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Vivir es estar en la Tierra,

para que al andar

puedas tus huellas dejar.

Puedes vivir en las nubes,

y no dejar nada a tu paso

al final todos te olvidarán.

Vivir es la juventud de un bosque floreado.

Vivir es la vejez de una mente plasmada.

Vivir es la soledad, cuando nunca estás solo.

Al final todos esperamos el tren,

unos lo cogen antes y otros después

pero nadie, nadie lo va a perder.

Antonio Martín.



A Antonio

A mis padres
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I.1.- DESCRIPCIÓN MORFOLÓGICA, FENOLÓGICA Y
ECOLÓGICA DE Cistus ladanifer.

Cistus ladanifer es un arbusto de 1 a 2,5m de altura, muy aromático, erecto

(Bolaños y Guinea, 1949) con hojas coriáceas, 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 diámetro, distinguiéndose dos variedades según el tipo

de flor, variedad albiflorus con flores cuyos pétalos son completamente blancos, y
variedad maculatus, con flores de diámetro idéntico y con una mancha oscura encima de

la uña de cada pétalo (Franco, 1971).

Presentan fruto en cápsula oval-oblonda o suboblonda escamosa-vellosa, con

válvas en número básico 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 o muy

ligeramente rugosas (Krollmann y Gülz, 1983).

Braun-Blanquet y col. (1941) afirman que la especie de C. ladanifer es

originaria del suroeste de la Península Ibérica y zona septentrional de Marruecos. En

España, abunda en Andalucía Occidental, Extremadura y las zonas Occidentales de
Madrid, Castilla La Mancha y Castilla León, tornándose más rara en el norte de Galicia,

Asturias, País Vasco, Aragón, Murcia, Valencia y Cataluña.

Las jaras son especies colonizadoras, típicamente xerófilas, sin especificidad

para tipos de suelos (Rivas-Goday y Rivas-Martínez, 1967; Goes, 1968). El análisis

morfológico sitúa a la jara como una planta típica del grupo I dentro de los síndromes de
vegetación descrito por Herrera (1984). Es pues, una planta pionera, que coloniza suelos

generalmente muy degradados asociados a etapas tempranas de la sucesión y que se
adapta perfectamente a condiciones de baja fertilidad y otras situaciones extremas

periódicas (Nuñez, 1989).
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Su forma de crecimiento es típica de especies estrategas de la “r”, tras una

perturbación fuerte se produce una rápida germinación de las semillas y el crecimiento

rápido de las plántulas que tienden a ocupar el mayor espacio disponible. Después, las
plántulas compiten entre ellas eliminándose gran cantidad de individuos, de esta manera

se originan huecos que provocan la aparición de invasores, entre ellos, nuevas jaras que
ayudan a perdurar el sistema (Nuñez, 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 población muestran variación en dormancia y germinación

(Gutterman, 1994a,b,c; Bewley y Black, 1994; Francisco-Ortega y col., 1994). E l
pretratamiento con altas temperaturas de estas semillas incrementa significativamente el

porcentaje de germinación (García-Marquez y Escudero, 1991). Esto explica que se

produce una masiva recolonización por plántulas de C. ladanifer en áreas quemadas,
debido a que las altas temperaturas que se producen durante un fuego rompen el estado

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

Se desarrolla en ambientes climáticos muy diversos, siendo capaz de soportar
desde estrés de frío hasta sequedad y altas temperaturas, durante periodos más o menos

largos del año. 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 (Nuñez, 1989).

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

mineralización bastante baja.

El estudio del ciclo vegetativo y reproductivo a lo largo del año, aporta una

importante información acerca de la duración de diversas fases de desarrollo vegetativo

frente a la variación de factores ambientales (Larcher, 1977). En C. ladanifer los
distintos estados fenológicos son los siguientes:

- La producción foliar se inicia cuando empiezan las primeras lluvias,
reduciéndose durante el periodo de sequía. La formación de yemas auxiliares
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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 floración ocurre entre mediados de Febrero y Mayo, dependiendo de las

localidades (Lopes-Borges, 1988). En Extremadura se produce hasta Junio y
esporádicamente se encuentran individuos floridos en Noviembre.

- La caída de hojarasca tiene lugar dos veces al año, la primera y más

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 fisiológicos, que a su vez están
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 (Nuñez, 1989). Además, que la caída sea
justo antes de verano favorece la retención del agua, puesto que disminuye la

evapotranspiración de la planta, ya que la superficie foliar de las nuevas

hojas resulta bastante inferior a las de las viejas (Nuñez, 1989).
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I.2.- EXUDADO DE Cistus ladanifer:  ANTECEDENTES
BIBLIOGRÁFICOS.

La gomorresina de C. ladanifer, denominada ládano, ha sido objeto de estudios

por diferentes autores, principalmente debido a su interés industrial en perfumería. Este
ládano 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 jóvenes en pleno desarrollo (Lopes
Borges, 1988). La densidad de tricomas varía entre las poblaciones de Cistus ladanifer,

lo que sugiere que los factores ambientales y bióticos afectan a la producción de
exudado (Levin, 1973).

Unos de los primeros análisis de la gomorresina de C. ladanifer fue realizado

por García-.Martín y García-Vallejo (1969), que identificaron compuestos como
α−pineno, fendrona, linelol, canfeno, β−cimeno, bornilo, borneol, acetato de linalilo,

neral y geraniol. Otros compuestos como timol, carvanol, felandreno, furfural,

benzaldehído y metilheptilacetona constituyen un porcentaje inferior.

Pascual y col. (1972, 1974 y 1977) identificaron los siguientes compuestos:

ácido labdanólico, ácido ladánico, ácido catívico y ácido 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-ol 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, aldehído canfoleno y
tagetona.

Proksch y Gülz (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.

Además de los compuestos derivados del metabolismo primario, compuestos

esenciales para la vida como aquellos que son intermediarios de las rutas bioquímicas,
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 están presentes en cada célula de la planta que es capaz de

reproducirse, los metabolitos secundarios están presentes solo accidentalmente y no

son imprescindibles para la vida.” En este sentido, se ha propuesto denominar a los

compuestos primarios sustancias fisiológicamente eficaces, frente a los compuestos

secundarios que serían ecológicamente eficaces (Strasburger y col., 1994).

Al igual que la fisiología y la morfología, la bioquímica está sujeta a la presión

selectiva ejercida por el ambiente. Durante el curso de la evolución, 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 síntesis de nuevos productos al azar, han proporcionado a

los vegetales gran variedad, y esto constituye un prerrequisito necesario para la
operación de selección natural y la evolución de todos los organismos vivos (Bell,

1980).

Algunos de los compuestos sintetizados como metabolitos secundarios en
plantas, según 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 síntesis de sustancias de defensas basadas en carbono
pertenecientes al metabolismo secundario. La confirmación 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

concentración de taninos condensados, lignina, fenoles totales y/o glucósidos de fenoles
(Bryant y col., 1983; Gershenzon, 1984; Waring y col., 1985; Nicolai, 1988). Últimas

investigaciones muestran que estos metabolitos secundarios se pueden encontrar incluso
en plantas acuáticas como Ceratophillum demersum donde se han encontrado

flavonoides glucósidos (Bankova y col., 1995).
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Tabla 1: Compuestos sintetizados como metabolitos secundarios en plantas, según Harborne,

1985.

TIPO DISTRIBUCIÓN Nº APROXIMADO
DE ESTRUCTURAS

Compuestos nitrogenados

Alcaloides

Aminas

Aminoácidos(no proteicos)

Glucosinolatos

Glicósidos cianogénicos

Angiospermas especialmente en
hojas y fruto.

Angisopermas, especialmente en
flores.

En semillas de leguminosas
Crucíferas.

Crucíferas y otras 10 familias.

Esporádicos en frutos y hojas.

5.500

100

400

75

30

Terpenoides

Monoterpenos

Lactonas sesquiterpénicas

Diterpenos

Saponinas

Limonoides

Cucurbitacinas

Cardelónidos

Carotenoides

En aceites esenciales.

En compuestas, incrementando
en otras angiospermas.

En especial en látex y resinas.

Más de setenta familias.

Rutáceas, Meliáceas y
Simarubáceas.

Cucurbitáceas.

Apocináceas, Asclepiadáceas y
Escrofuliáceas.

Universales en hojas, frecuentes
en flor y fruto.

1000

600

1000

500

100

50

150

350

Fenoles

Fenoles simples

Flavonoides

Quinonas

Universales en hojas, frecuentes
en otros tejidos.

Universales en angiospermas,
gimnospermas y helechos.

Especial en Ramnaceae.

200

4000

500

Otros:
Poliacetilenos En compuestas y umbelíferas 650
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La biosíntesis de compuestos fenólicos puede verse estimulada por diferentes
condiciones ambientales como son estrés hídrico, temperatura y radiación ultravioleta.
En plantas expuestas a luz ultravioleta B (LVB) se produce un aumento del 20% en
compuestos fenólicos, sobre todo flavonoides. Las plantas pueden experimentar de
manera simultánea 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 múltiples 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 hídrico, radiacción ultravioleta y combinación de los dos
respectivamente (Cen y Bornman, 1993; Balakumar y col., 1993). En C. ladanifer la
inducción de flavonoides agliconas depende de la luz ultravioleta así como del
contenido de agua en hojas, siendo la suma de estos factores especialmente relevante en
su producción total (Chaves, 1994; Chaves y col., 1997).

Las funciones fisiológicas de estos compuestos son aún objeto de estudio,
aunque se ha demostrado que están implicados en la inhibición de enzimas específicas,
que actúan 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 últimos años se han realizado estudios sobre la compleja mezcla de
compuestos derivados del metabolismo que contienen los diferentes órganos de la
mayoría de las especies de plantas. El estudio presenta un patrón característico 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 órgano a otro con la edad de la planta, estación 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 estación, estando la
síntesis inducida por factores externos, especialmente durante la estación estival. Este
aumento cuantitativo es provocado por el estrés hídrico y la luz ultravioleta, mostrando
estos factores un efecto sinérgico en la inducción de los flavonoides constituyentes del
exudado (Chaves, 1994; Chaves y col., 1997). Estos flavonoides muestran también
variaciones cualitativas, cambiando la contribución 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, potenciándose la síntesis de los
kampferoles (flavonoles) que en particular está desplazada hacia el 3,7-di-O -
metilkampferol. Esta variación cualitativa está inducida, igualmente por factores
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climáticos, así el estrés hídrico determina la bajada de apigeninas durante el verano y las
altas temperaturas provocan un desplazamiento hacia los flavonoides metilados en la
posición 7 y especialmente a 3,7-di-O-metilkampferol (Chaves y col., 1997).

En Cistus ladanifer una de las funciones que pueden desempeñan los
flavonoides del exudado en las hojas es la de actuar como filtro de luz ultravioleta, para
evitar los daños celulares que causen esta radiación. Por otra parte, pueden actuar como
agentes alelopáticos, inhibiendo la germinación y desarrollo de plántulas herbáceas que
compiten con C. ladanifer por el mismo espacio, en general suelos pobres en nutrientes,
lo que ofrece claras ventajas al facilitar la colonización para esta especie (Chaves, 1994;
Chaves y Escudero, 1997).
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I.4.- FUNCIONES ECOLÓGICAS 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 concentración
puede reducir la digestabilidad de la planta y la palatabilidad a los herbívoros (Lindroth

y Batzli, 1984; Baas, 1989). Los que reducen la digestabilidad son en su mayoría de

naturaleza fenólica, predominantemente taninos (Gross, 1981). Las plantas producen un
gran número de compuestos que tienen propiedad antimicrobiana y entre estos

compuestos se encuentran diferentes flavonoides (Grayer y Harborne, 1994). Además se
conoce que semillas de legumbres tratadas con metilisoflavonoides pueden reducir el

nivel de infección 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 antibiótica 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 función 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 hábitat dado (Bell, 1980). La función de los
flavonoides está indudablemente relacionada con su estructura química, pero la relación

estructura-actividad no está muy clara. Se les han asignado funciones ecológicas como
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agentes tóxicos para la protección contra herbívoros, la acumulación de flavonoides en

la epidermis puede alterar las propiedades ópticas de la hoja y reducir el daño de la luz

ultravioleta en funciones fisiológicas actuar, evitar ataque de patógenos y producir
inhibición en el crecimiento de otras plantas, actuando como agentes alelopáticos y

como agentes antioxidantes. (Chou y Kou, 1986; Harborne, 1988a; Baas, 1989;
Panagopoulos y col., 1992; Ziska y col., 1993).

I.4.1- Función alelopática.

Una definición clásica de alelopatía es la dada por Rice, 1984: “es la interacción

química planta-planta, incluyendo dentro del término planta a microorganismos y

dentro del término interacción tanto efecto estimulador como inhibidor”. más

concretamente la alelopatía se considera como un mecanismo de competencia entre
plantas, basada en la interacción entre individuos mediante la secreción de compuestos

químicos, es decir, la producción de aleloquímicos por una planta donadora hacia una

planta receptora. se denominan aleloquímicos a estos metabolitos secundarios que son
secretados por una planta y pueden interaccionar con otra planta y/o con los

componentes bióticos y abióticos del sustrato produciendo un efecto negativo o positivo
sobre ella. estos compuestos alelopáticos son liberados al medio mediante

volatilización, descomposición de residuos o secreción en diferentes partes de la planta

como hojas, tallos, raíces y flores (Rice, 1984; Putnam y Tang, 1986; Waller, 1987;
Inderjit y Dakshini, 1995).

Los primeros estudios sobre alelopatía se han dirigido a identificar y cuantificar
los diferentes compuestos que pueden actuar como agentes alelopáticos. 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 fenólicos, inhiben la germinación 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; Jäderlund y col., 1996; Viles y Reese, 1996).

Se ha llegado a aislar e identificar diferentes aleloquímicos como bergapteno,
xantotosin y xantiletin de Pilocarpus goudotianus (Macías y col.,1993), 2- clorofenol y

salicilaldehido de Typha domingensis (Gallardo y col., 1998), los ácidos benzoico,
salicílico, cínamico, p-hidroxibenzoico, gentísico, protocatechuico, siríngico, p-

cumárico, gálico, felúrico, cafeico y vanílico de Pinus densiflora (Kil y Yim, 1983) y

apigenina-7-O-glucósido de la planta acuática Ceratophyllum demersum (Bankova y
col., 1995).

En los diferentes ensayos realizados para cuantificar el poder alelopático de
estos compuestos se ha encontrado que los compuestos con mayor capacidad de

inhibición de la germinación son furanocumarinas, cumarinas simples, piranocumarinas,

ácido cinámico 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; Macías y col., 1993; Li y col.,

1993; Viles y Reese, 1996).

Aunque el modo de acción de los compuestos fenólicos en el mecanismo de

alelopatía no se conoce, sí se ha demostrado que los flavonoides pueden interferir en la
formación del adenosín trifosfato (ATP) en la mitocondria (Stenlid, 1970, 1976) y

pueden inhibir o interaccionar con el modo de acción de las hormonas de otras plantas

como las auxinas (Jacobs y Rubery, 1988; Brunn y col., 1992). los compuestos
fenólicos pueden bajar la disponibilidad de ciertos nutrientes e influir en las

características del suelo como pH y materia orgánica (Rice, 1984; Appel, 1993; Inderjit,
1996). la adición de compuestos fenólicos como los ácidos protocateico, p-cumárico, p-

hidroxibenzoico y felúrico tienen efectos como son la reducción del contenido de

nitrógeno,  fosfato y materia orgánica . esto podría deberse a diferentes procesos como
absorción, alteración microbiana de compuestos fenólicos y mineralización 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 alelopatía. No es

suficiente que los diferentes órganos de una planta presenten compuestos con actividad

alelopática, sino que éstos tienen que pasar al suelo y estar presentes en él. El estudio de
la permanencia en este medio es de vital importancia.

