12,71 15,98
K-3,7/Kt 67,91* 76,04° 81,58% 75,43

et diferencias entre estaciones, letras iguales= significativamente no diferentes
p>0,05 (Mann-Whitney U-test).
*: significativamente diferente a su homologo en el otro grupo.

Tabla 90: Relacion, expresada como porcentaje, de cada apigenina y

kampferol respecto a las apigeninas y kampferoles totales a lo largo del
ano en el exudado de las hojas viejas del Grupo II.

Hoja Viejas (GIIL,  Otoiio Invierno Primavera  Verano
Ap/Apt 4,66" 2,61° 2,86" 517°
K-3/Kt 12,33%* 7,05 8,45 9,37

Ap-4’/Apt 44,84%% 44,68° 43,55 31,71°¢
Ap-7/Apt 50,5° 52,7 53,59"* 63,13
K-3,4'/Kt 16,93 16,75* 20,62 17,07°
K-3,7/Kt 70,74° 76,20° 70,92 73,56

<. diferencias entre estaciones, letras iguales= significativamente no diferentes
p>0,05 (Mann-Whitney U-test).
*: significativamente diferente a su homologo en el otro grupo.
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Tabla 91: Relacion, expresada como porcentaje, de cada apigenina y
kampferol respecto a las apigeninas y kampferoles totales a lo largo del
ano en el exudado de los tallos del Grupo I.

Tallo (GI) Otoiio Invierno Primavera Verano
Ap/Apt 7,10° 4,63° 5,34% 5,81°
K-3/Kt 23,9° 14,95° 20,37° 14,06

Ap-4'/Apt 44,86 51,45° 55,74° 46,65°

Ap-7/Apt 48,03** 43,92° 3891° 47,54*

K-3,4"/Kt 17,65"* 26,07°* 24 4% 24,69°*
K-3,7/Kt 58,46 58,08 55,200 61,25

bed . . . . . . . .
™. diferencias entre estaciones, letras iguales= significativamente no diferentes

p>0,05 (Mann-Whitney U-test).
*: significativamente diferente a su homologo en el otro grupo.

Tabla 92: Relacion, expresada como porcentaje, de cada apigenina y
kampferol respecto a las apigeninas y kampferoles totales a lo largo del
afo en el exudado de los tallos del Grupo 1.

Tallo (GII) Otoiio Invierno Primavera Verano
Ap/Apt 7,26 3,88 4,73% 6,28"
K-3/Kt 21,53" 14,53 19,44 14,20

Ap-4'/Apt 50,12 53,78° 57,9° 45,44

Ap-7/Apt 42,62°* 42,34° 37,38 48,28°
K-3,4"/Kt 24,36"* 32,55 34,26 26,65"*
K-3,7/Kt 54,11%* 52,91%* 46,30"* 59,15°¢

#ed: diferencias entre estaciones, letras iguales= significativamente no diferentes

p>0,05 (Mann-Whitney U-test).
*: significativamente diferente a su homologo en el otro grupo.
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IV.7.- EFECTO ANTIHERBIVORO DEL EXUDADO DE C.

ladanifer.

IV.7.1. Modulacion de la actividad Ca**-ATPasa por flavonoides contenidos en el

exudado de C. ladanifer.

1V.7.1.1.- Efecto del exudado sobre la actividad Ca’**-ATPasa.

La actividad Ca**-ATPasa se midio6 utilizando el ensayo acoplado que se indica
en Materiales y Métodos (apartado I11.7.1.2). En la Figura 19 se muestra como se
realizaron las medidas de la actividad Ca**-ATPasa. Primeramente, antes de disparar la
reaccion con ATP se registrd una linea base (LB) para comprobar que la absorcion de la
mezcla a 340nm esta alrededor de 1,5 y que no se registra variacion de absorcion en
funcion del tiempo. Cuando se anade ATP se observa una caida de la sefal que indica
que el sistema de enzimas acopladas funciona perfectamente. La sehal se registrd
durante unos minutos, hasta obtener una pendiente a partir de la cual se pudo medir la

actividad de las vesiculas de reticulo sarcoplasmico selladas.

La secuencia de pendientes, Figura 19 (Panel A), muestra el efecto del exudado
sobre la velocidad de actividad Ca**-ATPasa de vesiculas RS perfectamente selladas.
De manera genérica, se registro el efecto de anadir de forma secuencial 30ug/ml de
exudado hasta llegar a una concentracion final de 180ug/ml. En esta figura se muestra el
efecto de las concentraciones anadidas a la cubeta de 30 y 120ug/ml de exudado
representadas como F, y F, respectivamente, observandose que la pendiente se
incrementa al aumentar la concentracion del exudado, lo que indica que se estimula la
actividad ATPasa de las membranas de RS. Puesto que en vesiculas de RS selladas, la
actividad ATPasa se encuentra fuertemente inhibida por el gradiente de Ca’ que se
establece a través de la membrana de RS (véase la introduccidn), estos resultados
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sugieren que se produce un notable aumento de la permeabilidad a Ca®* de las

membranas de RS por accion del exudado. Este punto se ha cuestionado

experimentalmente mas adelante.

La secuencia de pendientes, Figura 19 (Panel B), muestra el efecto del exudado
sobre la actividad Ca®-ATPasa de vesiculas RS permeabilizadas. En este caso, la
calcimicina se anadid antes del exudado, observandose que la pendiente disminuye al
aumentar la concentracion del exudado. Esta disminucion de la pendiente implica
inhibicién de la actividad Ca**-ATPasa. Por ltimo, se ahade EGTA con el fin de medir
la actividad independiente de Ca®, para la que se obtuvo un valor promedio de 0,3+0,1

Ul/mg proteina de RS.

Estos resultados se pasaron a Ul/mg proteina de RS, se restd la actividad
independiente de Ca* y se calcularon como porcentaje relativo respecto al control
(actividad Ca®*-ATPasa sin exudado), representandose frente a la concentracion de
exudado. Asf, la Figura 20 muestra la dependencia de la actividad Ca’*-ATPasa de RS
con la concentracion de exudado en presencia de calcimicina. En esta figura puede
observarse que el exudado inhibe la actividad Ca**-ATPasa, de forma mon6tonamente

dependiente con la concentracion de exudado anadido al medio.

De estos resultados cabe destacar la baja concentracion a la que este exudado es
activo, presentado una K, s muy baja. La cinética de inhibicion presenta una K, 5 para el
exudado de 30ug/ml. Experimentalmente se comprobd que con una sola adicion de
360ug/ml de exudado se alcanza un 70% de inhibicidon de la actividad de la proteina,
idéntica a la determinada a esta concentracion en la titulacion con exudado mediante

adiciones sucesivas de menor concentracion.

La Figura 21 muestra la actividad Ca**-ATPasa de RS sellado en funcion de la
concentracion de exudado. En ella puede observarse que en vesiculas perfectamente
selladas, es decir, que generan y mantiene un gradiente de Ca’, la actividad se
incrementa de forma monodtona al aumentar la concentracion de exudado. De ello podria
inferirse que existe perdida significativa de gradiente de Ca® un punto que se ha

cuestionado en los experimentos presentados en el apartado IV.7.1.4.
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Figura 20: Efecto de la concentracion de Exudado de Cistus
ladanifer sobre la actividad Ca**-ATPasa de vesiculas RS en
presencia de calcimicina.

La actividad Ca**-ATPasa se determind en un medio que contiene
tampon Tes/Tris 0,1M, pH7 a 25°C, KCI 0,1M, MgCl, 3mM, 50ug
de PK, 50ug de LDH, NADH 0,25mM y PEP 0,42mM y con una
concentracion de proteina de 3ug/ml.
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Figura 21: Efecto de la concentracién de Exudado de Cistus
ladanifer sobre la actividad Ca**-ATPasa de vesiculas RS en
ausencia de calcimicina.

La actividad Ca**-ATPasa se determiné en un medio que
contiene tampén Tes/Tris 0,1M, pH7 a 25°C, KC1 0,1M, MgCl,
3mM, 50ug de PK, 50ug de LDH, NADH 0,25mM y PEP
0,42mM y con una concentracién de proteina de 3pg/ml.
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IV.7.1.2.- Efecto de mezcla de flavonoides sobre la actividad Ca’*-ATPasa.

Con el fin de buscar los compuestos del exudado responsables de la inhibicion
de la actividad Ca*-ATPasa se estudid esta actividad con un grupo de compuestos
mayoritarios en el exudado, y que son los siguientes flavonoides: apigenina, 3-O-
metilkampferol, 4°-O-metilapigenina, 7-O-metilapigenina, 3,4°-di-O-metilkampferol,
3,7-di-O-metilkampferol. Primeramente, se probd con una mezcla de estos flavonoides
que asemeja a la proporcion en la que estos compuestos estan en el exudado de las hojas
jovenes durante la primavera, cuya proporcion es: 0,57% Ap / 4,27% K-3 / 14,47% Ap-
47/19,1% Ap-7/13,4% K-3,4"/ 48,15% K-3,7.

En el Figura 22 se muestra las medidas realizadas para determinar la actividad

Ca*-ATPasa en presencia de una mezcla de flavonoides.

La secuencia de pendientes, Figura 22 (Panel A), muestra el efecto de la mezcla
sobre la velocidad de actividad Ca**-ATPasa de vesiculas RS perfectamente selladas. Se
registrd el efecto de ahadir de forma secuencial 6,06ug/ml de mezcla de flavonoides

hasta llegar a una concentracion final de 33,33ug/ml.

En esta Figura se muestran el efecto de las concentraciones anadidas a la cubeta
de 12 y 27ug/ml de la mezcla de flavonoides representadas como F, y F,,
respectivamente, observandose que la pendiente se mantenia constante. Por
consiguiente, la actividad de la Ca®*-ATPasa no se ve alterada por estas concentraciones
de flavonoides. A continuacidn se ahade calcimicina, un ion6foro que permite la salida
de Ca®* eliminando el gradiente del ion a través de las membranas de RS y se mide la

actividad de RS permeabilizado.

La secuencia de pendientes, Figura 22 (Panel B), muestra el efecto de la mezcla
sobre la actividad Ca**-ATPasa de vesiculas RS permeabilizadas. En este caso, la
calcimicina se anadid antes de la mezcla de flavonoides, observandose que la pendiente
disminuye al aumentar la concentracion de flavonoides. Esta disminucion de la
pendiente implica inhibicion de la actividad Ca**-ATPasa.
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Por tltimo, se anade EGTA con el fin de medir la actividad independiente de

Ca™, para la que se obtuvo un valor promedio.
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Figura 22: Efecto de la mezcla de flavonoides sobre la velocidad de actividad Ca’*-ATPasa de vesiculas RS en ausencia

(Panel A) y en presencia (Panel B) de calcimicina (A,;,4;). F, y F, representan las concentraciones afiadidas a la cubeta de
6,06 y 33,33ug/ml de mezcla de flavonoides, respectivamente.
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Estos resultados se pasaron a Ul/mg proteina de RS, se restd la actividad
independiente de Ca* y se calcularon como porcentaje relativo respecto al control
(actividad Ca®*-ATPasa en ausencia de la mezcla de flavonoides), representandose
frente a la concentracion de flavonoides. Asi, la Figura 23 muestra la dependencia de la
actividad Ca**-ATPasa de RS con la concentracion de flavonoides en presencia de
calcimicina. En esta figura puede observarse que la mezcla inhibe la actividad Ca®™-
ATPasa, de forma mono6tonamente dependiente con la concentracidon de flavonoides
anadida al medio, hasta una concentracion de 33ug/ml a partir de la cual no se pudo
ensayar experimentalmente debido a la turbidez que estos flavonoides producen al
precipitar.

De estos resultados cabe destacar la baja concentracidon a la que esta mezcla es
activa, presentado una K, 5 muy baja. La cinética de inhibicion presenta una K 5 para la
mezcla de flavonoides de 15ug/ml. Experimentalmente se comprobd que con una sola
adicion de 33,33ug/ml de flavonoides se alcanza un 60% de inhibicion de la actividad

de la proteina, un valor idéntico al alcanzado tras varias adiciones de menor cuantia.