Aunque los compuestos fenólicos pueden variar cuantitativa y cualitativamente
en los órganos de las plantas que los secretan dependiendo de la estación, se podría

pensar que estos compuestos se van acumulando en el suelo; y sin embargo se ha

demostrado que la concentración, de estos, en el suelo varía también a lo largo del año.
Esta variación podría ser debido a degradación química, retención en el suelo o

absorción por las semillas y raíces (Dao, 1987; Cheng, 1995). Un ejemplo de ello es
Pulchea lanceolata, en esta especie la mayor cantidad de compuestos fenólicos en los

suelos asociados a esta especie, se produce durante el mes de Julio coincidiendo con la

mayor concentración en sus hojas (Inderjit, 1998).

Estos aleloquímicos pueden influir sobre los componentes bióticos y abióticos

del suelo y estos componentes a su vez son los responsables de su degradación y

transformación 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 alelopáticos. En estudios
realizados con suelos asociados a Pluchea lanceolata, se han aislado e identificado tres

potentes aleloquímicos: formononetina-7-O-glucósido, hesperitina-7-rutinosido y

taxifolina–3-arabinosa. Estos suelos asociados son salinos-alcalinos y el formononetina-
7-O-glucósido cuando se encuentra en este medio con estas características no se degrada

(Inderjit y Dakshini, 1991). Por el contrario, en suelos asociados al trébol (Trifolium

polyphyllum), que también secreta este compuesto alelopático, solo se observaban

varios ácidos fenólicos que son productos de degradación 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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• Cómo los compuestos que se identifican como aleloquímicos se

incorporan al suelo y permanecen en él.

• Si su inalterabilidad depende de las características del suelo.

• Su modo de acción en este medio.

• Qué factores ambientales pueden afectar la actividad de estos
compuestos.

• Y si los efectos alelopáticos observados se deben a su efecto directo, a

sus productos de degradación y/o a la alteración de las condiciones del
suelo.

I.4.2- Función Antiherbívoro.

A lo largo de la evolución, en las plantas se han desarrollado toda suerte de
defensas para tratar de mantener el equilibrio en la interacción planta-herbívoro. hay

evidencia de que numerosos rasgos de las plantas reduce el crecimiento y supervivencia

de herbívoros. estos rasgos pueden ser considerados como resistencia cuando
representan un rasgo exclusivamente ecológico, y como defensa cuando implica una

respuesta evolutiva. una posible clasificación de resistencia a los herbívoros es dividirla
en mecanismos de tolerancia y evitarlos. el primero se refiere a la capacidad de las

plantas para recuperarse después del ataque del herbívoro; y evitarlos puede dividirse, a

su vez, en tres mecanismos: probabilidad de ser comida, barreras físicas y calidad de la
planta como alimento (Zamora y col., 1999).

Como primer paso del herbivorismo, la planta debe ser localizada por el
herbívoro. hay algunos rasgos que reducen la probabilidad de la planta a ser descubierta,

por ejemplo, quedando imperceptible dentro de un hábitat dado, en términos

morfológicos y de abundancia, ocupando sitios libres de enemigos, imitando otra planta
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bien defendida, careciendo totalmente de atracción química, no coincidiendo los ciclos

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

con menos probabilidad de coincidir con la presencia o alimentación del herbívoro.

Una vez encontrada la planta, los herbívoros deben superar otras barreras. las

plantas tienen innumerables estructuras para repeler al herbívoro. esto incluye escamas,
púas y espinas, que son particularmente efectivos frente a mamíferos (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 dirección, algunas
plantas tienen glándulas que secretan un adhesivo para atrapar pequeños insectos

(Turner, 1994).

En la mayoría de los hábitats las plantas son abundantes, por lo que en principio

la comida no supone un problema para los herbívoros. pero la pared celular de la

mayoría de las plantas está constituida principalmente de celulosa, hemicelulosa y
lignina, y la mayoría de los animales herbívoros no pueden usar directamente este

recurso. los herbívoros son así limitados, no por la energía disponible, sino por la

calidad nutricional de los tejidos vegetales (White, 1993). además 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
limitación 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, actúan inmediatamente y a menudo conlleva a la
muerte del herbívoro.

Estos últimos compuestos representan otro mecanismo contra los herbívoros
como son las defensas químicas. estas defensas químicas es uno de los mecanismos más

importantes y extendido para evitar el ataque de los herbívoros (Berenbaum, 1995). son

derivados del metabolismo secundario y actúan como compuestos tóxicos, tales como
alcaloides, cumarinas, glucosinolatos, glucósidos, 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 digestión. esto sugiere que se denomine como supresores a aquellos

compuestos que impiden la actividad de morder, y disuasorios a aquellos que impiden
que el herbívoro vuelva a comer. como frecuentemente es desconocida qué fase de la

alimentación es interrumpida, algunos autores usan antialimentación y disuasorios de
alimentación sinónimamente para sustancias que cuando contacta con el herbívoro

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 últimos se encuentra la

barrera más importante que tienen las angiospermas contra su ingestión por herbívoros.
estas sustancias son los taninos, que aparecen en concentraciones altas en hojas de

plantas leñosas. los taninos se unen a proteínas, frecuentemente de forma irreversible,

impidiendo que las proteínas 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 bioquímica 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 síntesis, 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

mediterráneos, las plantas tienden a aumentar sus defensas, sobre todo de tipo
cualitativo (alcaloides, glucósidos cianogénicos, etc.), ya que, en estos casos, les resulta

mucho más difícil regenerar los tejidos dañados por los herbívoros (Rhoades, 1979;
Jhonson y col., 1985; Lundberg y Palo, 1993). lo que implica que estos compuestos

actúen como tóxicos.

Una característica importante en la estrategia de defensa de las plantas es la
distribución variable de los compuestos secundarios en los diferentes tejidos vegetales,

así como su redistribución según avanza el desarrollo fenológico (Price y col., 1979;
Johnson y col., 1985; Makkar y col., 1988, 1991). las yemas en crecimiento de arbustos,

las hojas jóvenes, los órganos reproductores y de dispersión y, en general, todas las
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partes en crecimiento anual, muestran una mayor concentración 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 químicos de plantas han sido el objetivo de considerables estudios

(Rosenthal y Berenbaum, 1991). algunos se han aislado, y de éstos, muchos son
claramente tóxicos en general y sirven como defensa para la planta frente a herbívoros.

pero estos compuestos no afectan por igual a todos los herbívoros. un ejemplo de ello,

son los glucósidos cianogénicos, que aunque no presentan una eficacia universal y no
todas las plantas cianogénicas liberan la suficiente cantidad para ser consideradas

tóxicas, éstos compuestos forman parte del amplio espectro de compuestos tóxicos y
desagradables para los herbívoros (Roslyn e Ian, 2002).

Aunque, como sustancias verdaderamente tóxicas están caracterizados los

alcaloides como la nicotina, piretrinas y rotenoides (Harborne, 1985; Krischik y col.,
1991), también se ha mostrado que flavonoides, principalmente glucósidos de

flavonoles que incluyen la rutina, quercitrina, isoquercitrina y quercetina, resultan

tóxicos 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 ecológicas establecidas para los flavonoides la protección de la hoja ante los
herbívoros (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, podrían encontrar
flavonoides agliconas que se acumulan sobre la superficie. una de las funciones de estos

flavonoides agliconas sería proteger a las hojas frente a los herbívoros. 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 tóxicos para

euphdryas chalcedona (lepidoptera, nymphalidae) uno de los principales herbívoros de
este matorral (Lincoln, 1985; Lincoln y Walla, 1986).

Por otro lado, un grupo importante de compuestos flavonoides en las plantas son
los estrógenos vegetales o fitoestrógenos, que se encuentran en forma de glucósidos, y
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cuya capacidad de modificar los procesos reproductivos proviene de su semejanza con

el núcleo esteroídico de las hormonas femeninas (Liener, 1980). una prolongada

exposición a pastos estrogénicos puede conducir a infertilidad (Adams, 1995).
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I.5.- Ca2+-ATPasa DEL RETICULO SARCOPLÁSMICO.

El retículo sarcoplásmico (RS) es el orgánulo subcelular encargado de controlar

la concentración del calcio en el citosol de la célula muscular, y está directamente

implicado en el control de la relajación y contracción muscular, ya que mantiene bajos
los niveles de calcio durante el reposo y restablece la concentración de Ca2+ a niveles

basales tras la excitación, mediante la transformación de energía química en osmótica,

por lo que presenta un papel preeminente en la relajación muscular (Hasselbach y
Oetliker, 1983).

A principios de los años sesenta, Hasselbach y Makinose (1961) y Ebashi y
Lipmann (1962), mostraron que el retículo endoplasmático de músculo esquelético de

conejo podía acumular calcio. Para ello describieron un protocolo para la preparación de

vesículas de retículo sarcoplámico (RS), identificando a la Ca2+-ATPasa como la
proteína responsable del transporte de Ca2+.

1.5.1.- Datos estructurales de la Ca2+-ATPasa del retículo sarcoplásmico.

La estructura primaria de la Ca2+-ATPasa de RS ha sido puesta de manifiesto a
partir de la secuenciación del ADN que codifica a la proteína (MacLennan y col., 1985)

presentando numerosas analogías con otras ATPasa de la clase P (Serrano y col., 1986).
La Ca2+-ATPasa de RS, consta de una única cadena polipeptídica de 1001 aminoácidos.

Basándose en la hidrofobidad de los aminoácidos, se predice la existencia de diez

hélices transmembranales, que podrían atravesar la membrana como 5 horquillas,
quedando tanto el extremo amino terminal, como el carboxilo terminal en la cara

citosólica de la membrana (Brandl y col., 1986), (Figura 1).
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Figura 1: Diagrama estructural de la Ca2+-ATPasa de RS basado en la

hidrofobicidad de los aminoácidos y en la organización en dominios estructurales

(Brandl y col. , 1986)
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La obtención de información estructural directa de la proteína se ha visto

dificultada por el hecho de que los cristales obtenidos de la misma son utilizables sólo

para microscopía electrónica. Del estudio de estos cristales está claro que la proteína
está constituida por varios dominios: una cabeza globular citoplasmática conectada a

una región transmembranal con 10 α-hélices por un corto segmento denominado región

“stalk”.

En estudios recientes se ha obtenido la estructura tridimensional de la Ca2+

ATPasa con una resolución de 2,6Å (Toyoshima y col., 2000), (Figura 2), lo que

prácticamente resuelve las dudas en cuanto a la estructura de la proteína. Los autores
han sido capaces de identificar 994 residuos aminoacídicos en los mapas de densidad

electrónica obtenidos.

Así en el dominio citoplasmático se pueden diferenciar tres dominios bien
diferenciados, a los que se les denomina:

-P o dominio de fosforilación donde se encuentra el residuo de ácido aspártico
que se desfosforila (Asp351). Este dominio se encuentra formado por dos partes

ampliamente separadas en la secuencias. Está formado por siete láminas β paralelas

asociadas a ocho hélices α cortas.

-N o dominio de unión de nucleótidos que constituye el sitio catalítico. Es el de

mayor tamaño (27kDa aproximadamente).

-A o dominio impulsor o de transducción, conocido como dominio β. Está

involucrado en la transmisión de cambios conformacionales importantes. Se conecta a la

región transmembranal por grandes bucles.

Según este modelo los dos sitios de unión al calcio están próximos a las cuatro
hélices α transmembranales de la región “stalk”. Así, las alteraciones en dichas hélices

podrían desencadenar modificaciones en los sitios de unión de calcio y las alteraciones

en los movimientos de iones desde el citosol al espacio luminal. Ese estudio clarifica la
cuestión de cómo el sitio de unión de calcio (en el dominio membranal) y el de

fosforilación del residuo de ácido aspártico (en el dominio citosólico) interaccionan a
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esas largas distancias (40-50Å de separación entre ellos) (Aravind y col., 1998). Ese

interrogante se responde por la presencia de estas hélices transmembranales, llamadas

“stalk”, capaces de transmitir los pequeños cambio conformacionales que se producen
tras la autofosforilación de la enzima (MacLennan y Green, 2000).

Figura 2: Estructura tridimensional de la Ca2+-ATPasa con una resolución de 2,6Å

(Toyoshima y col., 2000).
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1.5.2.-Mecanismo catalítico de la Ca2+-ATPasa de retículo sarcoplásmico de
músculo esquelético.

La hidrólisis de ATP por vesículas de RS permite el transporte activo de dos

iones Ca2+ por molécula de ATP hidrolizada (Hasselbach, 1964). El Ca2+ se acumula en
el interior de las vesículas hasta alcanzar una concentración interna de Ca2+ libre lo

suficientemente elevada como para inhibir a la enzima (Scarpa y col., 1972), entonces la

ATPasa actúa a una velocidad estacionaria igual a la velocidad de salida pasiva de los
iones Ca2+ a través de la membrana.

Una propiedad característica de esta enzima es que en condiciones fisiológicas
forma un derivado fosforilado covalente por reacción con el ATP cuando el fosfato

terminal del ATP reacciona con un aspártico de la enzima (Makinose, 1969). Esta clase

de proteína entra dentro de la categoría de ATPasa de tipo P, según la clasificación
sugerida por Pedersen y Carafoli (1987).

En cuanto al mecanismo catalítico de la enzima se han propuesto varios

modelos, de los cuales el propuesto por De Meis y Vianna (1979) describe cuatro
intermediarios. Según este modelo, (Figura 3), la unión de dos iones Ca2+  sobre los

sitios de alta afinidad situados sobre la parte externa de la enzima (lado citoplasmático)
conlleva a la saturación de estos sitios y a la activación de la ATPasa. La unión de ATP

y la transferencia del fosfato terminal a la enzima, conduce a la formación de un

derivado fosforilado covalente, el ADP es entonces liberado en el citoplasma. En esta
etapa los iones Ca2+ son “ocluidos”, es decir inaccesibles desde los dos lados de la

proteína, (Klemens y col., 1986). La translocación de los iones Ca2+ hacia los sitios
internos de baja afinidad conduce a la liberación de estos iones al interior del retículo.

El derivado fosforilado es entonces hidrolizado y el fosfato liberado en el citoplasma.
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                                               ATP               ADP

Ca2E1                                                        Ca2E1P
 (2)

      Citoplasma           (1)                                           (3)
          2Ca                                                                                     2Ca

                                                                                                           Lumen
      (4)

        E2                                                        E2P

               Pi                   H2O

Figura 3: Mecanismo catalítico simplificado de la Ca2+-ATPasa de retículo

sarcoplásmico.

Existe una fuerte interdependencia entre los sitios de unión de Ca2+ y el sitio
catalítico. En particular, la ocupación de los sitios de Ca2+ de alta afinidad (etapa 1)
permite la fosforilación por el ATP, mientras que la no ocupación de estos sitios permite
la fosforilación por el fosfato inorgánico (etapa 4), primera etapa en el funcionamiento
inverso del sistema. Por otra parte, la fosforilación por el ATP (etapa 2) produce la
oclusión del Ca2+. Se habla de dos estados conformacionales principales de la ATPasa
E1 y E2. Estos dos estados conformacionales presentan reactividad diferente hacia el
sustrato. La forma E2 puede unir ATP pero no origina derivados fosforilado covalentes
(Henao y col., 1991). El cambio conformacional entre E1-P y E2-P podría, en esta
hipótesis 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 más simple para describir el transporte de Ca2+. En el
esquema no se pone de manifiesto el papel de los cationes, Mg2+, K+ y H+ los cuales
intervienen en el funcionamiento de la Ca2+-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 acumulación de Ca2+ (Shighekawa y Pearl, 1976).

Igualmente la presencia mayoritaria de cationes divalentes como Mg2+, Ca2+,
Co2+ y Mn2+, modifica completamente el funcionamiento del ciclo, llegando hasta la
inhibición. Los diferentes complejos formados por ATP (Mg2+-ATP, Ca2+-ATP, Co2+-
ATP y Mn2+ -ATP) inducen velocidades de formación 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).

I.5.3.-Modulación de la actividad Ca2+-ATPasa de retículo sarcoplásmico por
flavonoides.

Solo hay un trabajo publicado sobre el mecanismo molecular de acción de los
flavonoides sobre la Ca2+-ATPasa del retículo sarcoplásmico. Shoshan y MacLennan
(1981), muestran que quercetina en vesículas de RS o en la Ca2+-ATPasa purificada
inhibe las reacciones hacia adelante y reversa del transporte de Ca2+ incluyendo
transporte de Ca2+ dependiente de ATP, síntesis de ATP acoplado al eflujo de Ca2+ y el
intercambio ATP-Pi. Además, quercetina inhibía la velocidad de intercambio ATP-ADP
y la formación del estado E2-P.

Estos autores en sus ensayos para descubrir el mecanismo por el que este
flavonoide inhibe el transporte de Ca2+, observaron que quercetina inhibía de una forma
no competitiva la unión de nucleótidos. Así, la unión de ATP no es bloqueada
completamente por quercetina puesto que no inhibía la formación de E1-P, e incluso
aumentaba su concentración mientras el transporte de Ca2+ era casi completamente
inhibido al igual que la formación de E2-P. Este hecho puede ser explicado de dos
formas; que quercetina estabilice la conformación de la enzima E1-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 EQ-P
y este grupo fosforilado no pueda ser liberado.

Estos autores concluyen, por tanto, que el mayor efecto de quercetina es
estabilizar la conformación del complejo Ca2+-Enzima que es capaz de aceptar un grupo
fosforil del ATP, pero éste no puede energizar la liberación de Ca2+ al interior de las
vesículas ni puede ser donado de nuevo al ADP.



OBJETIVOS
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En estudios previos realizados en el Área de Ecología 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 estación estival. Este exudado
presenta actividad alelopática sobre especies como Cynodon dactilon y Rumex crispus,

cuya germinación es claramente inhibida, y en especies como Medicago polymorpha y
Lolium rigidum, que retrasa la germinación e inhibe el tamaño de raíces y cotiledones

(Chaves y Escudero, 1997). También se ha demostrado que este exudado es rico en

ácidos fenólicos, 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 variación cualitativa

y cuantitativa en hojas y tallos a lo largo del año (Chaves, 1994; Chaves y col., 1993;

1997).

El objetivo principal de este estudio es contribuir al conocimiento de las

funciones que pueden desempeñar los compuestos derivados del metabolismo

secundario y en concreto estudiar las posibles funciones ecológicas de estos compuestos
en Cistus ladanifer. De las múltiples funciones atribuidas a estos compuestos nos hemos

centrado en la contribución de los mismos en la interacción planta-planta y planta-
animal, o lo que es lo mismo profundizar en la actividad alelopática de C. ladanifer y

conocer si los flavonoides que constituyen el exudado de esta especie presentan

actividad frente a los herbívoros.

Para ello, se han planteado los siguientes objetivos particulares:

1.- Estudio del potencial alelopático de Cistus ladanifer:

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

presentan actividad alelopática.

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

1.2.1.- Determinación de la actividad alelopática de cada uno ellos.
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1.2.2.- Cuantificación de la actividad alelopática derivada de la interacción de
estos compuestos.

1.3.- Determinar la actividad alelopática de los suelos asociados a C. ladanifer.

1.3.1.- Cuantificar la actividad alelopática en este medio.

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

2.- Estudiar la función antiherbívoro de flavonoides contenidos en el exudado de Cistus

ladanifer mediante la posible modulación de la actividad Ca2+-ATPasa del RS de

músculo esquelético de conejo por su interacción con los flavonoides contenidos en el
exudado de C. ladanifer y su efecto sobre la capacidad máxima de acumulación del ion

Ca2+ por el RS.



MATERIALES Y MÉTODOS
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III.1.- SEPARACIÓN CROMATOGRÁFICA.

Previamente a la separación cromatográfica, se extrajo el exudado de las

muestras recogidas como se indica a continuación.

III.1.1- Recogida de muestras.

Se recogieron muestras de jaras situadas cercanas a Badajoz, en la finca “El
Hatillo” en Cheles. Se recolectaron hojas jóvenes por su mayor contenido de exudado,

en primavera y verano. Estas dos estaciones fueron elegidas por la relación cualitativa
estacional que presenta la secreción de flavonoides. Durante primavera aumenta la

síntesis de apigeninas y durante el verano se potencia la de kampferoles (Chaves y col.,

1993).

III.1.2.- Extracción del exudado.

Las hojas recogidas fueron introducidas varias veces en cloroformo (1g

hojas/2ml cloroformo) para asegurar la completa extracción de estos compuestos. El
cloroformo se evapora y el extracto resultante se resuspende en metanol.

Se congela a –20ºC durante 12h para que precipiten las ceras que se retiraran
mediante centrifugación (4500 x g durante 5 minutos).



47

III.1.3.- Separación cromatográfica.

Una vez eliminadas las ceras, se evapora el metanol. El extracto resultante se
hace pasar por una columna de 25cm y 1,5cm de diámetro 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 Gülz, 1991).

La composición de cada una de las fracciones recogidas se analiza por HPLC.

Con esta técnica se consigue un alto nivel de resolución y sensibilidad para analizar los
flavonoides de una mezcla, aunque es el aspecto cuantitativo del análisis lo que

establece la mayor diferencia con otros métodos cromatográficos (Markham, 1982;

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

Para cromatografiar compuestos como flavonas, flavonoles, dihidroflavonoides,

catequinas, antocianidinas, glicósidos de flavonoides, etc., los tipos de columnas más

utilizadas son los de fases reversas C-8 y C-18, con solventes tales como agua/metanol,
agua/metanol/ácido acético, agua/acetonitrilo, en varias proporciones.

Se utilizó una columna analítica de fase reversa C-18 Spherisorb 4,6x150mm y
una fase móvil 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 resolución

óptima para la identificación de los ocho flavonoides presentes en el exudado de C.

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

Se inyectaron 20µl de solución del extracto disuelto en metanol de cada una de

las fracciones separadas por columna de Sephadex. El extracto se separó en tres
fracciones diferentes:
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- Fracción 1 corresponde a un grupo de compuestos que no absorben en el

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

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

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

entre 230-290mm.

- Fracción 3 corresponde a los flavonoides.
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III.2.- EXTRACCIÓN, PURIFICACIÓN Y CUANTIFICACIÓN DE
FLAVONOIDES CONTENIDOS EN EL LÁDANO DE LAS HOJAS
DE Cistus ladanifer.

Los flavonoides estudiados presentan las siguientes fórmulas químicas:

O
OH

OH   O
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OOH
OH

OCH3OH O

3-O-Metilkampferol

OOH
OCH3

OCH3OH O
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OOH
OCH3

OH   O

4´-O-Metilapigenina

OOCH3
OH

OCH3OH O

3,7-Di-O-metilkampferol

OOCH3
OH

OH   O

7-O-Metilapigenina
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III.2.1.- Extracción y purificación.

Debido a que los flavonoides identificados en el exudado de C. ladanifer, no
están 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 fracción en la que han eluido los flavonoides, se

toma la 3ª de ellas, se evapora el metanol y el precipitado se resuspende en

tetrahidrofurano. La extracción de cada uno de los flavonoides agliconas que componen
el exudado se realizó por HPLC, utilizando una columna semipreparativa C-18

(10x250mm) y un solvente de agua/metanol/tetrahidrofurano en una proporción 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.

III.2.2-. Cuantificación.

Para cuantificar los flavonoides se analizaron muestras de hojas jóvenes (hojas
nacidas en el año estudiado), hojas viejas (hojas que llevan más de un año en la planta)

y tallos jóvenes fotosintéticos (zona más apical del tallo que ha crecido en el año de

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

Con el fin de estudiar las diferencias en la síntesis de estos compuestos entre

jarales sometidos a diferentes Tª y estrés hídrico, se seleccionaron 8 jarales desde el
suroeste al noreste de la provincia de Badajoz (Figura 4). Estos puntos de muestreo

presentaban condiciones climáticas diferentes (temperatura y precipitación). Las

precipitaciones y temperaturas de cuatro de estas localidades (Cornalvo, Quintana de la
Serena, Valle de la Serena y Hornachos) son de 450-550 l/m2 de precipitación media
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anual y 16,8ºC 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 15ºC de temperatura media
anual, 650-750 l/m2 de precipitación media anual y se le ha denominado Grupo II. Estos

datos son los valores medios obtenidos de analizar series de 30 años (Cabezas y
Escudero, 1989). Concretamente, la Tabla 2 muestra los valores de precipitación y

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

Se pesó 1g de hojas jóvenes, de hojas viejas y de tallos. El exudado se extrajo
con cloroformo, se evaporó y el precipitado se resuspendió en 4ml de metanol. Se

mantuvo durante 12h a 0ºC 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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Higuera
 la

Real

Quintana de la Serena
Valle de la Serena

Cornalvo

HornachosValle de
Santa Ana

Jerez de los Caballeros

Cabeza la Vaca

Grupo II

Grupo I

Figura 4: Distribución de las poblaciones de Cistus ladanifer estudiadas.

 estudiadas.
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P. Total(mm) Tª máx.(ºC) Tª min.(ºC) P. Total(mm) Tª máx.(ºC) Tª mín.(ºC)
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: precipitación total
Tª máx.: temperatura media máxima
Tª mín.: temperatura media mínima

Grupo I Grupo II

Tabla 2: Precipitación total y temperaturas medias máximas y mínimas registradas en cada uno de los 
grupos, en el año en que fueron recogidas las muestras.
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III.3.- IDENTIFICACIÓN DE COMPUESTOS PRESENTES EN LA
FRACCIÓN 2 DEL EXUDADO DE LAS HOJAS DE Cistus ladanifer.

Los compuestos pertenecientes a la segunda fracción se recogieron y se

analizaron por Cromatografía de Gases en combinación con una Espectrometría de

Masas en el Instituto de la Grasa de Sevilla. Esta combinación es muy eficaz para la
identificación de los componentes de una mezcla. La única condición limitante, viene

dada por la necesidad de que los compuestos sean lo suficientemente volátiles como

para ser eludidos a través de la columna cromatográfica, bien en su forma original o
mediante previa derivatización para conferirles la volatilidad necesaria (Schels y col.,

1977, 1978).

Con esta técnica se llegaron a identificar once compuestos: ácido oxálico, ácido

metilmalónico, ácido butírico, metilpropionato, ácido 3-hidroxibutírico, ácido

hidroxicinámico, ácido p-anísico, ácido cinámico, azuleno, ácido 4-hidroxibenzoico y
ácido ferúlico.
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III.4.- ENSAYO DE GERMINACIÓN.

Para comprobar si los compuestos que constituyen el exudado de C. ladanifer,

tanto flavonoides como otros compuestos identificados, poseen actividad alelopática, se
realizó el siguiente ensayo de germinación sobre semillas de R. crispus.

III.4.1.- Selección de semillas.

La especie seleccionada para realizar los ensayos de germinación fue Rumex

crispus. Esta especie se estimó la más apropiada para este estudio por las siguientes

razones (Chaves, 1994; Chaves y Escudero, 1997):

• No está presente en jarales.

• En laboratorio alcanzan un porcentaje de germinación superior al 50%.

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

ladanifer tanto a nivel de germinación como en el desarrollo de sus plántulas.

III.4.2.- Índices medidos para cuantificar el efecto alelopático.

Generalmente hay dos tipos de procedimientos para calcular la actividad
biológica de los compuestos alelopáticos:

- Midiendo la actividad biológica específica (inhibición de fotosíntesis).
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- Midiendo algunos aspectos del crecimiento (germinación(%),

cotiledones(%), tamaño de raíz, tamaño de cotiledones, velocidad de

germinación, velocidad de emergencia de cotiledones).

La medida más comúnmente usada son los porcentajes de germinación y los que

miden el desarrollo de las plántulas.

El parámetro más sensible es la longitud de la raíz, aunque no sea tan fácil de

medir como la germinación. También la velocidad de germinación puede ser un

indicador muy sensible de los efectos alelopáticos (Wardle y col., 1991), debido a que
los aleloquímicos, no pueden afectar al porcentaje final de germinación, pero sí 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 raíces y cotiledones (de 10

plántulas).

- Calcular la velocidad de germinación y nacimiento de cotiledones mediante
un índice que se ha denominado “índice de vigor”.

III.4.3.- Ensayo de la actividad alelopática de los flavonoides.

Tras la purificación 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 interacción de estos compuestos pueden actuar de

forma aditiva o inhibiendo la acción de cada uno de ellos.
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Se ensayaron diferentes concentraciones que partieron de 1mM, concentración

máxima recomendada en los bioensayos alelopáticos (Rice, 1984; Macías y col., 1993)

y se fueron preparando diversas diluciones hasta 0,01mM.

- Apigenina (Ap): 1; 0,5; 0,1; 0,05 y 0,01mM.

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

- 4´-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-3,4´):1; 0,5 y 0,01mM.

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

- Mezcla de K-3 y K-3,7´: 1 y 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 diámetro sobre papel

Whatman nº118. En cada placa se añadió 5ml de cada solución. Las placas controles
fueron regadas con agua Milli-Q.

Estas placas se colocaron en una cámara de cultivo con luz y temperatura

controlada (fase de luz: 16 horas y fase de oscuridad: 8h, a una temperatura constante de
25ºC). Cada dos días se suministró 1ml de la concentración del flavonoide/s

correspondiente o bien el agua Milli-Q para el control. Las semillas germinadas y
cotiledones nacidos se contaban todos los días (considerando que la germinación se

había producido cuando se daba la ruptura de abrigo de la semilla y por consiguiente

salida de la radícula). El experimento se mantuvo durante 10 días. Al final de la
experiencia se midieron el tamaño de los cotiledones y de las raíces, utilizándose para

ello 10 plántulas elegidas al azar de cada placa (Jaderlund y col., 1996).
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III.4.4.- Ensayo de la actividad alelopática de los compuestos identificados en la
Fracción-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, concentración máxima recomendada en los bioensayos alelopáticos (Rice,

1984; Macías y col., 1993), hasta la concentración en la que no aparece efecto negativo
en ninguno de los parámetros medidos.

- Ácido Oxálico (ácido orgánico): 1 y 0,5mM.

- Ácido Metilmalónico (ácido orgánico): 1 y 0,5mM.

- Ácido Butírico (ácido graso): 1; 0,5; 0,1; 0,01; 0,001 y 0,0001mM.

- Metilpropionato (ácido graso): 1; 0,5; 0,1; 0,01; 0,001 y 0,0001mM.

- Ácido 3-Hidroxibutírico (ácido graso): 1 y 0,5mM.

- Ácido Hidroxicinámico (ácido fenólico): 1; 0,5 y 0,01mM.

- Ácido p-Anísico (ácido fenólico): 1 y 0,5mM.

- Ácido Cinámico (ácido fenólico): 1; 0,5; 0,1 y 0,01mM.