La Figura 24 muestra la actividad Ca**-ATPasa de RS sellado en funcion de la
concentracion de flavonoides. En ella puede observase que en vesiculas perfectamente
selladas, es decir, en presencia de gradiente de Ca®™, la actividad no se ve
significativamente alterada. De ello podria inferirse que no hay perdida significativa de
gradiente de Ca’ un punto que se ha cuestionado en los experimentos presentados en el
apartado IV.7.1.4.
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Figura 23: Efecto de la concentracion de mezcla de Flavonoides de
Cistus ladanifer sobre la actividad Ca*"-ATPasa de vesiculas RS en
presencia de calcimicina.

La actividad Ca’"-ATPasa se determind en un medio que contiene
tampon Tes/Tris 0,1M, pH7 a 25°C, KC1 0,1M, MgCl, 3mM, 50ug
de PK, 50ug de LDH, NADH 0,25mM y PEP 0,42mM y con una
concentracion de proteina de 3ug/ml.
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Figura 24: Efecto de la concentracion de Mezcla de Flavonoides
de Cistus ladanifer sobre la actividad Ca**-ATPasa de vesiculas
RS en ausencia de calcimicina.

La actividlad Ca*-ATPasa se determiné en un medio que
contiene tampén Tes/Tris 0,1M, pH7 a 25°C, KCI 0,1M, MgCl,
3mM, 50ug de PK, 50ug de LDH, NADH 0,25mM y PEP
0,42mM y con una concentracion de proteina de 3pug/ml.
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1V.7.1.3.- Efecto de la concentracion de cada flavonoides sobre la actividad Ca’**-

ATPasa.

1V.7.1.3.1.- Modulacion por apigenina y derivados metilados.

La actividad Ca**-ATPasa se midio6 utilizando el ensayo acoplado que se indica
en Materiales y Métodos (apartado II1.7.1.2). Los resultados obtenidos se pasaron a
Ul/mg protefna de RS, se resto la actividad independiente de Ca™ y se calcularon como
porcentaje relativo respecto al control (actividad Ca**-ATPasa sin flavona),
representandose frente a la concentracion de cada apigenina. La Figura 25 (Panel A)
muestra la dependencia con la concentracion de flavona de la actividad Ca**-ATPasa de

RS en presencia de calcimicina.

En esta figura puede observarse que la apigenina inhibe la actividad Ca*-
ATPasa, de forma mondtonamente dependiente con la concentracion de apigenina
anadida al medio, hasta una concentracion de 5S0uM a partir de la cual no se observa
incremento significativo en la inhibicidon. Los resultados se ajustaron a la siguiente

ecuacion:
%Activ. Ca®*-ATPasa = 100 — [ (I, * [Ap])/ Kos + [Ap]] ;

de lo que se puede deducir que la interaccion de apigenina con la Ca**-ATPasa se
realiza por un proceso simple por uniodn a sitios inhibidores con un valor de constante de
disociacion definida (K s). De estos resultados cabe destacar la baja concentracion a la
que este compuesto es activo, presentado una K,y muy baja (del orden de uM). La
cinética de inhibicion presenta una K, 5 para apigenina de 20uM. Experimentalmente se
comprobd que con una sola adicion de 70uM de apigenina se alcanza un 60-70% de
inhibicion de la actividad de la proteina, un valor de inhibicidon idéntico al alcanzado
tras varias adiciones de menor cuantia, que sumadas dan 70uM de apigenina. Estos
parametros cinéticos se han obtenido mediante ajuste por regresion no lineal de los

datos para este proceso de inhibicion.
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En los resultados obtenidos de las medidas realizadas para determinar la
actividad Ca**-ATPasa en presencia de Ap-4” y Ap-7, se observd un comportamiento
diferente al que presenta apigenina sin metilar. En esta misma figura, al contrario de
apigenina puede observarse que la actividad Ca**-ATPasa no es significativamente

alterada al anadir Ap-4~ 6 Ap-7 al medio de ensayo.

La Figura 25 (Panel B) muestra la actividad Ca**-ATPasa de RS sellado en
funcion de la concentracidon de flavona. En ella puede observase que en vesiculas
perfectamente selladas, es decir, en presencia de gradiente de Ca®*, la actividad en
presencia de apigenina, no se ve significativamente alterada. De ello podria inferirse que
no hay perdida significativa de gradiente de Ca* un punto que se ha cuestionado en los
experimentos presentados en el apartado IV.1.7.4. En presencia de Ap-4" y Ap-7 se
observa que en ausencia de calcimicina la actividad se incrementa significativamente a
partir de una concentracion superior a 80uM. De ello podria inferirse que estos

flavonoides provocan perdida de gradiente de Ca™.
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Figura 25: Efecto de la concentracion de flavonas sobre la actividad Ca?>*-ATPasa de vesiculas
RS en presencia (Panel A) y ausencia (Panel B) de calcimicina. Siendo - m-: Apigenina, - @-:

47(0)-metil-Apigenina y ==A==: 7(0)-metil-Apigenina.

La actividad Ca**-ATPasa se determin6 en un medio que contiene tampon Tes/Tris 0,1M, pH7 a
25°C, KC10,1M, MgCl, 3mM, 50ug de PK, 50ug de LDH, NADH 0,25mM y PEP 0,42mM y con

una concentracion de proteina de 3ug/ml.
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1V.7.1.3.2.- Modulacion por 3-O-metilkampferol, 3,4 "-di-O-metilkampferol y 3,7-di-O-

metilkampferol.

Al igual que para los flavonoides anteriores, la actividad Ca**-ATPasa en
presencia de 3-O-metilkampferol, 3,4°-di-O-metilkampferol 6 3,7-di-O-metilkampferol
se midid utilizando el ensayo acoplado que se indica en Materiales y Métodos, y se
siguid el mismo procedimiento en el analisis de resultados. En la Figura 26 (Panel A y
Panel B)se representa la dependencia con la concentracion de flavonol de la actividad

Ca*-ATPasa de RS permeabilizadas y selladas, respectivamente.

Como puede observarse en la Figura 26 (Panel A), 3-O-metilkampferol presenta
el mismo comportamiento que apigenina. En presencia de calcimicina, K-3 inhibe la
actividad Ca**-ATPasa de forma mono6tonamente dependiente con la concentracion
anadida al medio, hasta una concentracion de 100uM a partir de la cual no se observa
incremento significativo en la inhibicion. Los resultados también se ajustaron a la

misma ecuacion descrita para la apigenina:

% Activ. Ca**-ATPasa = 100 — [ (L, - [K-3]) / K5 + [K-3]]

max

de lo que se puede deducir que la interaccion de K-3 con la Ca**-ATPasa se realiza por
un proceso simple por union a sitios inhibidores, presentando una K, 5 mayor que para
apigenina. La cinética de inhibicion presenta una K, para K-3 de 60uM. La Gnica
diferencia que presenta K-3 frente a la apigenina, es que este flavonoide no presenta una
inhibicion tan fuerte como la apigenina, llegando a ser del 50% y necesitando para ello

una concentracion mayor, que llega a ser de 100uM.

Como puede observarse en la Figura 26 (Panel A), 3,4”-di-O-metilkampferol
presenta efectos muy diferente a los anteriores, presentando un comportamiento bifasico
en vesiculas permeabilizadas, lo que recuerda a la modulacion de la Ca**-ATPasa por
anestésicos locales (Gutierrez-Merino y col., 1989). Asf, en esta figura se observa que la
actividad de la Ca**-ATPasa en presencia de calcimicina no se ve alterada al ahadir K-

3,4 al medio de ensayo hasta llegar a una concentracion de 40uM, a partir de la cual, la
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actividad es inhibida de forma mondtonamente dependiente con la concentracion,

llegando a ser del 60% con una concentracion de 100uM a partir de la cual no se
observa incremento significativo. En este caso la cinética de inhibicion de K-3,4"
presenta una K, 5 de 60uM coincidiendo con la que presenta K-3, pero a diferencia de

éste, K-3,4" presenta un 20-30% mas de inhibicion de la actividad.

Al contrario de los flavonoles anteriores, 3,7-di-O-metilkampferol presenta el
mismo comportamiento que Ap-4”y Ap-7. De los resultados representados en la Figura
26 (Panel A) se observa que la actividad de la Ca**-ATPasa en presencia de calcimicina

no es fuertemente alterada al anadir K-3,7 al medio de ensayo.

En cambio, cuando la actividad se registra en ausencia de calcimicina, Figura 26
(Panel B), se observa que ésta se incrementa de forma monoOtona al aumentar la
concentracion de K-3,7, indicando que este flavonoide provoca pérdida de gradiente de
Ca™. La Gnica diferencia con Ap-4’y Ap-7, es que este flavonoide presenta una mayor
potencia, ya que con una concentracion de 20uM consigue duplicar la actividad Ca**-
ATPasa, mientras que con una concentracion de 120uM de Ap-4~ 6 Ap-7 no se llega a

duplicar esta actividad.

Cuando se registra la actividad en ausencia de calcimicina en funcion de la
concentracion de K-3 y K-3,4°, Figura 26 (Panel B), ésta no se ve alterada
significativamente. De ello puede inferirse que no hay pérdida significativa de gradiente

de Ca™, punto que se ha cuestionado en los experimentos presentados méas adelante.
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Figura 26: Efecto de la concentracion de flavonoles sobre la actividad Ca?*-ATPasa de vesiculas
RS en presencia (Panel A) y ausencia (Panel B) de calcimicina. Siendo - ®m- : 3(O)-metil-
Kampferol, - @ :3,4’(O)-dimetil-Kampferol y : 3,7(0)-dimetil-Kampferol.

La actividad Ca**-ATPasa se determind en un medio que contiene tampon Tes/Tris 0,1M, pH7 a

25°C, KC10,1M, MgCl, 3mM, 50ug de PK, 50ug de LDH, NADH 0,25mM y PEP 0,42mM y con
una concentracion de proteina de 3pug/ml.
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1V.7.1.4.- Efecto de los flavonoides sobre los niveles de Ca’* en vesiculas de RS en

condiciones de estado estacionario.

Se ha estudiado la posible variacion inducida por el exudado y los flavonoides
en los niveles de Ca** alcanzados en condiciones de estado estacionario en vesiculas de

RS. Para ello se ha utilizado el indicador de iones metalicos arsenazo II1.

La titulacion con EGTA para hallar la equivalencia entre descenso de
absorbancia y nmoles de Ca* capturado, indica una relacion de 10 mDO por cada
(11x1,6) nmoles de Ca®* capturado (véase Materiales y Métodos, apartado 1I1.7.1.4;
Figura 6).

El nivel de acumulacion de Ca** obtenido en muestras experimentales ha sido de
(81,4+17,6)nmoles de Ca’*/mg de proteina, nivel que entra dentro del intervalo de
acumulacion publicado por otros autores, que oscila entre 80 y 100 nmoles de Ca**/mg

de proteina (Meissner, 1975; Fernandez-Salguero y col., 1990).

En la Tabla 93 se muestra el tanto por ciento respecto al control del nivel de
acumulacion de Ca® acumulado por estas vesiculas en presencia de distintas
concentraciones del exudado. En ella observamos que las vesiculas pierden capacidad
de acumulacion de Ca** a medida que aumenta la concentracion de exudado en el medio

de ensayo.

Como puede observarse en la Tabla 94 donde se muestra el tanto por ciento
respecto al control sin flavonoides del nivel de Ca** acumulado por estas vesiculas, Ap,
K-3 y K-3,4" no producen perdida de gradiente de Ca**, mientras que con Ap-4°, Ap-7 'y
K-3,7 el nivel de acumulacion de Ca* se ve alterado, disminuyendo hasta casi un 30%
el nivel de Ca’ acumulado. Luego, de estos resultados puede deducirse que el
tratamiento de vesiculas RS con exudado y con los flavonoides Ap-4°, Ap-7 y K-3,7

disminuye significativamente la capacidad de acumulacion de Ca** por las mismas.
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Tabla 93: Nivel de Ca* acumulado en vesiculas de reticulo
sarcoplasmico en presencia del exudado de Cistus
ladanifer y expresado como porcentaje relativo al Ca*
acumulado en ausencia de dicho exudado (500ug/ml de

proteina).
% de acumulacion de Ca*

Control 100%
Exudado (30ug/ml) 98%
Exudado (180ug/ml) 100%
Exudado (360ug/ml) 85,5%
Exudado (450ug/ml) 74,6%
Exudado (540ug/ml) 35%
Exudado (720ug/ml) 28%
Exudado (2160ug/ml) 33%

Tabla 94: Nivel de Ca* acumulado en vesiculas de reticulo
sarcoplasmico en presencia de los flavonoides estudiados y
expresado como porcentaje relativo al Ca* acumulado en
ausencia de dichos flavonoides (500ug/ml de proteina).