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

- Ácido 4-Hidroxibenzoico (ácido fenólico): 1; 0,5 y 0,1mM.

- Ácido Ferúlico (ácido fenólico): 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 actúan conjuntamente, también



59

se cuantificó el efecto derivado de la interacción de dichos compuestos. Para hacer las

mezclas se tuvo en cuenta la acción que ejercían por separado cada uno de ellos,

mezclando los que afectaban negativamente a la germinación, al nacimiento de los
cotiledones, al tamaño de la raíz y al tamaño de cotiledones, así como la mezcla de

todos los compuestos a la vez. En ninguna de estas mezclas se añadió ácido butírico ni
metilropionato ya que el efecto de estos compuestos es tan potente a las concentraciones

ensayadas en las mezclas, que camuflaría el efecto de los demás.

La composición de las mezclas fueron las siguientes:

- Mezcla 1: Mezcla de compuestos que inhiben la longitud de las raíces

cuando se ensaya con cada uno de ellos por separado (ácido 4-
hidroxibenzoico, ácido p-anísico y azuleno)

- Mezcla 2: Compuestos de la Mezcla 1 más ácido hidroxicinámico, uno de los

compuestos que inhiben la germinación y nacimiento de cotiledones.

- Mezcla 3: Compuestos de la Mezcla 1 más ácido cinámico, otro compuesto

fenólico que inhibe la germinación y nacimiento de cotiledones.

- Mezcla 4: Compuestos de la Mezcla 1 más ácido hidroxicinámico y ácido
cinámico.

- Mezcla 5: Mezcla de compuestos que inhiben la longitud de cotiledones
cuando se ensaya con cada uno de ellos aisladamente (ácido ferúlico, ácido

4-hidroxibenzoico, ácido oxálico, ácido metilmalónico, ácido p-anísico y

ácido 3-hidroxibutírico).

- Mezcla 6: Compuestos de la Mezcla 5 más ácido hidroxicinámico .

- Mezcla 7: Compuestos de la Mezcla 5 más ácido cinámico.

- Mezcla 8: Compuestos de la Mezcla 5 más ácido hidroxicinámico y ácido

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

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

separado (ácido hidroxicinámico y ácido cinámico).

- Mezcla 10: Mezcla de todos los compuestos (ácido ferúlico, ácido

hidroxicinámico, ácido cinámico, ácido 4-hidroxibenzoico, ácido oxálico,
ácido metilmalónico, ácido p-anísico y ácido 3-hidroxibutírico).

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 nº118. Al inicio de la experiencia se añadió 5ml de solución o

agua Milli-Q (control).

Además, el experimento se repitió en las mismas condiciones, pero sembrando

25 semillas de Rumex crispus en placas Petri (4 réplicas con un total de 100 semillas)

que contenían 25g 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 0,0001mM) y con las distintas mezclas realizadas a concentraciones de 0,5

y 0,1mM.

Estas placas se colocaron en una cámara de cultivo con luz y temperatura

controlada (fase de luz: 16h y fase de oscuridad: 8h, a una temperatura constante de
25ºC). El primer día se suministró 5ml de la solución 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 días se regó 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 días. El experimento se
mantuvo durante 10 días para papel y durante 22 días para suelo, al final de la

experiencia se midieron, los tamaños de los cotiledones y de las raíces de 10 plántulas

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

III.5.1- Selección de puntos de muestreo.

El jaral elegido está situado en la finca “El Hatillo” en Cheles. A unos 50

kilómetros 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.

III.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 función es actuar de controles.

A principio de cada mes y durante un año se recogieron tres muestras de suelo
de cada uno de los puntos seleccionados (en total, nueve de jarales y seis de controles).

Las muestras correspondían a la parte superficial del suelo (10cm), con el fin de estudiar

el posible efecto en la germinación de herbáceas 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 análisis.
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III.5.3.- Análisis químico de las muestras.

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

• Porcentaje de arena, limo y arcilla: El análisis granulométrico para determinar el

porcentaje de arena, limo y arcilla se realizó por el método de Boyouco. El
procedimiento realizado ha consistido en lo siguiente: Se pesan 50g de cada muestra

de suelo y se añade 100ml de dispersante (50g de Calgón 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 hidrómetro para determinar su densidad. Las

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

• pH: Se midió en una suspensión de KCl 1N (Reed y Cummings, 1945). Se tomaron

10g de suelo y se agitaron con 25ml de KCl 1N. La solución resultante se midió con

un pHmétro.

• Porcentaje de materia orgánica: Se aplicó el método de oxidación por vía húmeda

con dicromato potásico y ácido sulfúrico (Walkley y Black, 1934). Para ello, se

toman 0,5g, al cual se añade 10ml de dicromato potásico 1N y 20ml de ácido
sulfúrico, y se deja en reposo durante 30 minutos. Posteriormente se añade 200ml de

agua destilada, 10ml de ácido ortofosfórico y 1ml de difenilamina. Esta solución se
valora con Sal de Mhor (0,5N)

• Iones Sodio y Potasio: 5g de suelo se extraen con 50ml de acetato amónico 1N

mediante agitación. La solución resultante se mide por Emisión de Llama (Welcher,
1966).

• Iones Calcio y Magnesio: 5g de suelo, se extraen con 50ml de acetato amónico 1N
mediante agitación. La solución resultante se mide por Absorción Atómica

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

20ºC mediante agitación. La solución resultante se mide por Absorción Atómica

(Welcher, 1966).

• Fósforo: Se determinó estimando los ortofosfatos mediante el desarrollo del azul de

molibdeno (Allen, 1989). Mediante agitación, 2g de suelo se extraen con ácido
acético. Se mide la absorbancia de la solución resultante mediante un

espectofotómetro a una longitud de onda de 700nm.

• Nitrógeno (nitrógeno orgánico total): Este elemento se determinó según el método
Kjeldahl. Se realizó la digestión de 5g de suelo junto con 10ml de ácido sulfúrico y

2,5g de catalizador (15g Selenio, 18,45g de Sulfato de cobre y 216,25g de Sulfato
potásico) durante 2 horas a altas temperaturas en una campana extractora. Después

se añade 100ml de agua, se filtra, se añade 20ml de hidróxido sódico y se valora con

ácido sulfúrico 5mN con el indicador Shiro-Tashiro (Soil Conservation Service,
1972).

III.5.4.- Extracción de fenoles totales de suelos asociados a C. ladanifer:

Se han descrito diferentes métodos de extracción de los compuestos fitotóxicos
en el suelo.

Bajo condiciones controladas, Dalton y col. (1987); Dalton, (1989) comparan

algunos de los procesos de extracción de suelo usados para recoger aleloquímicos de
sistemas naturales y cultivados. Añadió ácido ferúlico (1000mg/Kg) en diferentes

suelos. La eficacia de los diferentes extrayentes en recoger el ácido ferúlico añadido fue
comparada manteniendo la solución extrayente con el suelo durante 1, 3, 6, 12, 24 y 48

horas antes de la extracción y análisis por HPLC. Según el tipo de suelo, la eficiencia de

los diferentes extrayentes fue generalmente en este orden: agua=metanol<acetato
sódico<EDTA=DTPA<hidróxido sódico. Dalton (1999) concluye que las moléculas de



64

ácido fenólicos que se extraen con fuertes quelatos e hidróxido sódico podrían

probablemente no ser soltadas en condiciones naturales.

Gallet (1994), para extraer estos compuestos fenólicos, agita 30g de muestras de
suelo con 250ml de agua destilada durante 20h bajo N2 y a temperatura ambiente.

Inderjit y Dakshini (1993) también realiza la extracción mediante agua destilada (5:1,
volumen:peso). Estos autores consideran que los resultados obtenidos con este método,

mediante extracción con agua, son significativos por razones ecológicas. En ecosistemas

naturales, los fenoles extraídos 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 están débilmente absorbidos a la superficie de las partículas del mismo

(Dalton, 1989).

Por esta razón y puesto que según Dalton (1989), el metanol presenta el mismo
poder de extracción que el agua, en este estudio se utilizó metanol para facilitar la

evaporación que hay que realizar con posterioridad a la extracción.

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

volumen final de 1ml.

Para determinar los fenoles totales se procedió mediante el método de Folin-

Ciocalteu (Singleton y Rossi, 1965). Este método resulta, sobre la media, un 30% más

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 ácido salicílico el

rendimiento del color es más que doblado que con el método de Folin-Denis. Además
este método tiene la ventaja de ser un procedimiento de los que más baja interferencia

presenta con compuestos no fenólicos.

El procedimiento consistió en lo siguiente: En un matraz se mezcla 1ml del
extracto junto con 60ml de agua destilada, se añade 5ml de solución de Folin-Ciocalteu

(10h en reflujo de una solución de 700ml de agua destilada, 10ml de ácido clorhídrico,
50ml de ácido orto fosfórico 85%, 100g de tungstato, y 25g de ácido fosfomolíbdico,
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posteriormente se añade 150g de sulfato de litio 1-hidrato, bromo y agua destilada hasta

1l) después de un minuto y antes de ocho se añaden 15ml de carbonato amónico

hidratado (20g por 100ml) y agua destilada hasta 100ml. Se deja actuar durante 2h y se
mide la absorbancia a 760nm en un espectofotómetro.

La concentración se calcula refiriendo los resultados a una recta patrón que ha
sido construida con ácido cinámico. Este método es usado para estudiar la variación en

la concentración entre muestras y a lo largo del año de fenoles totales más que para

determinar la concentración absoluta (Box, 1983).

III.5.5.- Extracción e identificación 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 analítica y con un solvente de

agua/metanol/tetrahidrofurano en una proporción de 56:16:28 y con una velocidad de

0,75ml/min.

Mediante comparación del espectro y tiempo de retención 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.

III.5.6.- Ensayo de germinación en suelos.

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

recogieron todos los meses 30g de suelo (de jarales y próximos 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

diámetro). Cada experimento se realizó por duplicado.

La especie seleccionada para el ensayo de germinación 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 días en una cámara de cultivo con una
temperatura constante de 25ºC y un fotoperíodo de 16 horas de fase de luz y 8 horas de

fase de oscuridad.

Todos los días se contó el número de semillas germinadas y el número de
cotiledones emergidos.
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III.6.- TEST DE GERMINACIÓN.

Los resultados de germinación, de nacimiento de cotiledones, inhibición en el

tamaño de la raíz, inhibición en el tamaño de cotiledones, índice de vigor de

germinación (IVG), índice de vigor de cotiledones (IVC), se contabilizaron
porcentualmente referidos al control.

El cálculo de estos índices se hizo mediante las siguientes fórmulas:

%Germinación=(nº germinadas tratada/nº germinadas control)x100

%Cotiledones=(nº cotiledones tratada/nº cotiledones control)x100

%Inhibición en el tamaño de la raíz=(tamaño raíz tratada/tamaño raíz
control)x100

%Inhibición en el tamaño de cotiledón=(tamaño cotiledón tratado/tamaño raíz

control)x100

IV=(n1/1+n2/2+…+nn/n). Siendo n1=% de semillas germinadas el primer día,

n2=% de semillas germinadas el segundo día, nn=% de semillas germinadas el último día
del experimento y n=nº de días 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 será 100% si todas las semillas germinan el primer día y será 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 utilizó el test no paramétrico de Mann-Whitney

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

III.7.1.- Modulación de la actividad Ca2+-ATPasa por flavonoides contenidos en el
exudado de Cistus ladanifer.

III.7.1.1.- Preparación de vesículas de retículo sarcoplásmico.

La preparación de vesículas de retículo sacoplásmico (RS) a partir de músculo

esquelético de conejo se llevó a cabo según el procedimiento descrito por MacLennan
(1970) con las modificaciones introducidas en Cuenda y col. (1990) respecto a la

composición de tampones, incluyendo PMSF para prevenir la proteolisis durante la

preparación y β-MeOH para proteger la oxidación de los grupos tiólicos de las cisteínas.

En primer lugar se sacrifica un conejo albino (New Zealand). La muerte se produce por
dislocación cervical y desangramiento rápido, evitando así acumulación de sangre en el

músculo. Después se elimina la piel y se toma el músculo esquelético de las patas
posteriores, colocándolo rápidamente en hielo. Todo el proceso de preparación

subsiguiente se realiza entre 0 y 4ºC, para evitar proteolisis durante la preparación.

Se pesa el músculo obtenido. Se añade tampón, de composición KCl 0,12M,
PMSF 0,1mM, β-MeOH 2mM, Imidazol/HCl 5mM, pH 7,45 a 4ºC, en relación 3 ml de

tampón por gramo de músculo. Al mismo tiempo que se adiciona el tampón se tritura el

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

El homogeneizado se centrifuga a 1600 x g durante 15 minutos a 4ºC. Se toma el
sobrenadante que se filtra a través de gasas estériles humedecidas con agua destilada,

ajustando el pH a 7,45 con adición de KOH. Se centrifuga de nuevo a 10000 x g durante
20 minutos a 4ºC. 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 eliminación de

grasas, células y restos de tejidos no homogeneizados en el proceso de trituración. Se

somete el sobrenadante a una centrifugación a 44000 x g a 4ºC durante 50 minutos y se
desecha el sobrenadante obtenido, eliminando así metabolitos y proteínas solubles.

Pueden aparecer en el fondo del tubo contaminantes mitocondriales de color marrón que
se pueden desechar en la resuspensión del precipitado en un tampón de alta fuerza

iónica que contiene KCl 1M, PMSF 0,1mM, β-MeOH 2mM, Tes/Tris 0,01M, pH 7,45 a

4ºC. Se homogeneiza con un homogeneizador mecánico y se ajusta el pH a 7,45,

dejando incubar durante 2 horas a 4ºC. Se usa la mayor cantidad de volumen posible. La
dilución conduce a eliminación de fosforilasa de glucógeno adsorbida a la membrana de

RS (Cuenda y col., 1994). Además la alta fuerza iónica elimina proteínas, como la

actomiosina, también adsorbidas a la membrana. Por último, se centrifuga a 78000 x g
durante 30 minutos a 4ºC. Tomándose el precipitado que contiene las membranas de RS

purificadas. A continuación se resuspende y se homogeneiza en un tampón que contiene
sacarosa 0,25M, KCl 0,1M, Tes/Tris 0,05M, pH 7,45 a 4ºC. Se reparte en alícuotas y se

congela a –80ºC. La concentración de proteínas osciló entre 30 y 50mg/ml. Las

membranas de RS son funcionalmente activas durante varios meses.

III.7.1.2.- Medida de Actividad Ca2+-ATPasa.

La actividad ATPasa puede determinarse acoplando la hidrólisis 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

reacción es estequiométrica, por cada mol de ATP que es hidrolizado por la actividad
ATPasa, un mol de NADH es oxidado, lo que conlleva una disminución en la
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absorbancia a 340nm, que es el máximo de absorción del NADH. La secuencia de

reacciones se representa en el esquema siguiente:

              ATPasa                            PK
ATP                              ADP                                 ATP

                                                                                       LDH
                                                 PEP      Piruvato                                  Lactato

                                                                             NADH       NAD+

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

                                           µmol de sustrato
                               U.I. =
                                          min · mg proteína

Se utilizó un valor de coeficiente de extinción molar para el NADH (ε) =

6220M-1 cm-1 a pH 7,4.

Para la medida de actividad Ca2+-ATPasa de vesículas de RS, se utiliza el

siguiente medio de ensayo estándar: Tes/Tris 0,1M, pH 7 a 25ºC, KCl 0,1M, MgCl2
3mM, CaCl2 0,1mM, 50µg de PK (10 UI) 50µg de LDH (28 UI), NADH 0,25mM y

PEP 0,42mM.

La absorción de esa mezcla de reacción con RS a 340nm fue aproximadamente
1,5. Se registra la variación de absorción en función del tiempo, que sin ATP debe ser

inapreciable. Se añade el ATP a una concentración final de 2,5mM y se observa una

caída rápida de señal debido a la existencia de ADP contaminante en la solución de
ATP. Por ser una caída rápida se comprueba que el sistema de enzimas acopladas

funciona perfectamente. La concentración de proteína usada fue de 3µg/ml, y la

temperatura de medida 25ºC.

Cuando se mide la actividad ATPasa en vesículas de RS, el Ca2+ que se acumula
dentro de las vesículas inhibe la actividad. El grado de sellamiento de las vesículas se



71

puede conocer haciendo uso de calcimicina (ionóforo selectivo a Ca2+). La actividad

ATPasa, en presencia de ionóforo, de vesículas de RS es de 3 a 6 veces superior a la

actividad sin ionóforo o vesículas de RS selladas. La cantidad de calcimicina empleada
fue del 4% (p/p) con respecto a la cantidad de proteína.

El grado de purificación en Ca2+-ATPasa de las preparaciones se obtiene
midiendo la actividad ATPasa independiente de Ca2+ en presencia de EGTA 5mM que

actúa como quelante de Ca2+.

III.7.1.3.- Preparación de disoluciones de concentraciones de Ca2+ libre fija con
tampones de Ca2+/EGTA.

La concentración de Ca2+ contaminante en los tampones usados en nuestros

estudios es de 10µM aproximadamente. La K0,5 de activación por Ca2+ de la Ca2+-

ATPasa de RS es submicromolar en las condiciones estandar de medida de actividad.
Cuando se quiere medir actividad en función de la concentración de Ca2+ y con valores

de ésta menores a 10µM, hay que hacer uso de EGTA como quelante de Ca2+.

El equilibrio de formación del complejo Ca2+-EGTA a un pH determinado

presenta una constante aparente de disociación, Kd:

Ca2+ - EGTA                          Ca2+ + EGTA

cuyo valor es:

           [Ca2+ ]1 · [EGTA]1
Kd =                                                   (1)
          [Ca2+  - EGTA]

Las concentraciones de EGTA y Ca2+ libres se pueden expresar en función de las
concentraciones totales:

[EGTA]1 = [EGTA]t - [Ca2+ - EGTA]          (2)

[Ca2+ ]1 = [Ca2+ ]t - [Ca2+ - EGTA]                (3)
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La expresión de la constante, Kd, se puede así escribir de la siguiente manera:

         ([Ca2+ ]t - [Ca2+ - EGTA]) · [EGTA]t - [Ca2+ - EGTA])
Kd =                                                                                                 (4)
                                     [Ca2+ - EGTA]

Operando y reordenando se obtiene la siguiente ecuación de 2º grado:

[Ca2+ - EGTA]2 – ([Ca2+ ]t – [EGTA]t + Kd) · [Ca2+ - EGTA] + [Ca2+ ]t · [EGTA]t  = 0  (5)

La resolución de esta ecuación da dos posibles soluciones para la concentración
del complejo Ca2+-EGTA, siendo sólo una de ellas la correcta. Así pues, a partir de las

concentraciones de EGTA y Ca2+ totales y de la Kd se puede saber la concentración del

complejo Ca2+-EGTA, a partir de la cual se puede saber la concentración de Ca2+ libre
según la ecuación 3.

La Kd para el complejo Ca2+-EGTA empleada en este trabajo a pH 7 tiene un
valor de 3,94 x 10-7M (Fabiato y Fabiato, 1979).

III.7.1.4.- Medida de nivel de Ca2+ acumulado por RS con Arsenazo III.

Los estudios sobre niveles estacionarios de Ca2+ en RS fueron realizados

utilizando el indicador de iones metálicos arsenazo III. Este compuesto presenta una alta
afinidad por Ca2+ y puede formar complejos con él, estableciéndose un equilibrio:

Ars III + Ca2+                               Ars III-Ca2+

Como se muestra en su espectro de absorción en presencia y ausencia de iones

Ca2+ en la Figura 5, la mayor diferencia de absorción entre las dos especies (Ars III libre
y Ars III-Ca2+) tiene lugar aproximadamente a 660nm.
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Esto hace que arsenazo III sea adecuado para su utilización en presencia de

muchas sustancias cromofóricas, y que se minimicen los problemas de dispersión de

luz.

Dicho problema de dispersión de luz se ve agravado por el hecho de que sea una

estructura subcelular (vesículas de RS) la encargada de secuestrar Ca2+. 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 próximas simultáneamente, fijado una longitud de onda de referencia a
la cual la absorción entre ArsIII y ArsIII-Ca2+ sea mínima.

El incremento de absorbancia, que en el presente trabajo corresponde a la
diferencia de absorción entre 660 y 700nm, es función de la concentración de Ca2+ libre.

Realizando una titulación de arsenazo III con EGTA, que presenta mayor afinidad hacia

Ca2+ que arsenazo y, por tanto, desplaza el equilibrio hacia arsenazo III libre, puede
hallarse la equivalencia entre variación de absorbancia registrada por el

espectrofotómetro y disminución de Ca2+ libre en el medio (Ca2+ unido a arsenazo) que

resultó ser: 11±1,6 nmoles de Ca2+/10mDO (Figura 6). Utilizando esta relación se
pueden calcular los nmoles de Ca2+ capturados por el RS cuando se dispara el proceso

de transporte activo de Ca2+ por adición de ATP (2,5mM).
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Figura 5: Espectro de absorción de arsenazoIII y
arsenazoIII-Ca, línea discontinua y continua
respectivamente.
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Figura 6: Titulación con EGTA de arsenazoIII-Ca.
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Estas medidas de niveles de Ca2+ fueron realizadas en un espectrofotómetro

Kontron (Uvikon 810) termostatizado a 25ºC, con cubetas de cuarzo de 1cm de paso de

luz.

El protocolo experimental seguido ha sido: se preparan cubetas de 1ml de

volumen total con KCl 0,1M, Tes 0,1 M, CaCl2 0,1 mM, MgCl2 5mM, Ars III 30µM y

aproximadamente 500µg RS/ml, y se dejan incubar durante 10 minutos a 25ºC,

registrando en estas condiciones la línea base de absorbancia. A continuación se dispara

la reacción añadiendo ATP en una concentración lineal de 2,5mM. El descenso de
absorbancia registrado por el aparato tras la adición de ATP es consecuencia de la

acumulación de Ca2+ en las vesículas de RS, pero también es debido parcialmente a
quelación de Ca2+ por fosfato inorgánico y ADP, especies resultante de la hidrólisis de

ATP, y contaminantes habituales en las preparaciones comerciales de ATP. Por esta

razón se añadió a las cubetas de reacción, una vez estabilizado el proceso de captura de
Ca2+ por el RS, el ionóforo de Ca2+ A23187 (1µg/ml), observándose una reversión parcial

del fenómeno de captura de Ca2+, y tomándose este dato de variación de absorbancia

para determinar los nmoles de Ca2+ capturados por las vesículas de RS.

Antes de disparar la reacción con ATP se ha añadido al medio 60µM de cada

uno de los flavonoides estudiados, observándose su efecto en el nivel de Ca2+ capturado.

III.7.1.5.- Medidas de fluorescencia.

-. Fluorescencia intrínseca:

Los aminoácidos aromáticos (triptófano y tirosina) tienen una fluorescencia que
se denomina intrínseca (Lakowicz, 1983). Las medidas de fluorescencia se llevaron a

cabo con el espectrofluorímetro Hitachi/Perkin-Elmer, modelo 650-40. Se operó en
“ratio mode” y con agitación magnética de las muestras pretermostatizadas a 25ºC.
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Para las titulaciones con flavonoides las longitudes de onda de excitación y de

emisión fueron 280 y 335nm respectivamente. La señal Raman del tampón fue menor

del 2% de la señal de fluorescencia medida con las membranas del retículo
sarcoplásmico en ausencia de flavonoide.

Los flavonoides estudiados presentan absorción, tanto a 280 como a 335nm, por
lo que la “extinción aparente” de fluorescencia debe ser corregida por el efecto de

atenuación de la intensidad de luz (excitación y emisión) a su paso a través de la

disolución. Para calcular la atenuación debida a la absorción del flavonoide se ha
seguido el método indicado en Lackowicz (1983), que se detalla a continuación de

manera sucinta. La intensidad de fluorescencia “corregida por la atenuación por
absorción” (Fcorr) se ha calculado mediante la siguiente ecuación:

Fcorr = Fexp · 10(Aex+Aem)/2

donde:

Fexp, es la intensidad de fluorescencia medida experimentalmente.

Aex, es la absorción del flavonoide a 280nm (longitud de onda de excitación).

Aem, es la absorción del flavonoide a 335nm (longitud de onda de emisión).

Los coeficientes de excitación de los flavonoides utilizados fueron determinados

experimentalmente a partir de soluciones preparadas por dilución en DMSO de una
disolución preparada por pesada, en el mismo tampón utilizado para las medidas de la

fluorescencia intrínseca (0,1M TES / 0,1M KCl / 3mM Mg2+, pH 7). Los valores de los

coeficientes de excitación obtenidos fueron los siguientes:

Coef. Extinción Molar (M-1·cm-1) 280nm 335nm

Apigenina 6000 7300

3-O -Metilkampferol 10647 10800

4´-O -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 más elevadas utilizadas

en las titulaciones de la fluorescencia intrínseca de las membranas de RS (50µg/ml) la

“absorción total” (Aex+Aem) del flavonoide fue inferior a 0,3DO. El error en las

correcciones del efecto de atenuación de fluorescencia por absorción 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 agitación para garantizar una mezcla homogénea, se

evaporó el cloroformo en corriente de N2. Se formaron los liposomas por resuspensión a

temperatura ambiente con agitación vigorosa (vórtex) en el tampón indicado para las
medidas de fluorescencia intrínseca.

Con carácter 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 sonicación.

III.7.1.6.- Análisis de los resultados.

Los resultados obtenidos en este apartado de modulación por flavonoides de

actividad Ca2+-ATPasa se analizaron mediante ajuste por regresión no lineal y utilizando
el programa informático ORIGIN 5.0.
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III.7.2.- Bioensayo con Galleria mellonela.

Con el fin de determinar si el exudado de las hojas puede repeler, envenenar o
matar insectos, se planteó realizar un bioensayo para observar la actividad biológica del

exudado de Cistus ladanifer utilizando como insecto de referencia a Galleria mellonela

L. El objetivo de este ensayo fue evaluar el efecto por ingestión del exudado y de la

fracción 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 parásita 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

sí, finos hilos de seda cuya coloración varía según su alimentación. Las larvas pasan por
cuatro estadíos, 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

insectívoros.

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 multiplicación en laboratorio y a su sensibilidad a los

insecticidas, nos resultará la especie más adecuada para poner de manifiesto si los

flavonoides presentan o no actividad biológica.

- Cría de Insectos: Se emplearon larvas de Galleria mellonela en tercer estadío

procedentes de la multiplicación en insectarios de plástico transparentes y alimentadas
con una dieta compuesta por 300g de harina de maíz, 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 cría fueron 25ºC y fotoperíodo de 16:8 horas
luz:oscuridad.

- Diseño experimental: Los tratamientos utilizados fueron:
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1.- Dieta Testigo: Para este fin, se utilizó la dieta de cría 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

específico autorizado para su uso contra plagas de vegetales, constituido por un
Piretroide de síntesis con un amplio y potente poder insecticida (Worthing y Walker,

1987; Barberá, 1989; Cluzeau y col., 2000; De Liñán, 2000).

3.- Dieta Exudado: A la dieta testigo se adicionó exudado de Cistus ladanifer en
una proporción de 2mg/g de dieta testigo.

4.- Dieta Flavonoides: A la dieta testigo se adicionó una mezcla de flavonoides
en una proporción de 2mg/g de dieta testigo. Esta mezcla de flavonoides presentaba una

proporción de cada uno de ellos igual a la encontrada en las hojas durante la estación

estival.

La unidad experimental consistió en una Caja de Petri de 9cm de diámetro con

10g de dieta, renovable cada siete días. En cada caja se colocaron 15 orugas del tercer

estadio. Se consideraron 4 repeticiones por tratamiento, por lo que se contó con 60
larvas para cada tipo de dieta. Las unidades experimentales se colocaron completamente

al azar dentro de una cámara mantenida en las condiciones ambientales indicadas
anteriormente para la cría. Durante el período de ensayo, que fue de dos semanas, se

realizaron observaciones diariamente para registrar el número de larvas muertas y

retirarlas de la caja.

-. Análisis de los resultados:

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

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



RESULTADOS
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IV.1.- IDENTIFICACIÓN Y SEPARACIÓN DE LOS COMPUESTOS
QUE CONSTITUYEN EL EXUDADO DE C. ladanifer.

IV.1.1- Separación por HPLC.

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

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

Mediante la separación con Sephadex se separó el extracto en diferentes
soluciones que se analizaron posteriormente por HPLC.

De esta manera, se obtuvieron tres fracciones diferentes:

Fracción 1: Constituida por los 10ml primeros eludidos por Sephadex. Es de

color marrón oscuro pero sus componentes no absorben en el visible-ultravioleta. Por

esta razón no se detectan por HPLC. El cromatograma obtenido se muestra en la Figura
8.

Fracción 2: Compuesta por el extracto recogido posteriormente a la fracción
anterior, sus componentes poseen espectros de absorción cuya longitud de onda máxima

es inferior a 280nm. Por los ensayos previos realizados, en esta fracción se encuentran

los compuestos que tienen mayor actividad alelopática. El cromatograma obtenido se
muestra en la Figura 9.

Fracción 3: Compuesta por una solución de color amarillo, sus componentes son
flavonoides mezclados con otros compuestos de longitud de onda menor de 280nm.

Esta fracción se volvió a pasar por la columna de Sephadex y mediante HPLC se

analizó el contenido de los tubos con lo que se pudo separar en otras dos fracciones;
fracción 3-A constituida solo por compuestos de longitud de onda menor de 280nm. y

fracción 3-B, en la cual se detectaron únicamente los flavonoides. Los cromatogramas
obtenidos se muestran en las Figuras 10 y 11.
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Figura 7: Cromatograma obtenido por HPLC de la muestra completa, a 260nm (línea roja) y a 350nm
(línea negra). 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.

0.00

0.00

0.50

Minutos

30.00

1

2

3 4 5 6



84

Figura 8: Cromatograma obtenido por HPLC de la fracción 1 a 260nm (línea roja) y a 350nm (línea
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 fracción 2 a 260nm (línea roja) y a 350nm (línea negra). Los
picos corresponden  a un grupo de compuestos con espectro de λmáx. comprendidas entre 230-290 nm.
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Figura 10: Cromatograma obtenido por HPLC de la fracción 3A, a 260nm (línea roja) y a 350nm (línea negra).
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Figura 11: Cromatograma obtenido por HPLC de la fracción 3, a 260nm (línea negra) y a 350nm (línea 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.
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IV.1.2- Separación e identificación por Cromatografía de Gases-Espectroscopía de
Masas.

El resultado de analizar parte de la Fracción 2 y una muestra completa de la

misma por cromatografía de gases fueron los cromatogramas que se observan en las
Figuras 12, 13 y 14.

Por espectroscopía de masas se identificaron algunos de los compuestos presentes

en esta fracción.

La confirmación de los pesos moleculares viene dada por la presencia en los

espectros del ión M+-15, característicos de los trimetilsilil derivados por pérdida de un
grupo metilo desde el ión M+, independiente de la presencia o no del ión molecular, que

a veces puede no estar presente.