% de acumulacion de Ca*

Control 100%
Ap (60uM) 100%
Ap-4" (100uM) 72,3%
Ap-7 (100uM) 73,2%
K-3 (60uM) 100%
K-3,4" (60uM) 100%
K-3,7 (60uM) 72%
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1V.7.1.5.- Estabilidad de la actividad Ca’*-ATPasa en vesiculas de RS tratadas con
flavonoides.

Se trataron vesiculas de RS en el medio de ensayo descrito en Materiales y
Métodos (apartado 1I1.7.1.2), a 25°C con una concentracion de 40uM para apigenina. Se
realizaron tres ensayos con diferentes periodos de incubacion de 5, 15 y 30 minutos.

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 27. En ella puede observarse
que la inhibicion con apigenina, de la actividad en presencia de calcimicina tiene lugar
rapidamente, en menos de 5 minutos y se mantiene al menos durante 30 minutos.

Este mismo experimento se repitid para los flavonoides que inhiben la actividad
Ca™-ATPasa en vesiculas permeabilizadas, como K-3 y K-3,4", obteniéndose para estos
los mismos resultados.

Esto sugiere que el proceso de interaccion de estos flavonoides, Ap, K-3 y K-
3,4°, con la Ca**-ATPasa, tiene lugar rapidamente y se mantiene durante al menos 30

minutos.
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Figura 27: Dependencia con el tiempo de incubacion de la
actividad Ca**-ATPasa de vesiculas RS permeabilizadas en
presencia de [Ap]=40uM.

La actividad Ca>*-ATPasa se determina en medio que contiene
tampon Tes/Tris 0,1M, pH 7 a 25°C, KC1 0,1M, MgCl, 3mM,
CaCl, 0,1mM, 50ug de PK, 50ug de LDH, 0,25mM y PEP
0,42mM y con una concentracion de proteina de 3mg/ml. A
tiempo O el valor obtenido es la actividad Ca**-ATPasa sin
Apigenina.
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IV.7.1.6.- Efecto de apigenina, 3-O-metilkampferol y 3,4 -di-O-metilkampferol

sobre la dependencia de Ca** de la actividad Ca**-ATPasa.

Hemos estudiado el efecto de concentraciones de 40uM de Ap y 80uM de K-3 y
K-3,4" que inhiben la actividad Ca’*-ATPasa de RS entre un 60-70%, sobre la
dependencia de esta actividad con la concentracion de Ca’* libre, ajustada utilizando

tampones Ca**-EGTA como se indica en Materiales y Métodos.

Los resultados obtenidos con RS permeabilizado, normalizados al 100% de
actividad a saturacion de Ca” para cada conjunto de datos experimentales se muestran
la Figura 28 y se han analizados utilizando la ecuacion de Hill. Estos resultados
muestran que la afinidad de la enzima por Ca**, a pH 7, 25°C y en presencia de 40uM
de apigenina no se ve alterada. Por tanto, la inhibicion de la Ca**-ATPasa por apigenina

se realiza mediante un proceso no competitivo con Ca*".

Por el contrario, en presencia de 80 uM de K-3 6 K-3,47, la afinidad de la
enzima por Ca*™, a pH 7, 25°C se ve alterada, desplazando la K, desde un valor de

0,1uM para el control hasta un valor de 0,2uM para K-3 y K-3,4".

El analisis de la curva de saturacion con Ca’ en estos casos muestran que, la
pendiente se hace mayor en presencia de estos flavonoles, de lo que puede inferirse que
aunque la enzima necesita mayor concentracion de Ca’* para activarse, una vez llegada
a una concentracion determinada (0,1uM), la afinidad de la proteina por Ca’* aumenta
mas fuertemente, haciéndose mas cooperativa. Por tanto, estos resultados sugieren que
K-3 y K-3,4" desplazan a la enzima hacia el estado E, (que no une Ca®™, véase
introduccion). El resultado funcional es un aumento del umbral de Ca® para la
estimulacion de la Ca**-ATPasa y, por tanto, para iniciar la relajacion muscular en

presencia de K-3 y de K-3,4".
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Figura 28: Dependencia con la concentracion de Ca** de la
actividad Ca?*-ATPasa en presencia de flavonoides. La
actividad Ca®*-ATPasa se determind en un medio que contiene
tampon Tes/Tris 0,1M, pH 7 a 25°C, KClI 0,1M, MgCl, 3mM,
50ug de LDH, 50ug de PK, NADH 0,25mM y PEP 0,42mM y
con una concentracion de proteina de 3ug/ml.
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IV.7.1.7.- Interaccién de los flavonoides con la Ca’*-ATPasa de RS.

Los resultados obtenidos en los estudios cinéticos expuestos anteriormente
sugieren la modulacion de la actividad Ca**-ATPasa de RS y, por tanto, del transporte
activo de Ca** a través de estas membranas, es mediante la interaccion de los
flavonoides estudiados con la proteina. Por su relevancia, esta posibilidad ha sido
cuestionada mas detenidamente. A tal fin hemos realizado estudios de fluorescencia

intrinseca.

La Figura 29 muestra los espectros de fluorescencia de emision y excitacion de

RS y de RS mas 3uM de apigenina.
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Figura 29: Longitudes de onda de excitacion y emision a
280nm y 335nm, respectivamente. Linea negra: Espectro de
emision de RS (a) y espectro de excitacion de RS (b). Linea
roja: Espectro de emision de RS en presencia de Apigenina
3mM. Linea amarilla: Espectro de emision (Raman) del

tampoOn.
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1V.7.1.7.1.- Efecto de los flavonoides sobre la fluorescencia intrinseca de las

membranas de RS.

Se ha medido la dependencia de la fluorescencia intrinseca de RS con la
concentracion de cada uno de los flavonoides estudiados. La Figura 30 muestra el efecto
de la concentracion de los flavonoides a pH7 sobre la fluorescencia intrinseca de RS.
Estos resultados muestran que estos flavonoides producen una fuerte extincion de esta
fluorescencia, saturdndose entre el 75 y 85% de extincion para los diferentes
flavonoides estudiados.

Teniendo en cuenta que los agentes que extinguen la fluorescencia intrinseca de
la Ca®"-ATPasa a través de la bicapa lipidica alcanzan el 80% de extincion de esta
fluorescencia (London y Feigenson, 1981; East y Lee, 1982), estos resultados sugieren

que existe una interaccion directa de estos flavonoides con la Ca®*-ATPasa de RS.

Como puede observarse en la Figura 30, la extincion de fluorescencia de Ca®'-
ATPasa de RS con K-3,7 es mas fuerte que con Ap y K-3, quedando los demaés
flavonoides en una posicion intermedia. Consecuentemente, Ap-4°, Ap-7, K-3,4" y K-
3,7 van a presentar mayor coeficiente de particiéon en la membrana de RS que Ap y K-3.
Esto podria ser debido a que un grupo metilo mas, tanto en Ap como en K-3,
incremente su hidrofobicidad y, por tanto, se integran con mayor facilidad en la
membrana. Pero también podria ser debido a interaccion diferencial con la Ca**-ATPasa
de los diferentes flavonoides estudiados. En este resultado, cabe destacar que son
precisamente Ap-4’, Ap-7 y K-3,7, el grupo de flavonoides que provocan perdida de
gradiente de Ca’’, mientras el resto, Ap, K-3 y K-3,4", presentan un comportamiento

diferente cuando actiian como inhibidores de la actividad Ca*>"-ATPasa.
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Figura 30: Dependencia de la fluorescencia intriseca de RS (50pg/ml)
con la concentracion de flavonoides. Las medidas de fluorescencia se
realizaron en tampoéon 0,1M Tes/0,IM KCl y 3mM MgCl, [pH 7], con
longitudes de onda de excitacion y de emision de 280nm y 335nm,
respectivamente. Las lineas continuas corresponden al ajuste por regresion
no lineal a la ecuacidn siguiente: (F/Fy)= 1- Ey, {[1]/K0,5+[I]}, donde [I] es
la concentracion de flavonoide, E;, es la extincion de fluorescencia a
saturacion del flavonoide y K 5 es la concentracion de flavonoide a la que se
produce el 50% del maximo de extincion de fluorescencia. Los datos se
ajustan satisfactoriamente con un valor de Elim igual a un (75-85)% de

extincion de fluorescencia.
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1V.7.1.7.2.- Efecto de los flavonoides sobre la fluorescencia de liposomas.

Para verificar que estos flavonoides se incorporan verdaderamente en la
membrana y que la extincion de fluorescencia intrinseca de RS no es simplemente
producto de adsorcion de los flavonoides a la Ca**-ATPasa, se realizaron titulaciones de
liposomas (Fosfatidilcolina + 10% octil-Trp) con cada uno de los flavonoides. La Figura
31 muestra el efecto de la concentracion de los flavonoides a pH 7 sobre la
fluorescencia de estos liposomas. Las medidas fueron realizadas con diferentes
concentraciones de flavonoide en un medio Tes 0,1M, KC10,1M y Mg*" 3mM a pH 7.

Los resultados obtenidos muestran que todos los flavonoides estudiados
producen una fuerte extincion de esta fluorescencia, llegando a ser del 80-90% a
saturacion, un valor similar al obtenido en las titulaciones de fluorescencia intrinseca de
RS. Por tanto, la extincion de la fluorescencia de las membranas de RS es debida a la

incorporacion de estos flavonoides en la bicapa lipidica.
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Figura 31: Dependencia de la fluorescencia de liposomas
(Fosfatidilcolina + 10% octilTrp) con la concentracion de
flavonoides. Las medidas de fluorescencia se realizaron en tampdon
0,IM Tes/0,1M KCl1 y 3mM MgCl, [pH 7], con longitudes de onda de
excitacion y de emision de 280 nm y 335 nm, respectivamente. Las
lineas continuas corresponden al ajuste por regresion no lineal a la
ecuacion siguiente: (F/Fo)=1- Ejn {[I[/Kos+[I]}, donde [I] es la
concentracion de flavonoide, Ejn es la extincion de fluorescencia a
saturacion del flavonoide y Ko s es la concentracion de flavonoide a la
que se produce el 50% del méximo de extincion de fluorescencia. Los
datos se ajustaron satisfactoriamente con un valor de elim. Igual a un
(95-100)% de extincion de fluorescencia.
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La Tabla 95 muestra la relacion entre la K5 de la extincion de fluorescencia

intrinseca de las membranas de reticulo sarcoplasmico y la K5 de la extincion de

fluorescencia de liposomas para cada uno de los flavonoides estudiados. Puesto que a

mayor tendencia a particionar en la bicapa lipidica, menor es el valor de (Ks);,, €l

coeficiente (K s);,/(Kys)rs para cada flavonoide es una medida de la tendencia del

flavonoide a particionar en la membrana de RS relativa a la tendencia a particionar en

una bicapa lipidica. Si observamos la Tabla 95 podemos distinguir dos

comportamientos diferentes; Ap y K-3, que muestran una (K, s)gs mayor que (Kgs);,, ¥

por tanto, una relacion (K s);;,/(K s)zs menor que 1, y Ap-4", Ap-7, K-3,4"y K-3,7 que

muestran el caso opuesto, y por tanto, una relacion (K );,/(K,s)gs mayor que 1. Estos

resultados sugieren que los flavonoides mas metilados (Ap-4°, Ap-7, K-3,4"y K-3,7), se

incorporan con mayor facilidad a la membrana de RS que a una bicapa lipidica pura,

apoyando la hipotesis de que, interaccionan méas fuertemente con la Ca>*-ATPasa.

Tabla 95: Relacion entre K, s de la extincion de fluorescencia
intrinseca de las membranas de reticulo sarcoplasmico y K, 5 de la
extincion de fluorescencia de liposomas para cada uno de los

flavonoides estudiados.

Flavonoide (Ko,5)rs (Ko 9)iip (Ko, )i/ (Ko, 5)rs
Ap 45 2,9 0,6
Ap-4’ 2,7 43 1,6
Ap-7 1,8 2,5 1,4
K-3 43 3,8 0,9
K-3,4° 3,2 4,9 1,5
K-3,7 1,9 48 2,5

(Ko,s)rs: concentracion de flavonoide a la que se produce el 50% de extincion de

fluorscencia intriseca de las membranas de RS.
(Ko,5)1ip: concentracion de flavonoide a la que se produce el 50% de extincion de

fluorescencia de liposomas.
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1V.7.1.7.3.- Efecto de los flavonoides sobre la fluorescencia de L-Trp.