En el cromatograma correspondiente a la Fracción 2 completa, únicamente se
pudo caracterizar uno de los picos, que corresponde al ácido hidroxicinámico. En los

otros dos cromatogramas, aparecen dos picos mayoritarios, uno de ellos coincide con el

anterior y otro es el ácido 4-hidroxibenzoico.

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

caracterizaron los siguientes compuestos:

Pico 1: Ácido Oxálico.

Pico 2: Ácido Metilmalónico.

Pico 3: Este pico no se pudo identificar claramente aunque podría ser Ácido
Butírico y/o Metilpropionato, con lo que se decidió ensayar con los dos.

Pico 4: Ácido 3-Hidroxibutírico.

Pico 5: Ácido Hidroxicinámico.

Pico 6: Ácido p-Anísico.

Pico 7: Ácido Cinámico.

Pico 8: Azuleno.

Pico 9: Ácido 4-Hidroxibenzoico.

Pico 10: Ácido Ferúlico.
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IV.2.- EFECTO ALELOPÁTICO 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 alelopática sobre la germinación y/o

la emergencia de cotiledones de semillas de R. crispus, a tres niveles; inhibiendo la
germinación; y/o afectando al desarrollo de las plántulas; y/o produciéndoles retraso en

su velocidad de crecimiento.

IV.2.1.1.- Efecto de los flavonoides en la germinación, nacimiento de cotiledones y
desarrollo de plántulas de R. Crispus.

Las Tablas 3, 4, 5 y 6 muestran el efecto de 3 flavonas: apigenina (Ap), 4´-O-
metilapigenina (Ap-4´), 7-O -metilapigenina (Ap-7), dos flavonoles: 3-O-

metilkampferol (K-3), 3,7-O-metilkampferol (K-3,7), y la acción conjunta de estos

últimos flavonoides sobre la germinación, nacimiento de cotiledones y sobre el
crecimiento de la raíz y cotiledones de R. crispus, a concentraciones comprendidas entre

1mM y 0,05mM.

El porcentaje de germinación y nacimiento de cotiledones no se muestran

afectados significativamente por ninguno de estos compuestos, sin embargo la longitud

de las raíces eran inhibidos significativamente (p<0,05) por las concentraciones de 1 y
0,5mM de Ap-4´ y K-3,7.

Se observa en la acción del K-3,7 un incremento en el porcentaje de inhibición
con la concentración de 1mM comparada con la concentración 0,5mM, implicando en



93

este caso que la inhibición es dependiente de la concentración. Esta dependencia con la

concentración 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 tamaño de los cotiledones ningún flavonoide de los ensayados

por separado ejercen efecto sobre ellos, pero sí, aparecen cotiledones más pequeños
cuando actúan conjuntamente el K-3,7 y el K-3. La interacción entre estos dos

flavonoles repercute de forma diferente en el tamaño de la raíz y en los cotiledones.

Sobre el tamaño de la raíz, la acción conjunta de los dos, es menor que cuando actúa el
K-3,7 por sí solo, sin embargo la acción sobre los cotiledones resulta más eficaz cuando

actúan conjuntamente (p<0,05) que cuando se ensayan por separado.
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1mM 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

concentración

Germinación (%)

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 germinación
de R. crispus , expresada como porcentaje respecto del control. 
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1mM 0,5mM 0,1mM 0,05mM

Ap 96,1 102,0 108,6 99,2

Ap-4´ 88,8 95,2 112,5 103,7

Ap-7 92,2 89,9 100,3 108,4

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´: 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

concentración

Cotiledones (%)

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.



96

1mM 0,5mM 0,1mM 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

concentración

Longitud de raíz (%)

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
tamaño de la raíz de R. crispus , expresado como porcentaje respecto del
control. 
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1mM 0,5mM 0,1mM 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 96,8 113,4 103,9

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

 Longitud de cotiledones (%)

concentración

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 tamaño de
cotiledones de R. crispus , expresado como porcentaje respecto del
control. 
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IV.2.1.2- Efecto de los flavonoides en la velocidad de germinación y nacimiento de
cotiledones de plántulas de R. Crispus.

Las Tablas 7 y 8 muestran el índice de vigor de la germinación y cotiledones

relativa para cada uno de los flavonoides ensayados. Las concentraciones ensayadas
están comprendidas entre 1 y 0,05mM. Este índice cuantifica el posible efecto que se

ejerce en el retraso de la germinación y nacimiento de cotiledones, siendo una medida

útil para conocer el grado de efecto en el desarrollo de las plántulas y la posibilidad
competitiva que puedan tener. Los flavonoides por sí solos no afectan a la velocidad de

nacimiento de cotiledones ni a la velocidad de germinación, pero sí 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 germinación 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 más tiempo para que este proceso ocurra.
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1mM 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

IVG (%)

concentración

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 Índice de Vigor
en la germinación de R. crispus , expresado como porcentaje respecto del
control. 
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1mM 0,5mM 0,1mM 0,05mM

Ap 98,3 103 100,2 103,3

Ap-4´ 90,6 95,7 107,8 105,5

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´: 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

concentración

IVC (%)

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 Índice de Vigor
en la emergencia de cotiledones de R. crispus , expresado como
porcentaje respecto del control. 
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IV.2.2.- Efecto de los compuestos identificados en la Fracción 2 sobre R. crispus.
Ensayos utilizando sustrato papel.

Al igual que los flavonoides, la actividad alelopática del resto de compuestos

identificados pueden afectar a las semillas de R. crispus, a tres niveles; inhibiendo la
germinación, y/o afectando al desarrollo de las plántulas, y/o produciéndoles retraso en

su velocidad de crecimiento.

IV.2.2.1.- Efecto de los compuestos identificados en la Fracción 2 sobre la
germinación, nacimiento de cotiledones y desarrollo de las plántulas de R. crispus.

Las Tablas 9, 10, 11 y 12 muestran el efecto de los compuestos identificados en

el exudado de C. ladanifer: ácido oxálico (1), ácido metilmalónico (2), ácido butírico
(3), ácido metilpropionato (4), ácido 3-hidroxibutírico (5), ácido hidroxicinámico (6),

ácido p-anísico (7), ácido cinámico (8), azuleno (9), ácido 4-hidroxibenzoico (10) y

ácido ferúlico (11), en la germinación, nacimiento de cotiledones e inhibición del
tamaño de la raíz y cotiledones de R. crispus, con las concentraciones comprendidas

entre 1 y 0,0001mM. Para cada uno de estos compuestos, la concentración más baja
ensayada era aquella, en la que no existía efecto significativo (p>0,05) en los

parámetros considerados.

Observando los resultados, se pueden distinguir diferentes comportamientos:

El ácido butírico (3) y el ácido metilpropionato (4) son los únicos que presentan

una inhibición total del porcentaje de germinación y cotiledones hasta una
concentración de 0,05mM. A partir de esta concentración la germinación no se inhibe

totalmente, pero sigue teniendo efecto significativo respecto al control hasta una

concentración de 0,001mM, a partir de la cual no se encuentran diferencias
significativas.
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Ácido butírico (3), ácido metilpropionato (4) y ácido cinámico (8) afectan al

porcentaje de germinación y cotiledones, y a la longitud de raíces y cotiledones.

Ácido hidroxicinámico (6), ácido p-anísico (7) y ácido 4-hidroxibenzoico (10)
actúan sobre al tamaño de las plántulas afectando al tamaño de raíz y cotiledones.

El ácido metilmalónico (2) afecta solo a cotiledones; al porcentaje y su longitud.

El azuleno (9) afecta a la longitud de la raíz, que además de ser más pequeñas

muestran oscurecimiento en las puntas. Esto puede deberse a un incremento de la

reducción del ácido ascórbico en los vasos del xilema, Rice (1984), o por simple
oxidación de compuestos fenólicos (Inderjit y Dakshini, 1991).

Y el ácido oxálico (1), ácido 3-hidroxibutírico (5) y ácido ferúlico (11) afectan
únicamente a la longitud de cotiledones.

Con estos resultados se pueden distinguir con respecto a la actividad alelopática,

tres grupos; compuestos con baja actividad: ácido oxálico (1), ácido metilmalónico (2),
ácido 3-hidroxibutírico (5), ácido p-anísico (7), azuleno (9), ácido 4-hidroxibenzoico

(10) y ácido ferúlico (11), compuestos con actividad intermedia: ácido hidroxicinámico

(6) y ácido cinámico (8), y compuestos con alta actividad: ácido butírico (3) y ácido
metilpropionato (4).

Con respecto a la germinación y nacimiento de cotiledones (Tabla 9 y 10) los
compuestos: ácido oxálico (1), ácido metilmalónico (2), ácido 3-hidroxibutírico (5),

ácido p-anísico (7), azuleno (9), ácido 4-hidroxibenzoico (10) y ácido ferúlico (11) no

demuestran ningún efecto significativo (p>0,05) a las concentraciones ensayadas. Por el
contrario, se observa que todos afectan negativamente en el desarrollo de las plántulas,

pues inhiben el tamaño de las raíces y el de los cotiledones (Tabla 11 y 12).

Los compuestos: ácido p-anísico (7), azuleno (9) y ácido 4-hidroxibenzoico (10)

inhiben el tamaño de la raíz a la concentración de 1mM y desde 0,5mM el azuleno (9).

El número de compuestos que actúan negativamente sobre el tamaño de los cotiledones
es aún mayor, pues todos a excepción del azuleno (9) lo inhiben, aunque a
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concentraciones diferentes, siendo más efectivos el ácido oxálico (1), y el ácido ferúlico

(11) que inhiben desde 0,5mM.

Los compuestos ácido hidroxicinámico (6) y ácido cinámico (8), son más
activos que los anteriores. El ácido cinámico (8 ) inhibe la germinación a la

concentración de 1mM, el nacimiento de cotiledones se ve afectado negativamente por
ambos compuestos, hasta la concentración de 0,5mM con el ácido cinámico (8) y

únicamente a la concentración de 1mM con el ácido hidroxicinámico (6) (Tabla 9 y 10).

En ambos aleloquímicos se observa un incremento en el porcentaje de inhibición en el
nacimiento de cotiledones con la concentración, pero únicamente el ácido cinámico (8)

tiene una relación dependiente de la concentración (r2=0,99).

Con respecto al tamaño de la raíz (Tabla 11 y 12), el ácido hidroxicinámico (6) y

ácido cinámico (8) inhiben fuertemente a 1mM, diminuyendo este efecto negativo con

la concentración (r2=0,98 y r2=0,9 para el 6 y 8 respectivamente). El tamaño de los
cotiledones sólo es inhibido por el ácido hidroxicinámico (6) ya la máxima

concentración y hasta 0,5mM por el ácido cinámico (8), existiendo igualmente una

relación dependiente de la concentración.

Por último los compuestos más activos son el ácido butírico (3) y el ácido

metilpropionato (4). Ambos inhiben la germinación por completo hasta 0,05mM y
presentan un fuerte efecto a 0,01mM. En el nacimiento de cotiledones aún son más

efectivos, inhibiendo hasta la concentración de 0,01mM el ácido butírico (3) y hasta

0,001mM el ácido metilpropionato (4).

El tamaño de la raíz es inhibido por y el ácido metilpropionato (4) a

concentraciones superiores de 0,01mM y de 0,0001mM por el el ácido butírico (3).
Igualmente se ve afectado el tamaño de los cotiledones por encima de 0,001mM con el

ácido butírico (3) y de 0,05mM con el ácido metilpropionato (4).
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1mM 0,5mM 0,1mM 0,05mM 0,01mM 0,001mM 0,0001mM

Ácido Oxálico  (1) 109,8 86,1  -  -  -  -  -

Ácido Metilmalónico (2) 102,0 88,9  -  -  -  -  -

Ácido Butírico (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

Ácido 3-Hidroxibutírico (5) 108,8 95,3  -  -  -  -  -

Ácido Hidroxicinámico (6) 95,0 88,7 92,5  -  -  -  -

Ácido p-Anísico (7) 107,3 106,5  -  -  -  -  -

Ácido Cinámico (8) 77,4* 95,2 96,5 94,1  -  -  -

Azuleno (9) 103,2 106,6 103,2  -  -  -  -

Ácido 4-Hidroxibenzoico (10) 112,0 97,9 89,8  -  -  -  -

Ácido Ferúlico (11) 115,0 96,7  -  -  -  -  -
*significativamente diferente al control p<0,05 (Mann-Whitney U-test)

Germinación (%)
concentración

Tabla 9: Efecto de los aleloquímicos identificados en el exudado de C. ladanifer a diferentes concentraciones
(1mM a 0,0001mM) en la germinación de R. crispus , expresado como porcentaje relativo al control.
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1mM 0,5mM 0,1mM 0,05mM 0,01mM 0,001mM 0,0001mM

Ácido Oxálico (1) 101,92 86,28  -  -  -  -  -

Ácido Metilmalónico (2) 108,87 101,45  -  -  -  -  -

Ácido Butírico (3) 0 0 0 0 0 90,8 97,98

Metilpropionato (4) 0 0 0 0 71,7* 84,86* 108,59

Ácido 3-Hidroxibutírico (5) 104,17 96,14  -  -  -  -  -

Ácido Hidroxicinámico (6) 52,29* 88,98 93,25  -  -  -  -

Ácido p-Anísico (7) 107,69 108,52  -  -  -  -  -

Ácido Cinámico (8) 60,58* 75,82* 89,9 94,29  -  -  -

Azuleno (9) 105,3 109,6 104  -  -  -  -

Ácido 4-Hidroxibenzoico (10) 105 100,27 83,59  -  -  -  -

Ácido Ferúlico (11) 111,46 98,69  -  -  -  -  -
*significativamente diferente al control p<0,05 (Mann-Whitney U-test)

Cotiledones (%)
concentración

Tabla 10: Efecto de los aleloquímicos 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.



106

1mM 0,5mM 0,1mM 0,05mM 0,01mM 0,001mM 0,0001mM

Ácido Oxálico (1) 84,2 87,7  -  -  -  -  -

Ácido Metilmalónico (2) 80,3 85,4  -  -  -  -  -

Ácido Butírico (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

Ácido 3-Hidroxibutírico (5) 87,3 103,6  -  -  -  -  -

Ácido Hidroxicinámico (6) 44,9* 70,2* 82,4  -  -  -  -

Ácido p-Anísico (7) 75,7* 90,8  -  -  -  -  -

Ácido Cinámico (8) 9,2* 30,3* 60,3* 84,9*  -  -  -

Azuleno (9) 32,3* 77,0* 82,5  -  -  -  -

Ácido 4-Hidroxibenzoico (10) 76,7* 85,6 81,2  -  -  -  -

Ácido Ferúlico (11) 85,1 89,0  -  -  -  -  -
*significativamente diferente al control p<0,05 (Mann-Whitney U-test)

Longitud de raíz (%)
concentración

Tabla 11: Efecto de los aleloquímicos identificados en el exudado de C. ladanifer a diferentes concentraciones
(1mM a 0,0001mM)  sobre la longitud de la raíz de R. crispus,  expresado como porcentaje relativo al control.
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1mM 0,5mM 0,1mM 0,05mM 0,01mM 0,001mM 0,0001mM

Ácido Oxálico (1) 72,83* 84,75*  -  -  -  -  -

Ácido Metilmalónico (2) 74,14* 92,22  -  -  -  -  -

Ácido Butírico (3) 0 0 0 0 0 92,78 110,24

Metilpropionato (4) 0 0 0 0 92,89 95,4 104,67

Ácido 3-Hidroxibutírico (5) 72,44* 90,26  -  -  -  -  -

Ácido Hidroxicinámico (6) 51,12* 94,86 89,13  -  -  -  -

Ácido p-Anísico (7) 72,86* 90,61  -  -  -  -  -

Ácido Cinámico (8) 48,99* 82,38* 101,13 91,15  -  -  -

Azuleno (9) 98,2 106,9 97,2  -  -  -  -

Ácido 4-Hidroxibenzoico (10) 63,14* 95,85 86,72  -  -  -  -

Ácido Ferúlico (11) 74,39* 84,94*  -  -  -  -  -
*significativamente diferente al control p<0,05 (Mann-Whitney U-test)

Longitud de cotiledones (%)
concentración

Table 12: Efecto de los aleloquímicos identificados en el exudado de C. ladanifer a diferentes concentraciones
(1mM a 0,0001mM)  sobre la longitud de cotiledones de R. crispus , expresado como porcentaje relativo al control.
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IV.2.2.2.- Efecto de los compuestos identificados en la Fracción 2 sobre la
velocidad de germinación y nacimiento de cotiledones de plántulas de R. crispus.

Las Tablas 13 y 14 muestran el índice de vigor de la geminación y cotiledones

relativo para cada uno de los aleloquímicos ensayados. Las concentraciones están
comprendidas entre 1 y 0,0001mM. Este índice cuantifica el posible efecto que se ejerce

en el retraso de la germinación y nacimiento de cotiledones, siendo una medida útil para

conocer el grado de efecto en el desarrollo de las plántulas y posibilidad competitiva
que puedan tener. Según este índice, los compuestos: ácido metilmalónico (2) ácido 3-

hidroxibutírico (5), azuleno (9) y ácido ferúlico (11), no presentan retraso en la
germinación ni en la emergencia de cotiledones.

El ácido oxálico (1), ácido hidroxicinámico (6), ácido p-anísico (7) y ácido 4-

hidroxibenzoico (10) no presentaban diferencia significativa en el porcentaje de
germinación, sin embargo, si presentan cierto retraso en la velocidad de germinación.

Este retraso en ácido oxálico (1) y ácido p-anísico (7) se observa a una concentración de

1mM, en ácido 4-hidroxibenzoico (10) hasta 0,5mM y en ácido hidroxicinámico (6)
hasta una concentración de 0,1mM.

El ácido butírico (3), ácido metilpropionato (4) afectan al porcentaje de
germinación hasta una concentración de 0,01mM y a partir de estas concentraciones

también se observa un retraso en la germinación hasta una concentración de 0,001mM.

Al igual que estos compuestos, el afecta al porcentaje de germinación a 1mM y presenta
retraso hasta una concentración de 0,01mM. Respecto a los cotiledones, se observa que

el ácido cinámico (8) afecta a la emergencia de los cotiledones hasta 0,1mM y a la
velocidad de emergencia de los cotiledones hasta una concentración de 0,01mM.

El ácido oxálico (1) y ácido 4-hidroxibenzoico (10), aunque no afectan al

nacimiento de cotiledones, presentan un retraso hasta concentraciones de 1 y 0,5mM
respectivamente, y en ácido butírico (3 ), ácido metilpropionato (4 ) ácido

hidroxicinámico (6), ácido cinámico (8) se observa que además de afectar al nacimiento
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de cotiledones, presentan retraso en el nacimiento de los cotiledones hasta una

concentración de 0,01mM en ácido butírico (3), ácido metilpropionato (4) y ácido

cinámico (8); y hasta 0,1mM en ácido hidroxicinámico (6).
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1mM 0,5mM 0,1mM 0,05mM 0,01mM 0,001mM 0,0001mM

Ácido Oxálico  (1) 98,4 71*  -  -  -  -  -

Ácido Metilmalónico (2) 113,4 109,4  -  -  -  -  -

Ácido Butírico (3) 0 0 0 0 4,7* 72,8* 97,6

Metilpropionato (4) 0 0 0 0 59* 74,6* 100

Ácido 3-Hidroxibutírico (5) 94,8 98,2  -  -  -  -  -

Ácido Hidroxicinámico (6) 52,2* 72,7* 81,7*  -  -  -  -

Ácido p-Anísico (7) 89,7* 107,5  -  -  -  -  -

Ácido Cinámico (8) 61,9* 63,7* 79,8* 61,6*  -  -  -

Azuleno (9) 102,9 117,6  -  -  -  -  -

Ácido 4-Hidroxibenzoico (10) 83,3* 89,9 79,7*  -  -  -  -

Ácido Ferúlico (11) 104,5 100,9  -  -  -  -  -
*significativamente diferente al control p<0,05 (Mann-Whitney U-test)

IVG respecto control
concentración

Tabla 13: Efecto de los aleloquímicos identificados en el exudado de C. ladanifer a diferentes concentraciones
(1mM a 0,0001mM) en el Índice de Vigor en la germinación de R. crispus , expresado como porcentaje relativo al
control.
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1mM 0,5mM 0,1mM 0,05mM 0,01mM 0,001mM 0,0001mM

Ácido Oxálico (1) 91,3 74,7*  -  -  -  -  -

Ácido Metilmalónico (2) 114,1 110,4  -  -  -  -  -

Ácido Butírico (3) 0 0 0 0 0 77,6* 128,3

Metilpropionato (4) 0 0 0 0 62* 75,9* 133,3

Ácido 3-Hidroxibutírico (5) 86,4 98,1  -  -  -  -  -

Ácido Hidroxicinámico (6) 33,5* 81,3* 88,2  -  -  -  -

Ácido p-Anísico (7) 81,6* 112,5  -  -  -  -  -

Ácido Cinámico (8) 27,2* 49,9* 76,5* 63*  -  -  -

Azuleno (9) 99 151*  -  -  -  -  -

Ácido 4-Hidroxibenzoico (10) 84,7* 101,7 89,3  -  -  -  -

Ácido Ferúlico (11) 101,6 106,8  -  -  -  -  -
*significativamente diferente al control p<0,05 (Mann-Whitney U-test)

IVC respecto control
concentración

Tabla 14: Efecto de los aleloquímicos identificados en el exudado de C. ladanifer a diferentes concentraciones
(1mM a 0,0001mM) en el Índice de Vigor en la emergencia de cotiledones de R. crispus , expresado como porcentaje
relativo al control.
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IV.2.2.3.- Efecto de la interacción de los compuestos identificados en la Fracción 2
sobre la germinación, nacimiento de cotiledones y desarrollo de las plántulas de R.
crispus.

La Tabla 15 muestra el efecto en la germinación de la acción conjunta de los
aleloquímicos identificados en C. ladanifer.

Como puede observarse, todas las combinaciones ensayadas de los diferentes

compuestos producen inhibiciones en la germinación y desarrollo de las plántulas más
efectivas que cuando el compuesto actúa por separado.

La Mezcla 1 muestra un comportamiento sinérgico a 1mM, en la inhibición de la
germinación, disminuyendo prácticamente el 60% la germinación. Este efecto

desaparece a 0,5mM. Cuando a esta mezcla se le añade el ácido hidroxicinámico, se

potencia el efecto inhibidor y más aún cuando actúa conjuntamente con el ácido
cinámico, potenciando la acción inhibitoria de los otros compuestos incluso a 0,5mM.

Aunque los compuestos de la Mezcla 5 no inhiben la germinación por sí solos, si

afectan negativamente en la germinación cuando actúan conjuntamente. El ácido
cinámico, al igual que en el caso anterior, potencia la acción de inhibición, reduciendo

el porcentaje de germinación hasta hacerlo prácticamente nulo.

El nacimiento de cotiledones (Tabla 16) es fuertemente afectado cuando estos

compuestos actúan conjuntamente. La interacción derivada de estos compuestos afectan

de forma más efectiva en la emergencia de los cotiledones que directamente sobre la
germinación. De la misma manera que ocurre en la germinación, cuando el ácido

cinámico se añade, se ve potenciada la acción de éstos, reduciéndose prácticamente a
cero el nacimiento de cotiledones. Cuando la concentración disminuye (0,5mM) el

efecto se atenúa, a excepción de la mezcla de todos los aleloquímicos.

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

reducción del tamaño a la concentración de 1mM es tan fuerte con todas las mezclas,
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que las plántulas son prácticamente inviables. Por el contrario, como puede observarse

en la Tabla 18, el tamaño de los cotiledones en aquellos tratamientos en los que han

nacido, son menos afectados negativamente. Incluso la Mezcla 1 a 1mM no afecta
significativamente a su tamaño. A diferencia de lo que ocurre en los otros índices, es el

ácido hidroxicinámico el que potencia la acción inhibitoria de los otros compuestos (a
1mM) cuando éste es añadido.

Tratamiento

1 mM 0,5 mM
Ácido 4-hidroxibenzoico, ácido p-anísico y azuleno (1) 40,3 97,3*

 + ácido hidroxicinámico (2) 20,8 74,3
 + ácido cinámico (3) 3,8 39,4

 + ácido hidroxicinámico + ácido cinámico (4) 4,5 34,4

Ácido felúrico, ácido 4-hidroxibenzoico, ácido oxálico, 
ácido metilmalónico, ácido p-anísico,
 y ácido 3-hidroxibutírico (5) 10,0 49,7

 + ácido hidroxicinámico (6) 7,9 38,3
 + ácido cinámico (7) 0,6 20,5

 + ácido hidroxicinámico + ácido cinámico (8) 0,0 18,5

Ácido cinámico y ácido hidroxicinámico (9) 15,4 72,2

Ácido ferúlico, ácido 4-hidroxibenzoico, ácido oxálico, 
ácido p-anísico, ácido cinámico, ácido hidroxicinámico,
ácido metilmalónico, ácido 3-hidroxibutírico 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 raíces 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 germinación.
(10) Mezcla de todos los compuestos. 

Concentración
Germinación (%)

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

1 mM 0,5 mM
Ácido 4-hidroxibenzoico, ácido p-anísico y azuleno (1) 36,7 76

 + ácido hidroxicinámico (2) 2,1 53,3
 + ácido cinámico (3) 1,4 24,4

 + ácido hidroxicinámico + ácido cinámico (4) 0,0 20,5

Ácido felúrico, ácido 4-hidroxibenzoico, ácido oxálico, 
ácido metilmalónico, ácido p-anísico,
 y ácido 3-hidroxibutírico (5) 5,2 39,8

 + ácido hidroxicinámico (6) 0,0 19,0
 + ácido cinámico (7) 0,0 6,0

 + ácido hidroxicinámico + ácido cinámico (8) 0,0 4,9

Ácido cinámico y ácido hidroxicinámico (9) 5,3 49,0

Ácido ferúlico, ácido 4-hidroxibenzoico, ácido oxálico, 
ácido p-anísico, ácido cinámico, ácido hidroxicinámico,
ácido metilmalónico, ácido 3-hidroxibutírico 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 raíces 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 germinación.
(10) Mezcla de todos los compuestos. 

Cotiledones (%)
Concentración

Tabla 16: Efecto  de la mezcla  de aleloquímicos  identificados en el exudado de C. 
ladanifer  a dos concentraciones (1  y  0,5mM) en el nacimiento de cotiledones de R. 
crispus  expresado como porcentaje relativo al control.
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Tratamiento

1 mM 0,5 mM
Ácido 4-hidroxibenzoico, ácido p-anísico y azuleno (1) 8,7 79

 + ácido hidroxicinámico (2) 3,9 18,0
 + ácido cinámico (3) 3,9 12,0

 + ácido hidroxicinámico + ácido cinámico (4) 3,9 3,9

Ácido felúrico, ácido 4-hidroxibenzoico, ácido oxálico, 
ácido metilmalónico, ácido p-anísico,
 y ácido 3-hidroxibutírico (5) 3,9 10,8

 + ácido hidroxicinámico (6) 6,8 6,4
 + ácido cinámico (7) 0,9 3,9

 + ácido hidroxicinámico + ácido cinámico (8) 0,0 4,9

Ácido cinámico y ácido hidroxicinámico (9) 4,6 37,5

Ácido ferúlico, ácido 4-hidroxibenzoico, ácido oxálico, 
ácido p-anísico, ácido cinámico, ácido hidroxicinámico,
ácido metilmalónico, ácido 3-hidroxibutírico y azuleno (10) 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 raíces 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 germinación.
(10) Mezcla de todos los compuestos. 

Concentración
Longitud de raíz (%)

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

1 mM 0,5 mM
Ácido 4-hidroxibenzoico, ácido p-anísico y azuleno (1) 90* 92*

 + ácido hidroxicinámico (2) 19,0 82,0
 + ácido cinámico (3) 40,0 61,0

 + ácido hidroxicinámico + ácido cinámico (4) 0,0 82,0

Ácido felúrico, ácido 4-hidroxibenzoico, ácido oxálico, 
ácido metilmalónico, ácido p-anísico,
 y ácido 3-hidroxibutírico (5) 34 102*

 + ácido hidroxicinámico (6) 0,0 59,0
 + ácido cinámico (7) 0,0 52,0

 + ácido hidroxicinámico + ácido cinámico (8) 0,0 22,0

Ácido cinámico y ácido hidroxicinámico (9) 52,8 86,1*

Ácido ferúlico, ácido 4-hidroxibenzoico, ácido oxálico, 
ácido p-anísico, ácido cinámico, ácido hidroxicinámico,
ácido metilmalónico, ácido 3-hidroxibutírico 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 raíces 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 germinación.
(10) Mezcla de todos los compuestos. 

Longitud de Cotiledones (%)
Concentración

Tabla 18: Efecto  de la mezcla  de aleloquímicos 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.
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IV.2.2.4.- Efecto de la interacción de los compuestos identificados en la Fracción 2
sobre la velocidad de germinación y nacimiento de cotiledones de plántulas de R.
crispus.

En las Tablas 19 y 20 se muestran el índice de vigor de la germinación y
cotiledones para las diferentes mezclas. De forma similar que para el porcentaje de

germinación y cotiledones, todas las mezclas ensayadas de los diferentes compuestos

provocan un retraso mayor en la germinación y en la aparición de cotiledones que
cuando los aleloquímicos actúan solos. En todas ellas, a excepción de la Mezcla 1 a

1mM, se aprecia también un mayor retraso en el nacimiento de cotiledones que en la
germinación.

La Mezcla 1 muestra un comportamiento sinérgico a 1 y 0,5mM en la velocidad

de la germinación y nacimiento de cotiledones. Cuando a esta mezcla se le añade el
ácido hidroxicinámico (6), se potencia el efecto inhibidor y más aún cuando se le añade

el ácido cinámico (8).

Cuando se ensaya con la Mezcla 5, aunque ácido metilmalónico (2), ácido 3-
hidroxibutírico (5) y ácido ferúlico (11) por sí solos, no provocan retraso en la

germinación ni en el nacimiento de cotiledones y el ácido oxálico (1) y ácido p-anísico
(7) sólo ejerce retraso en la germinación a 1mM, cuando actúan en conjunto los cinco,

se potencia considerablemente este efecto. El ácido hidroxicinámico (6) y ácido

cinámico (8), al igual que en el caso anterior, potencian la acción de inhibición
reduciendo el porcentaje de germinación prácticamente a cero.

Los compuestos que forman la Mezcla 9, cuando se ensayan por separado
presentan retraso en la germinación y nacimiento de cotiledones pero cuando actúan

conjuntamente el efecto se potencia, obteniéndose unos valores del IVG y IVC mucho

más bajos.