Se ha titulado la fluorescencia intrinseca de L-Trp con cada uno de los
flavonoides estudiados. La Figura 32 muestra el efecto de la concentracion de los
flavonoides a pH 7 sobre la fluorescencia de L-Trp (10uM). Las medidas fueron
realizadas con diferentes concentraciones de flavonoide en un medio Tes 0,1M, KCI
0,1M, Mg** 3mM a pH 7.

K-3,7 no se representa en la figura a causa del ruido que mostraba debido a la
baja solubilidad que presenta este compuesto en el medio acuoso.

Estos resultados muestran que los flavonoides estudiados producen una débil
extincion de esta fluorescencia. El flavonoide que produce mayor extincion, es Ap que
solo alcanza el 30% de extincion de esta fluorescencia a una concentracion de S0uM.

Por tanto, la fuerte extincion de la fluorescencia observada para octil-Trp
incorporado en liposomas es consecuencia de un fuerte incremento de la concentracion
local del flavonoide en la bicapa lipidica, consecuencia de una favorable particidon en
esta fase con respecto a la fase acuosa.
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Figura 32: Dependencia de la fluorescencia de L-Trp (10uM) con
la concentracion de flavonoides. Las medidas de fluorescencia se
realizaron en tampén 0,1M Tes/0,1M KCl y 3mM MgCl, [pH 7], con
longitudes de onda de excitacion y de emision de 280 nm y 335 nm,
respectivamente. Las lineas continuas corresponden al ajuste por
regresion no lineal a la ecuacion siguiente: (F/F0)=I-
Eiim" {[1I/Kos+[I]}, donde [I] es la concentracion de flavonoide, Ejim €s
la extincion de fluorescencia a saturacion del flavonoide y Ko s es la
concentracion de flavonoide a la que se produce el 50% del maximo de
extincion de fluorescencia.
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1V.7.1.8.- Efecto de la concentracion de RS sobre la inhibicion de la actividad Ca*-

ATPasa por apigenina, 3-O-metilkampferol y 3,4°-di-O-metilkampferol.

Los resultados de los ensayos sobre fluorescencia intrinseca nos indican que la
inhibicion de la actividad Ca**-ATPasa por Ap, K-3 y K-3,4" se lleva a cabo mediante la
interaccion directa con esta enzima. Para conocer si esta inhibicion es debida a la
interaccion de la proteina con la concentracion de flavonoides de la fase acuosa o con la
concentracion de la fase lipidica, se midi6 la actividad Ca**-ATPasa en presencia de
calcimicina con diferentes concentraciones de RS tratadas con 40uM Ap, 80uM K-3 y

80uM K-3,4".

Los resultados de este ensayo se muestran en la Figura 33. En ella se puede
observar que Ap, K-3 y K-3,4" muestran el mismo comportamiento. Los tres
flavonoides presentan dependencia lineal de la actividad Ca®*-ATPasa con la
concentracion de RS llegando a aproximadamente al (90-100)% de actividad.
Considerando la concentracion total de lipidos a la concentracidon de RS a la que se
produce la saturacion del efecto (8-10ug proteina/ml aproximadamente igual a 8-10uM
de lipidos), se puede deducir que la inhibicion de la Ca’*-ATPasa es debida a la
interaccion de estos flavonoides con la proteina a través de la fase acuosa y no de la fase
lipidica. Con una concentracion de RS menor a 15ug/ml las membranas llegan al punto
de saturacion de flavonoide quedando una cantidad despreciable de flavonoide libre en
la fase acuosa. A medida que aumentamos la concentracion de RS disminuye la
concentracion de flavonoide en la fase acuosa y en paralelo se produce una menor
inhibicion de la actividad Ca**-ATPasa, hasta una concentracion de RS de 15ug/ml, a

partir de la cual la actividad llega a su maximo manteniéndose practicamente constante.
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Figura 33: Dependencia con la concentracion de RS de la
inhibicion por Apigenina, 3-O-Metilkampferol y 3,4-Di-O-
metilkampferol. La actividad Ca’"-ATPasa se determind en un
medio que contiene tampon Tes/Tris 0,1M, pH 7 a 25°C, KCI
0,1M, MgCl, 3mM, CaCl, 0,1mM, 50ug de PK, 50ug de LDH,
NADH 0,25mM y PEP 0,42mM.
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IV.7.2.- Estudios preliminares de la actividad insecticida de los flavonoides del

exudado de C. ladanifer. Bioensayo sobre Galleria mellonela.

En los bioensayos realizados para comprobar la actividad del exudado y de la
fraccion de flavonoides de las hojas de C. ladanifer sobre las larvas de Galleria
mellonela, se observd que estos compuestos ahadidos a la dieta de estas larvas
resultaban tan toxicos que llegaba a producirles la muerte. En la Tabla 96 se presenta la
mortalidad media acumulada en el tiempo que dura el experimento (dos semanas) por el
tipo de dieta o tratamiento. En todas las evaluaciones, el promedio de mortalidad
registrado en la dieta con cipermetrina o con flavonoides fue significativamente mayor
(p<0,05), que el observado en la dieta testigo. La mortalidad de las larvas en la dieta con
exudado fue similar a la registrada en la dieta con flavonoides, pero este promedio no
resultd lo suficientemente mayor que el obtenido en la dieta testigo como para ser

significativamente diferente.

Los resultados indican que el exudado incorporado a la dieta en una proporcion
de 2mg/g no provocd mortalidad significativamente diferente a la observada en la dieta
testigo, durante el periodo normal de desarrollo del tercer estadio larvario de G.
mellonela. En cambio, la incorporacion de 2mg/g de flavonoides en la dieta tiene un
efecto toxico sobre las larvas de G. mellonela, ya que en las cuatro repeticiones

realizadas se registrd una mortalidad del 60% de las larvas.

Tabla 96: Promedio de larvas muertas en cada tratamiento.

N° larvas muertas

Tratamientos  1%repeticion  2repeticion  3%repeticion  4%repeticion Media
Testigo 2 7 5 4 4,5

Cipermetrina 14 15 15 13 14,25"
Exudado 10 5 6 4 6,25%

Flavonoides 9 13 8 6 9¢

~><: Diferencias entre tratamientos, letras coincidentes = significativamente no
diferentes p>0,05 (ANOVA).
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DISCUSION




FUNCION ALELOPATICA.

Las plantas compiten con otras plantas por luz, agua y nutrientes. La produccion,
acumulacion y liberacion de metabolitos secundarios, que inhiben la germinacion o
desarrollo de otras plantas es una de las estrategias complejas que han evolucionado
para aumentar la supervivencia de la planta. En la actualidad se han realizado
suficientes experiencias como para indicar que en un nimero considerable de casos, se
ejercen efectos alelopaticos entre plantas superiores. Las sustancias quimicas implicadas
son generalmente productos derivados del metabolismo secundario, encontrandose las
toxinas implicadas en alelopatia en hojas y tallos (Grant, 1964; Bieber y Hoveland,
1968; Ballester y col., 1979; Smith, 1989). Se ha llegado a aislar e identificar diferentes
compuestos con accidn alelopatica (aleloquimicos), siendo furanocumarinas, cumarinas
simples, piranocumarinas, acido cindmico y sus derivados, catecol, hidroxiacetofenonas,
flavonoles y proantocianidinas los que mayor capacidad de inhibicion presentaban
(Datta y Chatterjee, 1980; Ballester y col., 1982; Kil y Yim, 1983; Odén y col., 1992;
Nilsson y col., 1993; Pellisier, 1993; Macias y col., 1993; Li y col., 1993; Viles y Reese,
1996). Aunque el modo de accion de estos compuestos en el mecanismo de alelopatia
no se conoce, si se ha demostrado que compuestos fendlicos como los flavonoides
pueden interferir en la formacion del adenosin trifosfato (ATP) en la mitocondria
(Stenlid, 1970, 1976) y pueden inhibir o interaccionar con el modo de accion de las
hormonas de otras plantas como las auxinas (Jacobs y Rubery, 1988; Brunn y col.,
1992). Igualmente flavonoides como quercetina y naringenina actian como inhibidores
del transporte de electrones mitocondrial y suprimen la hidrolisis de Mg**-ATPasa, y el

kampferol inhibe el fotosistema II (Einhellig, 2001).

Pero las plantas también necesitan defensas contra herbivoros y microorganismos.
Y son de nuevo, los metabolitos secundarios, a veces incluso los mismos compuestos
que poseen propiedades alelopaticas, los que juegan un importante papel en este sentido.
Esto es debido a que mientras algunos productos naturales estan especificamente
dirigidos a un grupo de organismos, otros muestran un espectro mas amplio, actuando
sobre objetivos moleculares basicos y comunes para todas las células. Asi, se ha

demostrado que alcaloides con propiedades alelopaticas pueden, ademas, interaccionar

243



con neuroreceptores, con el DNA y otras enzimas relacionadas, pueden inhibir la

sintesis de proteinas, desestabilizar membranas e incluso inhibir la transcriptasa inversa.
La propiedad multifuncional atribuidos a estos compuestos puede extenderse a
diferentes estructuras quimicas como pueden ser alcaloides y flavonoides, que ademas
de presentar propiedades alelopaticas (Einhellig, 2001), inhiben la actividad Ca*-
ATPasa (Shoshan y MacLennan, 1981). Esto ofrece a la planta una medida de defensa
ante un amplio rango de organismos como herbivoros, bacterias y virus, pero a la vez,
prestan a la planta que los produce, un mecanismo de interferencia frente a otras plantas

que no sintetizan dichos compuestos (Wink, 2000).

En estudios previos (Chaves y Escudero, 1997) se ha puesto de manifiesto que el
exudado de C. ladanifer presenta actividad alelopatica. Igualmente en estos estudios, se
aprecia que los compuestos que inhibian fuertemente la germinacion no eran los
flavonoides, sino otros compuestos que forman parte del exudado, que bien podian ser
compuestos fendlicos simples. La mezcla de estos flavonides, sin embargo, ejercian un

efecto negativo en el desarrollo de las plantulas.

Por una parte, en este trabajo, se ha profundizado sobre el conocimiento de la
actividad alelopatica de esta especie; y de los ocho flavonoides identificados en el
exudado de C. ladanifer (Chaves y col., 1998), solamente presentan actividad
alelopatica dos flavonoles (3-O-metilkampferol y 3,7-di-O-metilkampferol) y la flavona
4’-O-metilapigenina. Su actividad no esta relacionada directamente con la inhibicion en
la germinacion, pero si afectan al tamaho 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
originar también dificultades en la penetracion de la raiz en el suelo. Este proceso se
potencia aln mas en ecosistemas pobres en nutrientes, como son aquellos en los que se
desarrolla C. ladanifer, donde la competencia es ain mayor, y ademas la falta de

nutrientes puede aumentar la susceptibilidad al déficit de agua.
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Es de destacar, que ninguno de los flavonoides ensayados por separado ejerce

efecto sobre el tamano de cotiledones, sin embargo, aparecen cotiledones mas pequefios
cuando actfian a la vez 3-O-metilkampferol y 3,7-di-O-metilkampferol, resultando asi
mas eficaz la presencia conjunta de los dos flavonoles, y consecuentemente se
necesitard menor concentracion de cada uno de ellos para producir efecto negativo sobre

el desarrollo de las plantulas.

Los resultados obtenidos son consistentes con otros trabajos previos, donde se ha
demostrado la influencia de otros flavonoides como Formononetina 7-O-glucosido,
Hesperitina 7-rutinosido y Taxifolina 3-arabinosido, en el tamaho y crecimiento de
raices y cotiledones de plantulas de mostaza, rabano y tomate (Inderjit y Dakshini,
1991, 1992, 1994; Castaneda y col., 1992). Ademas, las concentraciones a las que eran
efectivos, 1, 0,5 y 0,1mM coinciden con las ensayadas en el presente trabajo. Sin
embargo, otros trabajos muestran que algunos flavonoides pueden incluso afectar
directamente a la germinacion. Este es el caso de un flavonoide aislado de Tithonia
diversifolia que inhibe la germinacion de semillas de Raphanus sativa, Cucumis sativus

y Allium cepa. (Baruah y col., 1994)

El efecto de los flavonoides y en general de los compuestos fendlicos en las
diferentes funciones fisioldogicas no esta claro. Alln menos, cOmo actian estos
compuestos en la germinacion y crecimiento de las plantulas. Pueden interferir en la
formacion de adenosin trifosfato (ATP) en la mitocondria (Stenlid, 1970, 1976) y en el
modo de accidn de hormonas de otras plantas como las auxinas (Jacobs y Rubery, 1988;

Brunn y col., 1992), pero es necesario seguir profundizando en este aspecto.

Como se ha comentado con anterioridad, la fraccion de exudado de C. ladanifer

que mayor actividad alelopatica presenta es la constituida por compuestos diferentes a
los flavonoides (Chaves y Escudero, 1997). Con el objeto de seguir profundizando, en
este estudio se ha determinado la naturaleza quimica de estos compuestos y se ha
cuantificando igualmente su actividad alelopatica. Se ha puesto en evidencia que al
menos once compuestos (acido oxalico, dcido metilmaldnico, acido butirico y/o
metilpropionato, acido 3-hidroxibutirico, 4cido hidroxicinamico, 4cido p-anisico, acido
cinamico, azuleno, acido 4-hidroxibenzoico y acido ferilico) poseen dicha actividad,
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aunque con diferente potencia. Dos de ellos, metil-propionato y 4cido butirico inhiben
fuertemente la germinacion incluso a concentraciones muy bajas. Estos compuestos
también estan presentes en el exudado a una baja concentracion. El resto de los
compuestos; acido ferilico, acido hidroxibenzoico, acido oxalico, acido metilmalonico,
acido p-anisico, acido 3-hidroxibutirico y azuleno no afectan a la germinacidn
directamente, pero si afectan negativamente al desarrollo de las plantulas. El acido
cindmico y el acido hidroxicinamico afectan muy negativamente al tamafo de la raiz y
cotiledones, el acido cinidmico también inhibe la germinacion y el nacimiento de
cotiledones y el acido hidroxicinamico solo el nacimiento de cotiledones. Este efecto
negativo sobre el desarrollo de las plantulas, puede tener consecuencias igualmente
negativas que sobre la germinacidn, pues como se ha comentado anteriormente, el
crecimiento de la radicula es importante para el establecimiento de todas las especies en

condiciones naturales, afectando a la oportunidad de las plantas para establecerse.

La concentracidn a la que son efectivos estos compuestos son consistentes con
trabajos de otros autores (Kuiters, 1989; Li y col., 1993) donde se pone de manifiesto
que la actividad de algunos acidos fendlicos como el acido cinamico tienen el mismo
efecto y actividad sobre la germinacion de semillas y crecimiento de plantulas que el
encontrado en nuestra experiencia. La concentracion efectiva de estos acidos fenolicos
para inhibir el crecimiento de las plantulas o la germinacion esta entre 1 y 0,1mM. Por
el contrario, estos mismos autores ponen en evidencia que el acido fertlico inhibe la
germinacion a 1mM, pero en nuestra experiencia no afecta a la germinacidon a las
concentraciones ensayadas, sino que sdlo inhibe el crecimiento de las plantulas. El
trabajo de Blum y Rebbeck (1989) reporto que el acido fertlico inhibe el tamaiio de la
raiz, pero estas eran mas gruesas, proponiendo que este compuesto puede estimular la
iniciacidon de raices secundarias. Este fendmeno tampoco es observado en nuestros
ensayos, al igual que el efecto estimulatorio de promover la germinacion a bajas
concentraciones (Milborrow, 1984). Se ha demostrado que el efecto de estos
compuestos puede variar dependiendo de las especies ensayadas (Haugland y
Brandsaeter, 1996) y este comportamiento puede ser debido a diferencias en el tamaho

de las semillas, permeabilidad, captacion diferencial y metabolismo.
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Por otra parte, algunos acidos fenolicos, ademas de inhibir directamente la

germinacion de semillas, pueden afectar al tamano de raices y cotiledones (Blum y
Rebeeck, 1989; Kuiters, 1989; Lyu y col., 1990; Wacker y col., 1990) y ademés se ha
demostrado (Li y col., 1993) que los acidos fenolicos inhiben mas la elongacion de
raices que de tallos. En nuestro estudio este fendmeno se observa con acido cinamico y
acido hidroxicinamico, existiendo ademdas una alta relacion dependiente de la
concentracion (r’=0,98 y 0,92, respectivamente). Pero no ocurre lo mismo con el acido
fer@lico y 4cido 4-hidroxibenzoico. El 4cido fertlico no inhibe este parametro y si el
tamafno de los cotiledones y el acido 4-hidroxibenzoico, aunque si lo inhibe es mas
efectivo en el tamano de cotiledones. Por el contrario el azuleno, de naturaleza no
fenolica, destaca por ejercer un fuerte efecto en el tamano de la raiz, pero sin embargo

los cotiledones no resultan afectados.

Usualmente los compuestos que presentan actividad alelopatica derivan de
varias fuentes y determinar su origen es bastante complejo. Pero es 16gico pensar que el
efecto alelopatico que pueden ejercer, esta determinado por la accidn conjunta de todos
ellos. En este estudio se demuestra que la accidn conjunta de todos o parte de ellos, es
mas activa que cuando act@ian por si solos. En este trabajo se pone 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 alelopatico. Este
efecto se potencia cuando esta presente el 4cido cinamico y el acido hidroxicinamico.
Aunque no se ha realizado un examen riguroso de la interaccion de fenoles, Li y col.
(1993) han demostrado el sinergismo en la accidon de acidos fendlicos como cafeico,
fer@illico y cinamico. El poner de manifiesto este sinergismo positivo tiene una gran
relevancia pues implicaria que probablemente no es necesaria una concentracion alta de
estos compuestos en el medio donde ejercen su accidn para ser activos, estos
compuestos en si, pueden potenciar la accion de otros compuestos. De hecho, en suelo
se han identificado y cuantificado diferentes compuestos con actividad alelopatica y en
la mayoria de los casos a concentraciones muy bajas (Blum y col., 1989; Lyu y col.,
1990; Lehman y col., 1994, Inderjit y Dakshini, 1991, 1992), pero este efecto sinérgico

puede compensar la baja concentracion presente en este medio.
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Se esta profundizando en el conocimiento sobre la funcion y modo de accion de
estos compuestos. Ni el pH, ni la presion osmotica de las disoluciones empleadas
parecen ser responsables del efecto negativo observado (Rikala y Jozefek, 1990;
Nilsson, 1993). Jaderlund y col. (1996) defienden otras teorias como que en la presencia
de estos compuestos las plantas consumen menos agua, provocandose una disfuncidon en
las raices. La accidon de los compuestos fendlicos podria estar implicada en la bajada de
la integridad de la membrana, alteracion de las vias enzimaticas, incluso se ha
demostrado disminucidn en la produccion de clorofila (Gallardo y col., 1998, Reigosa y

col., 1999).

Actualmente es necesario profundizar en el conocimiento de la alelopatia. No es
suficiente dar a conocer que los diferentes 6rganos de una especie posean compuestos
con actividad alelopatica, sino que estos tienen que pasar al suelo y ser activos alli. Con
el objeto de aproximarnos a las condiciones naturales, se han realizado ensayos de los
aleloquimicos sobre suelo. En estos ensayos hay que tener presente que son muchos los
factores que influyen en la capacidad alelopéatica de estos compuestos, ya que junto con
la posible alteracidon de su actividad, tenemos que tener en cuenta las pérdidas o
transformaciones que se producen desde la secrecion de los mismos hasta la captacion

por parte del organismo receptor.

Los resultados obtenidos de los ensayos realizados en suelo ponen de manifiesto
que la accidn negativa que ejercen estos compuestos sobre la germinacion y desarrollo
de plantulas (tanto cuando se ensayan por separado, como cuando se cuantifica la accion
conjunta de ellos) se potencia al actuar en el suelo. El comportamiento de compuestos
como fertlico, 4-hidroxibenzoico, hidroxicinamico, oxalico, metilmaldnico y p-anisico,
que en ensayos sobre papel no inhiben la germinacion, sobre suelo muestran un efecto
negativo, y compuestos como el cindmico, metilpropionato y butirico, que presentan
una actividad negativa sobre papel, incrementan su efecto en los ensayos realizados

sobre suelo.

Se evidencia que la interaccidon que se produce entre estos compuestos y el
medio donde van a ejercer su accion, el suelo, conlleva a una mayor actividad negativa

de los mismos. Nuevamente estos resultados ratifican la hipotesis de que no es necesaria
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una concentracion alta de compuestos en el suelo para que sean activos. Esto explicaria
que muchos de estos compuestos que han sido detectados en suelo, se encuentran en
concentraciones menores que las ensayadas en laboratorio y a las que ejercen un efecto

negativo.

Por el contrario, cuando se analizan los efectos producidos sobre la longitud de
raices y cotiledones se observa que, tanto con los compuestos por separado como en las
mezclas, la inhibicidon es atenuada cuando los ensayos son realizados en suelo. Esto
puede ser debido a que las plantulas sembradas en suelo, van a tener disponible mayor

concentracion de nutrientes que las sembradas en papel.

Ademas de cuantificar la actividad de los aleloquimicos en el suelo, es necesario
conocer si éstos, una vez secretados por la planta, pasan al suelo y estan presentes alli
para ejercer su accion. En otras palabras, es necesario comprobar si los suelos asociados
a la especie que se estudia inhibe la germinacion de otras especies, y si los compuestos
detectados en las partes aéreas son detectados también en el suelo y permanecen en él lo

suficiente como para ejercer su efecto.

Los resultados de los ensayos realizados en los suelos asociados a C. ladanifer
ponen de manifiesto, que éstos, inhiben la germinacion de R. crispus. La inhibicion en
la germinacion y en el nacimiento de cotiledones, aunque de manera heterogénea entre
los diferentes puntos de muestreo, se produce practicamente durante todo el aho,
excepto en los meses correspondientes al verano. En otros estudios (Alias, 2002) se ha
puesto en evidencia que existen diferencias estacionales tanto sobre la germinacion y
emergencia de cotiledones como sobre la biomasa de las plantulas sembradas en suelo
de jara de diferentes localidades con diferentes condiciones climaticas, encontrandose
inhibicion significativa de estos parametros principalmente en la estacion de primavera
en todas las localidades. Igualmente, en estos estudios se pone en evidencia la
heterogeneidad existente en la respuesta alelopatica entre los diferentes puntos de

muestreo.

Si comparamos los porcentajes de germinacion y cotiledones obtenidos en estos

suelos con los obtenidos cuando el ensayo se realiza sobre papel o sobre suelo, se
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observa que estos valores son mas parecidos a los obtenidos en los ensayos sobre suelo

que los obtenidos sobre papel. Este analisis nos indica, que el suelo, es un factor
importante a tener en cuenta, a la hora de estudiar el potencial alelopatico de una
especie, ya que puede alterar el efecto de los compuestos alelopaticos. Por ello, autores
como Inderjit y Weiner (2001), sugieren que la alelopatia seria mejor estudiada y

contextualizada en términos de ecologia quimica del suelo.

La inhibicidon que muestran los suelos asociados a C. ladanifer puede ser debido
a dos causas: competencia por nutrientes, al ser suelos muy deficitarios en nutrientes, o

a la presencia de compuestos con actividad alelopética en los suelos.

Al estudiar las caracteristicas edafologicas de los suelos de jarales y compararlas
con los suelos controles, se observa que no hay diferencias especificas entre los suelos
que expliquen la inhibicidn en la germinacion. La evolucion a lo largo del anho de las
diferentes caracteristicas edafologicas 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 precipitacion. 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
disminucion puede ser debida al mayor porcentaje de germinacion en suelos controles
que en jarales. Por otro lado, el pH disminuye en los suelos controles en Noviembre y
en los jarales en Septiembre, Octubre y Noviembre. Pero la disminucion del pH,
tampoco es significativa como para poder deducir que el pH sea el factor responsable de
la inhibicion.

Si se analizan los fenoles totales en suelos, se observa que la cantidad detectada
en suelos asociados a C. ladanifer es mas alta que la cuantificada en los suelos control.
Esta diferencia sugiere que los compuestos fendlicos del exudado de C. ladanifer son
transportados hasta el suelo. Se podria pensar que estos compuestos se van acumulando
en el suelo, sin embargo, muestran una marcada variacidon estacional. Esta variacion
cuantitativa del contenido fendlico en suelo a lo largo del ano, puede estar causado por
la degradacion bidtica o abidtica y/o por procesos como retencidn, transporte y

transformacion (Dalton y col., 1983; Dao, 1987; Blum y Shafer, 1988; Cheng, 1995).
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La cantidad de compuestos fendlicos en el suelo puede alterar las caracteristicas

del suelo como pH, materia organica y nutrientes (Rice, 1984; Appel, 1993; Inderjit,
1996). Ademas, estas caracteristicas a su vez influyen en la disponibilidad cualitativa y
cuantitativa de los compuestos fenodlicos (Dalton y col., 1993; Rice, 1984; Blum y col.,
1997; Dalton, 1989). Asi, Inderjit y Mallik (1996) demuestran que los compuestos
fendlicos tienen potencial para crear condiciones pobres de nutrientes en términos de
baja disponibilidad de ciertos nutrientes. Estos efectos podrian ser debidos a diferentes
procesos como sorcion, alteracion microbiana de compuestos fenolicos, mineralizacion
microbiana, etc. Estas condiciones alteradas de los suelos pueden afectar adversamente
al crecimiento de plantas (Black, 1973). En bioensayos alelopaticos, es importante
detectar si el/los efecto/s observados de compuestos alelopaticos es o son debidos al
efecto directo de aleloquimicos o a la alteracion de las condiciones del suelo. En este
trabajo, no se muestra que el contenido de compuestos fendlicos en suelos asociados a
C. ladanifer actle alterando las caracteristicas edafologicas del mismo, pero si pueden

estar relacionado con la inhibicidon de la germinacion observada.

Si se comparan los valores de fenoles totales detectados en cada suelo con el
porcentaje de germinacion de R. crispus registrado en ellos, se observa mayor
inhibicidon en el suelo S-1 en Septiembre, siendo éste, en el que se ha cuantificado
mayor contenido de fenoles totales. Igualmente en el mes de Febrero se observa alta
concentracion de fenoles en los puntos muestreados y los tres presentan inhibicion en la
germinacion y nacimiento de cotiledones. Pero esta relacion no es tan simple y directa,
pues existen meses con igual concentracion de fenoles o menores y que muestran
inhibicion en la germinacion, o al contrario, meses como los de verano, con alta
concentracion de fenoles y en los que no se aprecia inhibicion directa ni retraso en la
germinacion.

Por otro lado, si analizamos los compuestos identificados por HPLC en cada uno de los
suelos, se pone de manifiesto la presencia, en suelos de jarales, de tres flavonoides
(apigenina, 3-O-metilkampferol y 3,7-di-O-metilkampferol), de tres acido fenolicos
(4cido hidroxibenzoico, acido cinamico y acido hidroxicinamico), un hidrocarburo

(azuleno) y diez compuestos, alin sin identificar, pero presentes en el exudado.
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Con los resultados obtenidos, no existe ninglin compuesto al que se le pueda atribuir la

accion de ser el responsable de la inhibicion. Al igual que cuando se analiza los
compuestos fendlicos totales, S-1 es en el que mayor cantidad se cuantifica. Estos
compuestos ejercen efecto alelopatico sobre la germinacion de herbaceas, como se ha
demostrado cuando se ha ensayado con ellos; pero de este estudio no podemos concluir
que la presencia de estos en el suelo sea la Ginica causa de la inhibicidon. Existen suelos
de los meses correspondientes a la estacion de verano donde la presencia de estos
compuestos es patente y sin embargo no se detecta inhibicion en la geminacion.

Por otra parte la inhibicidn que muestran estos suelos podria deberse a la interaccion de
varios compuestos. Como muestra este estudio, el acido cindmico y el acido
hidroxicinamico inhiben la germinacion y afectan al tamano de la raiz y las plantulas
cuando se ensayan con ellos aisladamente, pero cuando actian en presencia de otros
compuestos potencian su accidon negativa.

Pero ademas, probablemente otros factores ambientales, afectan a la actividad de estos
compuestos, potenciandola o disminuyéndola. Se ha demostrado que las condiciones
climéaticas a las que puede estar sometida una especie, altera la capacidad fitotdxica de
los compuestos implicados en la alelopatia influyendo en su sintesis (Chaves y
Escudero, 1999; Baldwin, 1999), y pudiendo afectar también a su actividad. As{ se han
encontrado acidos fendlicos que aumentan su fitoxicidad al someterlos en ambientes
con temperaturas e intensidades luminicas altas (Glass, 1976; Hauson y col., 1983;
Bhowmik y Doll, 1983; Einhellig y Eckrich, 1984). En trabajos realizados con Cistus
ladanifer, compuestos como acido fertlico, hidroxicinamico, oxalico, metilmalonico, p-
anisico, 3-hidroxibutirico y azuleno aumentan la capacidad de inhibicion de la
germinacion bajo condiciones de fotoperiodo corto. Sobre el nacimiento de cotiledones,
acido hidrocindmico, metilmaldnico, p-anisico, 3-hidroxibutirico, butirico y azuleno
presentan una inhibicion significativamente mayor bajo altas temperaturas y fotoperiodo
largo. Sobre el desarrollo de las plantulas los resultados sugieren la posibilidad de que el
fotoperiodo largo activa la capacidad inhibidora de la mayoria de estos compuestos

presentes en el exudado (Alias, 2002; Chaves y col., 2002).

Es preciso destacar la variabilidad en la cantidad detectada tanto entre puntos de

muestreo (variacion espacial) como entre los meses (variacion temporal). En estudios
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realizados por otros autores (Inderjit y Dakshini, 1996; Inderjit, 1998) se pone de

manifiesto igualmente la variacion del contenido fendlico en suelo con respecto a la
estacion anual y lugar de muestreo. Por ejemplo, el floroglucinol varia en suelo de un

lugar a otro desde 5 a 10° mM (Inderjit y Dakshini, 1996).

Por tanto, es dificil determinar la concentracion bioactiva exacta de estos
compuestos en suelo bajo condiciones naturales, ya que pueden descomponerse, ser
absorbidos por semillas y raices, lavados, fijados a otros compuestos de los suelo o
expuestos a la intervencion microbiana (Dalton y col., 1983; Rice 1984; Blum y Shafer,
1988; Cheng, 1995). La concentracidn a la que son activos estos compuestos
posiblemente esté muy por encima de la que se ha detectado en el suelo, como se ha
comprobado y discutido en este trabajo debido a la interacidon con los suelos.
Probablemente no se requiera una concentracion muy alta en el suelo para que ejerza su
efecto alelopatico, ademas, cada vez que llueve o caen hojas se van incorporando
continuamente compuestos, efecto que puede resultar potenciado si la planta es perenne

como es el caso de Cistus ladanifer.

El método de liberacion de estos compuestos alelopaticos al medio puede seguir
varias rutas. Una de ellas es la lixiviacion producida por las lluvias (Indejit y Dakshini,
1996), pero para ello es necesario que se produzcan precipitaciones regulares durante
todo el ano. Otro método es la liberacion de estos compuestos durante la
descomposicion de los restos de las hojas. Bioensayos de Jaderlund y col., 1996; Huang
y col., 1999, sugieren que los compuestos que afectan negativamente a la germinacion y
desarrollo de plantulas son solubles en agua y que podrian pasar al suelo por las lluvias
o los primeros estadios de descomposicion de las hojas. La alternancia de
precipitaciones observada durante todo el ano de muestreo propia del drea mediterranea
y la presencia de mayor contenido de compuestos fendlicos en los meses de mayor
precipitacion, apoyan la hipotesis de que las lluvias puede ser el factor principal de

incorporacion de compuestos al suelo.

Se ha cuantificado la variacion de estos flavonides en las hojas de C. ladanifer,
asi como los factores que inducen su sintesis (Chaves y Escudero, 1999, Chaves y col.,

1993, 1997) demostrando que presentan marcadas variaciones estacionales. La maxima
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concentracion de estos compuestos en las hojas se produce durante el verano. La via de

incorporacion de estos flavonoides al suelo no ha sido establecida, pero podria
considerarse que fuese por lluvia. El arrastre de estos compuestos por precipitacion,
podria explicar la presencia de 3-O-metilkampferol y 3,7-di-O-metilkampferol
mayoritariamente en Septiembre, ya que en el exudado su maxima concentracion se
obtiene en verano. En esta estacion puede aparecer en el exudado de las hojas mas de
30mg de flavonoides / g de peso seco de hoja, representando estos dos flavonoles mas
del 70% de los flavonides. Aunque el verano no es la estacion de lluvias, a finales de
Junio y principios de Agosto, se produjeron, durante el aho de experiencia, tormentas
que pueden ser suficientes para arrastrar estos flavonoides al suelo (60mm en junio y
50mm en agosto, Centro Meteorologico Territorial en Extremadura, Instituto Nacional

de Meteorologia) .

La variabilidad que aparece entre los puntos de muestreos en la inhibicion de la
germinacion y la falta de homogeneidad en la distribucion de estos compuestos en el
suelo pone de relieve la necesidad de profundizar en este estudio. Los datos en tiempo
de permanencia en suelo son esenciales para determinar con exactitud la actividad
alelopatica de cualquier especie asi como caracterizar otros factores ambientales, ya
sean bidticos o abidticos, que inciden en la actividad alelopatica de los compuestos

detectados en el suelo.

En resumen, se puede afirmar, que en los suelos asociados a C. ladanifer se
produce inhibicion en la germinacion de herbaceas, que los compuestos presentes en el
exudado, de los cuales se ha demostrado que presentan actividad alelopética, pasan al
suelo y ejercen su efecto en él, aunque hay que destacar que su mera presencia no
implica inhibicion, sino que es un cimulo de factores que pueden ser tanto fisicos,
como quimicos o bioldgicos. Los resultados obtenidos en este trabajo ponen de relieve
la necesidad de seguir profundizando en este estudio. Por ello, el interés de este trabajo
no radica en determinar la cantidad de estos aleloquimicos en el suelo, sino de
establecer la presencia de estos compuestos en el medio donde pueden ejercer su

actividad, apoyando el potencial alelopatico que puede presentar Cistus ladanifer y que
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se hipotetizaba cuando se ensayd con el exudado de sus hojas (Chaves y Escudero,

1997).

FUNCION ANTIHERBIVORO.

En los Gltimos anos, los aceites esenciales han recibido especial atencidn como
compuestos bioactivos potencialmente Gtiles contra insectos. La actividad insecticida de
estos aceites ha sido demostrada contra cucarachas (Ahmad y col.,1995; Ngoh y col.,
1997), mosquitos (Watanabe y col., 1993), garrapatas (Lwande y col., 1993) y moscas
domésticas (Singh y Singh, 1991). Bultman y col. (1979) analiz6 42 arboles tropicales
africanos y sugiriod que aleloquimicos volatiles de la madera podian ser los responsables
mas importantes de la resistencia natural de estas especies a Coptotermes formosanus

Shiraki.

Recientemente, se ha demostrado, que dos flavonoides, aislados de Alliaria
petiolata, presentan dos mecanismos distintos para inhibir la alimentacion de diferentes
estadios larvarios de Pieris napi oleracea. El flavonoide Alliarinoside inhibe la
alimentacion de estadios tempranos a través de un mecanismo feedback después de la
ingestion (Frazier, 1991) mientras que Isovitexina-6-O-fD-glucopiranosido actia
directamente como un repelente de alimentacion que es percibido por los receptores

gustativos del aparato bucal de larvas en estadios tardios (Alan y col., 2001).

La actividad alimenticia empieza con el primer mordisco, seguido de tragar y
continuar con la digestion. Esto sugiere que se denomine como supresores a aquellos
compuestos que impiden la actividad de morder, y disuasorios a aquellos que impiden
que el herbivoro vuelva a comer (Arinafril y Suwandi, 2001). Consecuentemente, una
de las partes del herbivoro implicada en la accion de la alimentacion seran los masculos
esqueléticos faciales. Teniendo en cuenta que la actividad Ca**-ATPasa del reticulo
sarcoplasmico tiene un papel predominante en la relajacion del masculo esquelético,

estudiar el efecto de los flavonoides del exudado de C. ladanifer en la actividad de esta
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enzima, puede contribuir a conocer la accion de los mismos como supresores O

disuasorios de la alimentacion, implicando con ello una funcion antiherbivoro

Los datos bibliograficos referentes a la interaccion de flavonoides con Ca®™-
ATPasa son escasos. Shoshan y MacLennan (1981) muestran que en vesiculas de RS o
en la Ca™-ATPasa purificada, quercetina inhibe las reacciones del transporte de Ca**
incluyendo transporte de Ca®* dependiente de ATP, sintesis de ATP acoplado al eflujo
de Ca™ y el intercambio ATP-P,, ademas de inhibir la velocidad de intercambio de
ATP-ADP y la formacion del estado E,-P. En sus estudios para descubrir el mecanismo
por el que este flavonoide inhibe el transporte de Ca**, estos autores concluyen que el
mayor efecto de quercetina es estabilizar la conformacion del complejo Ca**-Enzima
que es capaz de aceptar un grupo fosfato del ATP pero éste no puede energizar la

liberacion de Ca® al interior de las vesiculas ni puede ser donado de nuevo al ADP.

En este trabajo se ha puesto de manifiesto que la exposicion de vesiculas de RS
al exudado de hojas y tallos fotosintéticos de Cistus ladanifer y a seis flavonoides, tanto
mezclados como cada uno de ellos por separado (apigenina, 4°-O-metilapigenina, 7-O-
metilapigenina, 3-O-metilkampferol, 3,47-di-O-metilkampferol y 3,7-di-O-
metilkampferol), contenidos en el mismo exudado (Chaves y col., 1998), provoca una

alteracion de la actividad Ca**-ATPasa.

Cuando se estudio el efecto del exudado sobre la actividad Ca**-ATPasa en
vesiculas permeabilizadas se comprobd que esta actividad era inhibida, llegando a ser
del 70% y presentando una K, de 30ug/ml. Para determinar qué componentes del
exudado son los que presentan este efecto se ensayo con una mezcla de compuestos que
son mayoritarios en el exudado y que son los flavonoides, comprobandose que esta
mezcla también inhibia esta actividad llegando a una inhibiciéon méaxima del 60% y
presentando una K, 5 de 15ug/ml. Este resultado sugirid realizar el estudio de cada uno

de los flavonoides por separado.

La inhibicion de la actividad Ca**-ATPasa, en vesiculas permeabilizadas,
producida por apigenina, 3-O-metilkampferol y 3,4"-di-O-metilkampferol es un proceso

rapido, siendo menor a 5 minutos. Por la cinética que presentan estos flavonoides en el
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proceso de inhibicidn, se ha deducido que el mecanismo se realiza mediante una

interaccion simple Enzima-Flavonoide. Las medidas de fluorescencia intrinseca de RS
corroboran este hecho. Los ensayos realizados con diferentes concentraciones de RS
sugieren que esta inhibicion se lleva a cabo mediante la interaccion del flavonoide con
sitios de la Ca*-ATPasa accesible desde la fase acuosa. Cabe destacar la baja
concentracion a la que estos compuestos son efectivos, presentando una K, de
inhibicidon de 20uM para apigenina y de 60uM para 3-O-metilkampferol y 3,4°-di-O-
metilkampferol mostrando una inhibicion méaxima del 70% para apigenina, 40% para 3-
O-metilkampferol y 60% para 3,4°-di-O-metilkampferol. Estos resultados son similares
a los obtenidos por otros autores (Shoshan y MacLennan, 1981) los cuales calculaban
una K, 5 de 10uM para el flavonoide quercetina. El resto de flavonoides no presentaban

este efecto de inhibicion cuando el ensayo se realizaba en presencia de calcimicina.

En titulaciones con Ca®* realizadas en este trabajo se ha comprobado que en este
proceso de inhibicion, apigenina no compite con Ca** por los sitios de alta afinidad de
Ca’" de la enzima, en tanto que 3-O-metilkampferol y 3,4”-di-O-metilkampferol, a una
concentracion de 80uM de flavonoide, incrementan la K, 5 de activacion por Ca™ de la
Ca*-ATPasa desde 0,1uM a 0,2uM. Esto sugiere que estos flavonoles desplazan a la
enzima hacia el estado E, aumentando el nivel de Ca* basal en el masculo, y en

consecuencia, aumentando el tono muscular.

Ademas, se comprobd que cuando el exudado se expone a vesiculas de RS
perfectamente selladas esta actividad resulta incrementada. Puesto que en vesiculas de
RS selladas la actividad ATPasa se encuentra fuertemente inhibida por el gradiente de
Ca™ que se establece a través de la membrana de RS, este resultado sugiere que se
produce un notable aumento de la permeabilidad a Ca** de las membranas de RS por
accion del exudado. Para lo cual se midio el nivel de Ca** acumulado en vesiculas de RS
en presencia del exudado, comprobandose que 2,16mg/ml de exudado provocan una
disminucion en la acumulacion de Ca® por estas vesiculas de casi un 70%. Por esto, se
pasd a comprobar el efecto de cada uno de los flavonoides sobre los niveles de Ca™ en

vesiculas de RS.
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La exposicion de vesiculas de RS perfectamente selladas (ausencia de

calcimicina), a 4°-O-metilapigenina, 7-O-metilapigenina y 3,7-di-O-metilkampferol
presenta un proceso de estimulacion de la actividad Ca**-ATPasa, el cual puede
racionalizarse en términos de un aumento de la permeabilidad de Ca**, produciéndose
una disipacion del gradiente de Ca™, bien por alteracion de la bicapa lipidica o por
interaccion con canales de Ca™, o en términos de producir un efecto desacoplante en la
enzima, impidiendo la captura de Ca** sin interrumpir la actividad ATPasa. En este
sentido Shoshan y MacLennan (1981), han demostrado que el flavonoide quercetina
produce una disminucion de la capacidad de transporte de Ca®* de vesiculas de RS. La
disminucion de los niveles de Ca® acumulados cuando estas vesiculas hidrolizan ATP
en presencia de 4’-O-metilapigenina, 7-O-metilapigenina 6 3,7-di-O-metilkampferol no
confirma la accion de inhibicion del transporte de Ca** dependiente de ATP a través de
estas membranas, so6lo se puede afirmar que se produce casi un 30% menos de
acumulacion de Ca™ en el interior de las vesiculas. Para comprobar si esta disminucion
en la acumulacion de Ca® es debida o no a un efecto desacoplante por parte de estos
flavonoides se realizaron ensayos de radioactividad en ausencia y presencia del 3,7-di-
O-metilkampferol, para ello se midi6 el transporte de “Ca’" por RS en presencia de
oxalato (resultados no mostrados). Los resultados de este experimento mostraron que
3,7-di-O-metilkampferol no inhibe el transporte de Ca** dependiente de ATP, y por
tanto lo que este flavonoide debe provocar es una disipacion del gradiente de Ca™, bien
por alteracion de la bicapa lipidica o por interaccion con canales de Ca®*. Teniendo en
cuenta que en 2,16mg/ml de este exudado hay 0,98mg/ml de 4°-O-metilapigenina, 7-O-
metilapigenina y 3,7-di-O-metilkampferol podemos decir que la inhibicion de
acumulacion de Ca® por el exudado se debe ademas de por estos flavonoides por otros
compuestos presentes en el exudado. Las medidas de fluorescencia intrinseca de RS en
presencia de estos flavonoides confirman el hecho de la existencia de una interaccion de

estos flavonoides con la Ca**-ATPasa.

Estos resultados muestran una importante transcendencia en la fisiologia de la
contraccion muscular, ya que las fibras musculares sometidas a concentraciones
micromolares de apigenina, 4°-O-metilapigenina, 7-O-metilapigenina, 3-O-
metilkampferol, 3,4°-di-O-metilkampferol y/o 3,7-di-O-metilkampferol verian
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modificada su capacidad de contraccion-relajacion por alteracion de la actividad Ca™-

ATPasa de RS, ya que esta es la proteina responsable de la relajacion muscular al ser la
encargada de retirar el Ca™ citoplasmatico (Fleischer y Inui, 1989). En consecuencia,
los flavonoides del exudado de C. ladanifer son potentes agentes bioactivos en impedir
la relajacion del masculo esquelético y de ellos los mas potentes en producir este dano

son apigenina, 3,4°-di-O-metilkampferol y 3,7-di-O-metilkampferol.

Los resultados presentados en esta memoria son resultados obtenidos “in vitro”
que para ser extrapolados y representar un modelo “in vivo”, seria necesario la
realizacion de mas experimentos, como estudiar la metabolizacion de estos compuestos
antes de llegar al masculo. Pero a pesar de ello, los flavonoides agliconas son
hidrofobicos por naturaleza y pueden ser transportados a través de las membranas por
difusion pasiva (Aisling y Nora, 2002). Los resultados obtenidos en este trabajo, con
liposomas de lecitina de huevo muestra que los flavonoides presentes en el exudado de
C. ladanifer particionan fuertemente en la bicapa lipidica, pudiendo alcanzar
rapidamente con ello, el espacio intracelular y penetrar dentro de tejidos vulnerables por
medio de difusion lipidica. Por ello, se puede deducir que parte de estos flavonoides
pueden ser asimilados en el tracto bucal debido su caracter hidrofobico.
Consecuentemente, no es necesaria la incorporacion de estos flavonoides al torrente
sanguineo, permitiéndoles escapar de la potente accion del sistema de destoxificacion.
Asi, la masticacion por herbivoros de hojas de C. ladanifer, conllevaria la incapacidad
de relajacion del masculo esquelético facial del animal que lo hubiera ingerido. Pero
ademas esta falta de relajacion o tension muscular seria inmediata, pudiendo provocar
un rechazo por parte del herbivoro a seguir comiendo. Por tanto, el defecto fisiologico
que estos flavonoides pueden causar sobre animales, podria conferir a la planta que los
produce, Cistus ladanifer, una ventaja selectiva frente a las demas, pudiendo actuar

estos compuestos como un mecanismo de defensa contra herbivoros.

La dosis umbral para que estos flavonoides sean efectivos, puede ser estimada
para el volumen total del tejido expuesto a los flavonoides en la boca del herbivoro
(aproximadamente de 10ml para un conejo adulto) y del total de flavonoides del

exudado de las hojas de C. ladanifer. Como la composicion del exudado presenta una

259



fuerte variacion estacional (Chaves y col., 1997; y presente estudio), esta dosis va a

depender de la estacion en que el animal tome las hojas.

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que las hojas jovenes de C.
ladanifer presentan una concentracion maxima de flavonoides en verano, siendo de
unos 30mg de flavonoides por gramo de hoja seca, y un minimo en invierno de unos
7mg de flavonoide por gramo de hoja seca. Teniendo en cuenta una K5 de inhibicion
de actividad Ca**-ATPasa por la mezcla de flavonoides igual a 15ug/ml, una relacion de
1,8 Peso seco/Peso fresco y un volumen aproximado de 10ml de tracto bucal expuesto,
sOlo seran necesarios 9mg en verano 60 36mg en invierno de hojas jovenes frescas para

producir disfuncion en la relajacion del masculo.

La composicion del exudado ademas de presentar una variacion cuantitativa de
flavonoides a lo largo del ano, también presenta una variacion cualitativa. Teniendo en
cuenta que 3,7-di-O-metilkampferol es el flavonoide méas efectivo de todos los
estudiados, cabe destacar que este compuesto es el flavonoide mayoritario en todas las
estaciones y grupos, constituyendo una proporcion del 60% en hojas y mas de 45% en
tallos. Presenta un minimo en invierno aumentando en primavera para llegar a su
maximo en verano y volver a descender en otoio. Tanto en las hojas jovenes, como en
viejas y tallos se observa que la cantidad de este flavonide es mayor en localidades con
mayor temperatura y menor precipitacion mostrando entre mas de un 3% de diferencia
entre grupos durante el verano y de mas de un 6% durante el otono en hojas jovenes.
Por todo ello, el aumento en concreto de este flavonoide durante el verano y la
diferencia entre grupos, implicaria, que justamente cuando las condiciones son mas

adversas para el crecimiento, la planta presenta una mejor defensa contra herbivoros.

Para pequenos herbivoros como insectos, la cantidad de hojas de C. ladanifer
necesaria para producir el mismo efecto, seria menor, siendo proporcional a la talla de la
boca, pues la Ca**-ATPasa del misculo esquelético de insectos muestra gran homologia
funcional y estructural con la Ca**-ATPasa del misculo esquelético de conejo

(Andersen, 1989).
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Otra caracteristica a tener en cuenta, con respecto a su efectividad ante los

herbivoros, son las condiciones ambientales en las que se encuentra esta especie, pues
no serd la misma cantidad umbral necesaria para producir el efecto en una localidad
sometida a temperaturas mas altas y menor precipitacion, que otra con temperaturas mas
bajas y mayor precipitacion. Como se demuestra en este trabajo, el exudado de Cistus
ladanifer varia de una localidad a otra dependiendo de las condiciones climaticas a las
que esté sometida. Asi en verano si el herbivoro se alimenta de hojas jovenes, viejas o
tallos, la cantidad a ingerir para sufrir los efectos, serd menor en una de las localidades
del Grupo I (altas temperaturas y baja precipitacion) que en una del Grupo II (bajas
temperaturas y alta precipitacion), concretamente el herbivoro necesitaria tomar 7,8mg
de hojas jovenes frescas si estuviera en una de las localidades del Grupo I y 9mg si

estuviera en una de las localidades del Grupo I1.

Los resultados obtenidos de los ensayos de Galleria mellonela muestran que la
fraccion de flavonoides contenidos en el exudado puede llegar a ser tan toxica para el
insecto que la coma, que puede producirle la muerte. La concentracion efectiva a la que
estos flavonoides son activos es de 2mg de flavonoides por gramo de dieta,
consiguiéndose con ella una mortalidad del 60% de las larvas. Cabe destacar que la
concentracion real a la que los flavonoides se encuentran en las hojas jovenes de C.
ladanifer es de alrededor de 11mg/g de hoja fresca durante otonio, de 4mg/g durante
invierno y de 7mg/g durante primavera, sin que haya diferencia significativa entre los
grupos, y de 19mg/g de hoja fresca durante verano en localidades del Grupo Iy 16mg/g
de hoja fresca durante verano en localidades del Grupo II. Consecuentemente, si C.
ladanifer fuera comida por un insecto morfologica y fisiologicamente similar a Galleria
mellonela, C. ladanifer se encontraria protegida durante todo el aho ante el ataque de
este insecto, y ademas, como se ha cuantificado en este trabajo, su proteccion aumenta

en verano cuando precisamente el ataque de insectos puede ser méas frecuente.

De este estudio no podemos relacionar esa muerte con la inhibicidn que
producen los flavonoides sobre la actividad Ca**-ATPasa, pero otros ejemplos en la
bibliografia, muestran que el flavonoide quercetina ademas de inhibir la actividad Ca**-

ATPasa, (Shoshan y MacLennan, 1981) inhibe el crecimiento de determinados insectos
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(Shaver y Lukefahr, 1969). Otros trabajos, muestran que glucdsidos de apigenina que se

encuentran en el floema de algunas especies, modifican la alimentacion y el crecimiento
de Nilaparvata lugens (Grayer y col., 1994). Cuando este insecto fue expuesto a tallos
de arroz con altos niveles de flavonoides, su peso disminuyd y cuando fue alimentado
con una dieta artificial que contenia 250 6 500ug/ml, las larvas murieron después de 10
0 5 dias, respectivamente (Stevenson y col., 1996). Otros flavonoides, como kampferol

y quercetin inhiben la alimentacion de Scolytus multistriatus (Norris, 1977).

La relacion estructura-actividad de estos compuestos no estd aln clara, e incluso
los resultados de diferentes estudios son contradictorios, algunas investigaciones
muestran que la metoxilacion y la sustitucion por grupos hidroxilos de los flavonoides
resultan en una disminucion de la actividad (Elliger y col., 1980; Lane y col., 1985),
mientras que otros trabajos muestran que flavonas con un grupo hidroxilo o metoxi son
disuasorios de Spodoptera exempta pero las flavonas metiladas son aiin mas activas

sobre Spodoptera littoralis que las hidroxiflavonas ( Simmonds, 2001).

Por otra parte, se puede caracterizar a las sustancias disuasorias (sabor amargo,
venenos, mal olor, sustancias antinutricionales o tdxicas), que son esencialmente
metabolitos secundarios, como una defensa quimica constitutiva o inducida (Ohgushi,
1992). Las defensas constitutivas dotan a la planta con proteccion permanente, mientras
la defensa inducida es provocada sodlo cuando la planta es atacada. A su vez, Leitao y
col. (1999) caracterizan esta defensa quimica como cuantitativa o cualitativa. Asf,
distinguen entre la defensa cuantitativa como los taninos que reducen la palatibilidad o
asimilacion de nutrientes, y defensa cualitativa como compuestos que son muy toxicos,
incluso letales, después de que una pequena cantidad sea consumida. Los ejemplos de
defensa cualitativa incluyen compuestos como glucosinolatos (Louda y Mole, 1991),
furanocumarinas (Berenbaum, 1991), glicésidos cianogénicos (Seigler, 1991) y
alcaloides (Robinson, 1979). La defensa cuantitativa es considerada mas costosa para la
planta porque se requiere mayor cantidad de los compuestos para detener a los
herbivoros. En este tipo de defensa, la mayoria de estos compuestos son fenoles, como

los flavonoides que se han encontrado en tres géneros de la familia Asteraceae (Bohm y
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Fong, 1990), y en los géneros Agave (Parmar y col., 1992), Tillandsia (Cabrera y col.,
1995), y Aeonium (Stevens y col., 1995).

Aunque hace falta un estudio mas profundo sobre la accidon antiherbivoro de los
constituyentes del exudado de Cistus ladanifer, si podemos hacer una primera
clasificacion de la fraccion de flavonoides del exudado. Siguiendo la catalogacion de
estos autores, Cistus ladanifer presentaria una defensa constitutiva, puesto que estos
flavonoides estan presentes en sus hojas durante todo el afo, pero a la vez seria
cualitativa, porque como se demuestra en este trabajo, estos flavonoides llegan a ser

letales para larvas de G. mellonela.

En resumen, podemos concluir que los compuestos derivados del metabolismo
secundario contenidos en el exudado de las hojas de Cistus ladanifer pueden
desempefar diferentes funciones, y en concreto los flavonoides, pueden actuar como
filtro de luz ultravioleta (Chaves, 1994), como aleloguimicos: inhibiendo el desarrollo
de plantas herbaceas, y como agentes antiherbivoros. Puesto que las plantas no pueden
elegir sus competidores, la sintesis de compuestos multifuncionales podria considerarse
como una estrategia adaptativa, dotando a las especies con una mayor capacidad

competitiva.
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CONCLUSIONES




MENU

SALIR

De la realizacion de este trabajo podemos concluir que:

En el exudado de las hojas de Cistus ladanifer se han identificado los siguientes
compuestos: acido oxalico, acido metilmaldnico, 4cido butirico y/o metilpropionato,
acido 3-hidroxibutirico, 4cido hidroxicinamico, acido p-anisico, acido cinamico,

azuleno, acido 4-hidroxibenzoico y 4cido fertlico.

Ninguno de los flavonoides presentes en el exudado de C. ladanifer afecta
directamente a la germinacion y nacimiento de cotiledones, sin embargo inhiben el
tamano de la raiz y cotiledones, y retrasan la germinacion y nacimiento de
cotiledones, siendo los flavonoides responsables 4°-O-metilApigenina, 3,7-di-O-

metilKampferol y la mezcla de 3-O-metilKampferol y 3,7-di-O-metilKampferol.

Asimismo, de los compuestos identificados en el exudado de C. ladanifer, el dcido
fertilico, acido hidroxibenzoico, acido oxéalico, acido metilmaldnico, acido p-anisico,
acido 3-hidroxibutirico y azuleno no afectan a la germinacion directamente, pero si
afectan negativamente al desarrollo de las plantulas. El acido cinamico y el acido
hidroxicinamico afectan muy negativamente al tamafo de la raiz y cotiledones, el
acido cinamico también inhibe la germinacion y el nacimiento de cotiledones, el
acido hidroxicinamico so6lo el nacimiento de cotiledones. El metil-propionato y
acido butirico son los compuestos que mas inhiben la germinacidn, nacimiento de
cotiledones y el desarrollo de las plantulas incluso a concentraciones muy bajas. Por
otra parte, se ha demostrado que la accion conjunta de estos compuestos muestra un
efecto sinérgico en su accion negativa tanto en la germinacion como desarrollo de
las plantulas y la presencia del acido cindmico e hidroxicindmico potencian la
accion de los otros aleloquimicos. Pero ademas, la interaccion que se produce entre
estos compuestos y el suelo, conlleva a una mayor actividad negativa de los mismos
sobre la germinacion, deduciéndose de estos resultados que no es necesaria una

concentracion alta de los mismos para que sean activos.

Los suelos asociados a C. ladanifer presentan una clara inhibicion sobre semillas de
Rumex crispus. Esto demuestra que el potencial alelopatico de esta especie no solo

se encuentra en sus hojas sino también en los suelos asociados.
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En este estudio se pone de manifiesto la presencia en suelos asociados a jarales de
compuestos presentes en el exudado de C. ladanifer. Entre estos compuestos, se
identificaron varios aleloquimicos como acido hidroxibenzoico, acido cinamico,
acido hidroxicinamico, Apigenina, 3-O-metilKampferol, 3,7-di-O-metilKampferol y
azuleno. Se ha observado que la composicion en el suelo de estos aleloquimicos
varian cualitativa y cuantitativamente a lo largo del ano. El mecanismo de transporte
de estos compuestos desde las hojas hasta el suelo no se ha estudiado en este
trabajo, pero se intuye que puede producirse por lixiviacion de las lluvias, hecho que

se pretende demostrar en trabajos posteriores.

La efectividad de estos aleloquimicos en el suelo, no depende Unica y
exclusivamente de su presencia en este medio, sino de otros factores alin no
determinados que pueden ser abiOticos como temperatura, luz, nutrientes, y/o
biodticos como la interaccion con otros organismos tales como: hongos y/o bacterias.
Con la determinacion de estos factores se podria afirma que una de las funciones
que puede desempehar el exudado de C. ladanifer es la de actuar como agente
alelopatico, inhibiendo la germinacion y desarrollo de plantulas herbaceas que
compiten con esta especie por el mismo espacio. Este hecho ofreceria claras

ventajas al facilitar la colonizacion de esta especie.

Los flavonoides Apigenina, 3-O-metilKampferol y 3,4°-di-O-metilKampferol
inhiben la actividad Ca**-ATPasa y consecuentemente el transporte activo de Ca™ a
través de membranas de reticulo sarcoplamico acoplado a ella. Esta inhibicidn es
debida a una modificacion de la Ca**-ATPasa provocada por la interaccion simple
con estos flavonoides, siendo esta interaccidn a través de la fase acuosa. Ademas, se
ha demostrado que esta inhibicion de la actividad Ca**-ATPasa por Apigenina no
altera la dependencia de esta actividad con Ca®* mientras que si resulta alterada por
3-0O-metilKampferol y 3,4°-di-O-metilKampferol. 4°-O-metilApigenina, 7-O-
metilApigenina y 3,7-di-O-metilKampferol altera el nivel de Ca** acumulado a
través de vesiculas de reticulo sarcoplasmico. La disminucidén de los niveles en
estado estacionario de Ca** acumulados cuando estas vesiculas hidrolizan ATP en

presencia de 4°-O-metilApigenina, 7-O-metilApigenina y 3,7-di-O-metilKampferol,
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en condiciones en las que no hay inhibicion significativa de la actividad Ca*-
ATPasa, es casi de un 30%. Los estudios de extincion de fluorescencia intrinseca
por los flavonoides estudiados confirman que existe una interaccion directa de estos

flavonoides con la enzima a través de la fase lipidica.

Por altimo, se puede concluir que debido a los efectos negativos que estos
flavonoides pueden producir sobre los animales que los ingieran, como se ha
observado en ensayos preliminares con Galleria mellonela, la presencia de estos
flavonoides en hojas y tallos fotosintéticos de Cistus ladanifer prestard a este
arbusto un mecanismo de proteccion frente a posibles herbivoros, siendo ademéas un
mecanismo que hace a la especie mas competitiva frente a otras especies que no

sinteticen dichos compuestos.
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