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

tan fuerte que no hay germinación ni nacimiento de cotiledones.
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Tratamiento

1 mM 0,5 mM
Ácido 4-hidroxibenzoico, ácido p-anísico y azuleno (1) 34,8 75,9

 + ácido hidroxicinámico (2) 9,4 42,3
 + ácido cinámico (3) 2,0 21,6

 + ácido hidroxicinámico + ácido cinámico (4) 2,3 18,4

Ácido felúrico, ácido 4-hidroxibenzoico, ácido oxálico, 
ácido metilmalónico, ácido p-anísico,
 y ácido 3-hidroxibutírico (5) 5,1 36,5

 + ácido hidroxicinámico (6) 3,3 21,4
 + ácido cinámico (7) 0,3 9,7

 + ácido hidroxicinámico + ácido cinámico (8) 0,0 7,7

Ácido cinámico y ácido hidroxicinámico (9) 7,1 42,6

Ácido ferúlico, ácido 4-hidroxibenzoico, ácido oxálico, 
ácido p-anísico, ácido cinámico, ácido hidroxicinámico,
ácido metilmalónico, ácido 3-hidroxibutírico 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 raíces 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 germinación.
(10) Mezcla de todos los compuestos. 

                 IVG (%)
Concentración

Tabla 19: Efecto de la mezcla de aleloquímicos identificados en el exudado de C. 
ladanifer a dos concentraciones (1 y 0,5mM) en el Índice de Vigor de la germinación
de R. crispus, expresado como porcentaje relativo al control.
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Tratamiento

1 mM 0,5 mM
Ácido 4-hidroxibenzoico, ácido p-anísico y azuleno (1) 36,0 66,7

 + ácido hidroxicinámico (2) 1,6 44,5
 + ácido cinámico (3) 1,3 19,8

 + ácido hidroxicinámico + ácido cinámico (4) 0,0 16,7

Ácido felúrico, ácido 4-hidroxibenzoico, ácido oxálico, 
ácido metilmalónico, ácido p-anísico,
 y ácido 3-hidroxibutírico (5) 4,0 34,4

 + ácido hidroxicinámico (6) 0,0 15,4
 + ácido cinámico (7) 0,0 5,0

 + ácido hidroxicinámico + ácido cinámico (8) 0,0 3,8

Ácido cinámico y ácido hidroxicinámico (9) 4,1 42,0

Ácido ferúlico, ácido 4-hidroxibenzoico, ácido oxálico, 
ácido p-anísico, ácido cinámico, ácido hidroxicinámico,
ácido metilmalónico, ácido 3-hidroxibutírico 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 raíces 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 germinación.
(10) Mezcla de todos los compuestos. 

                 IVC (%)
Concentración

Tabla 20: Efecto de la mezcla de aleloquímicos identificados en el exudado de C. 
ladanifer a dos concentraciones (1 y 0,5mM) en el Índice de Vigor del nacimiento de
cotiledones  de R. crispus, expresado como porcentaje relativo al control.
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IV.2.3.- Efecto alelopático de los compuestos identificados en la Fracción 2 sobre R.
crispus. Ensayos utilizando como sustrato el suelo.

IV.2.3.1.- Efecto de los compuestos identificados en la Fracción 2 sobre la
germinación, nacimiento de cotiledones y desarrollo de las plántulas de R. crispus.

Los ensayos realizados con estos compuestos sobre suelo, ponen de manifiesto

que todos tienen efecto negativo sobre la germinación, a excepción del ácido 3-
hidroxibutírico (5) y el azuleno (9) (Tabla 21). Si comparamos los resultados obtenidos

en estos ensayos con los realizados en papel, se observa que la acción negativa que
ejercen estos compuestos sobre la germinación de plantas herbáceas, es potenciada al

actuar en el suelo. Así, hay compuestos: oxálico (1), metilmalónico (2), hidroxicinámico

(6), p-anísico (7), 4-hidroxibenzoico (10) y ferúlico (11), que no inhiben la germinación
de R. crispus cuando crece sobre papel, pero sí presentan un efecto negativo, cuando se

ensaya sobre suelo. Compuestos como el butírico (3), metilpropionato (4) y cinámico

(8), que inhiben en los ensayos sobre papel, cuando se cuantifica su efecto sobre suelo
aumentan su actividad inhibitoria. Sólo dos compuestos (3-hidroxibutírico y azuleno) no

presentan diferencias en la germinación 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 germinación, cuando se ensaya en suelo todos los
compuestos inhiben el nacimiento de cotiledones menos 3-hidroxibutírico (5) y azuleno

(9). Comparándola con los ensayos sobre papel, se observa que la acción de estos
compuestos es potenciada al actuar en el suelo. El ácido cinámico, ejerce el mismo

efecto en los ensayos en suelo que en papel.

Respecto al efecto sobre la longitud de raíz (Tabla 23) se observa que sólo cinco
compuestos: oxálico (1), butírico (3), metilpropionato (4), cinámico (8) y azuleno (9)

afectan negativamente a este órgano. Si comparamos estos resultados con los obtenidos
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sobre papel, se observa el fenómeno contrario al de la germinación y nacimiento de

cotiledones, pues la inhibición es menor cuando los ensayos son realizados en suelo,

aunque sigue existiendo una inhibición significativa. La acción de estos compuestos es
la siguiente: compuestos como el metilmalónico (2), butírico (3), 3-hidroxibutírico (5) y

ferúlico (11), no presentan efecto sobre papel ni suelo, el cinámico y azuleno ven
atenuado su efecto en suelo y el hidroxicinámico (6), p-anísico (7) y 4-hidroxibenzoico

(10), pierden su acción inhibitoria en el suelo a las concentraciones ensayadas. Solo el

ácido oxálico, que cuando se ensaya en papel no ejerce ningún efecto sobre la longitud
de la raíz, en suelo inhibe significativamente este parámetro.

La longitud de los cotiledones (Tabla 24) es inhibida por la mayoría de los
compuestos a excepción del ácido butírico, 3-hidroxibutírico 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 metilmalónico (2), metilpropionato (4) y 4-hidroxibenzoico

(10) potencian su efecto, y compuestos como el 3-hidroxibutírico (5), hidroxicinámico

(6) y cinámico (8), lo ven atenuado. Incluso compuestos como el 3-hidroxibutírico (5)
pierden el efecto de inhibición cuando actúan en el suelo. El resto de compuestos

presenta el mismo efecto en suelo que en papel.

IV.2.3.2.- Efecto de los compuestos identificados en la Fracción 2 sobre la
velocidad de germinación y nacimiento de cotiledones de plántulas de R. Crispus.

Las Tablas 25 y 26 muestran el índice de vigor de la geminación y cotiledones
relativo para cada uno de los aleloquímicos ensayados. Las concentraciones están

comprendidas entre 1 y 0,0001mM.

Cuando se analiza este índice, se observa que todos los compuestos retrasan la
germinación y el nacimiento de cotiledones menos el azuleno, siendo los más efectivos

el ácido butírico y metilpropionato.
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Todos los compuestos presentan en suelo, mayor retraso sobre la germinación y

la emergencia de cotiledones, que en papel. Hay que destacar que compuestos como el

ácido p-anísico (7) y ácido 4-hidroxibenzoico (10) que en papel presentan retraso sólo a
la mayor concentración ensayada (1mM), en suelo también presentan a menor

concentración (0,5mM), compuestos como el ácido butírico (3) y metilpropionato (4)
que en papel no presentan inhibición a 0,0001mM en suelos sí presentan inhibición, y

compuestos como metilmalónico (2), 3-hidroxibutírico (5) y ácido ferúlico (11) que no

presentan retraso en papel, en suelo si tienen efecto negativo sobre la velocidad de
germinación y la emergencia de cotiledones.
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1mM 0,5mM 0,001mM 0,0001mM 1mM 0,5mM 0,001mM 0,0001mM

Ácido Oxálico (1) 66,0* 52,0* - - 109,8 86,1  -  -

Ácido Metilmalónico (2) 64,0* 54,0* - - 102,0 88,9  -  -

Ácido Butírico (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

Ácido 3-Hidroxibutírico (5) 116,0 96,0 - - 108,8 95,3  -  -

Ácido Hidroxicinámico (6) 60,0* 56,0* - - 95,0 88,7  -  -

Ácido p-Anísico (7) 48,0* 64,0* - - 107,3 106,5  -  -

Ácido Cinámico (8) 66,0* 78,0* - - 77,4* 95,2  -  -

Azuleno (9) 98,0 114,0 - - 103,2 106,6  -  -

Ácido 4-Hidroxibenzoico (10) 66,0* 58,0* - - 112,0 97,9  -  -

Ácido Ferúlico (11) 68,0* 104,0 - - 115,0 96,7  -  -
*significativamente diferente al control p<0,05 (Mann-Whitney U-test)

% Germinación
Sobre suelo Sobre papel

Tabla 21: Efecto de los aleloquímicos identificados en el exudado de C. ladanifer a diferentes concentraciones (1mM a
0,0001mM) en la germinación de R. crispus , sobre suelo y papel, expresado como porcentaje relativo  al control.
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1mM 0,5mM 0,001mM 0,0001mM 1mM 0,5mM 0,001mM 0,0001mM

Ácido Oxálico (1) 67,3* 59,2* - - 101,9 86,3 - -

Ácido Metilmalónico (2) 65,3* 55,1* - - 108,9 101,5 - -

Ácido Butírico (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

Ácido 3-Hidroxibutírico (5) 118,4 95,9 - - 104,2 96,1 - -

Ácido Hidroxicinámico (6) 61,2* 57,1* - - 52,2* 89,0 - -

Ácido p-Anísico (7) 46,0* 64,0* - - 107,7 108,5 - -

Ácido Cinámico (8) 67,3* 79,6* - - 60,5* 75,8* - -

Azuleno (9) 100,0 116,3 - - 105,3 109,6 - -

Ácido 4-Hidroxibenzoico (10) 67,3* 59,2* - - 105,0 100,3 - -

Ácido Ferúlico (11) 69,4* 106,1 - - 111,5 98,7 - -
*significativamente diferente al control p<0,05 (Mann-Whitney U-test)

Cotiledones (%)
Sobre suelo Sobre papel

Tabla 22: Efecto de los aleloquímicos identificados en el exudado de C. ladanifer a diferentes concentraciones (1mM a
0,0001mM) en la emergencia de cotiledones de R. crispus , sobre suelo y papel, expresado como porcentaje relativo al control.
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1mM 0,5mM 0,001mM 0,0001mM 1mM 0,5mM 0,001mM 0,0001mM

Ácido Oxálico (1) 78,5* 95,6 - - 84,2 87,7  -  -

Ácido Metilmalónico (2) 84,7 88,9 - - 80,3 85,4  -  -

Ácido Butírico (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

Ácido 3-Hidroxibutírico (5) 91,2 88,4 - - 87,3 103,6  -  -

Ácido Hidroxicinámico (6) 89,8 85,0 - - 44,9* 70,2* - -

Ácido p-Anísico (7) 86,1 95,3 - - 75,7* 90,8  -  -

Ácido Cinámico (8) 83,8* 87,4 - - 9,2* 30,2*  -  -

Azuleno (9) 74,2* 84,1 - - 32,2* 77,0* - -

Ácido 4-Hidroxibenzoico (10) 110,9 87,6 - - 76,7* 85,6  -  -

Ácido Ferúlico (11) 93,1 96,3 - - 85,1 89,0  -  -
*significativamente diferente al control p<0,05 (Mann-Whitney U-test)

Sobre suelo Sobre papel
% Longitud de raíz

Tabla 23: Efecto de los aleloquímicos identificados en el exudado de C. ladanifer a diferentes concentraciones (1mM a
0,0001mM) en la longitud de la raíz de R. crispus , sobre suelo y papel, expresado como porcentaje relativo al control.
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1mM 0,5mM 0,001mM 0,0001mM 1mM 0,5mM 0,001mM 0,0001mM

Ácido Oxálico (1) 80,0 75,1 - - 72,8* 84,7* - -

Ácido Metilmalónico (2) 72,7 76,8 - - 74,1* 92,2 - -

Ácido Butírico (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

Ácido 3-Hidroxibutírico (5) 99,3 101,5 - - 72,4* 90,3 - -

Ácido Hidroxicinámico (6) 80,5 84,8 - - 51,1* 94,9 - -

Ácido p-Anísico (7) 77,2 80,9 - - 72,8* 90,6 - -

Ácido Cinámico (8) 72,6 74,4 - - 48,9* 82,3* - -

Azuleno (9) 97,5 109,7 - - 98,2 106,9 - -

Ácido 4-Hidroxibenzoico (10) 80,4 72,5 - - 63,1* 95,9 - -

Ácido Ferúlico (11) 71,2 71,8 - - 74,3* 84,9* - -
*significativamente diferente al control p<0,05 (Mann-Whitney U-test)

Sobre suelo Sobre papel
Longitud de cotiledones (%)

Tabla 24: Efecto de los aleloquímicos identificados en el exudado de C. ladanifer a diferentes concentraciones (1mM a
0,0001mM) en la longitud de cotiledones de R. crispus , sobre suelo y papel, expresado como porcentaje relativo al control.
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1mM 0,5mM 0,001mM 0,0001mM 1mM 0,5mM 0,001mM 0,0001mM

Ácido Oxálico (1) 47,8* 36,3* - - 98,4 71* - -
Ácido Metilmalónico (2) 39,3* 41,7* - - 113,4 109,4 - -
Ácido Butírico (3) - - 51,4* 58,5* - - 72,8* 97,6

Metilpropionato (4) - - 47,5* 69,7* - - 74,6* 100,0

Ácido 3-Hidroxibutírico (5) 73,2* 84,2 - - 94,8 98,2 - -
Ácido Hidroxicinámico (6) 49,6* 39,2* - - 52,2* 72,7* - -
Ácido p-Anísico (7) 28,8* 38,3* - - 89,7* 107,5 - -
Ácido Cinámico (8) 69,7* 47,5* - - 61,9* 63,7* - -
Azuleno (9) 86,1 95,8 - - 102,9 117,6 - -

Ácido 4-Hidroxibenzoico (10) 55,6* 48,5* - - 83,3* 89,9 - -
Ácido Ferúlico (11) 56,1* 92,6 - - 104,0 100,9 - -
*significativamente diferente al control p<0,05 (Mann-Whitney U-test)

IVG respecto al control
Sobre suelo Sobre papel

Tabla 25: Efecto de los aleloquímicos identificados en el exudado de C. ladanifer a diferentes concentraciones (1mM a
0,0001mM) en el Índice de Vigor en la germinación de R. crispus , sobre suelo y papel, expresado como porcentaje relativo al
control.
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1mM 0,5mM 0,001mM 0,0001mM 1mM 0,5mM 0,001mM 0,0001mM

Ácido Oxálico (1) 53,5* 43,8* - - 91,3 74,7* - -

Ácido Metilmalónico (2) 46,1* 44,2* - - 114,1 110,4 - -

Ácido Butírico (3) - - 57,8* 66,4* - - 77,6* 128,3

Metilpropionato (4) - - 53,7* 76,2* - - 75,9* 133,3

Ácido 3-Hidroxibutírico (5) 81,4* 95,0 - - 86,4 98,1 - -

Ácido Hidroxicinámico (6) 48,6* 40,2* - - 33,5* 81,3* - -

Ácido p-Anísico (7) 32,9* 44,9* - - 81,6* 112,5 - -

Ácido Cinámico (8) 53,7* 76,2* - - 27,2* 49,9* - -

Azuleno (9) 92,8 105,7 - - 99,0 151* - -

Ácido 4-Hidroxibenzoico (10) 60,6* 49,3* - - 84,7* 101,7 - -

Ácido Ferúlico (11) 60,9* 100,7 - - 101,6 106,8 - -
*significativamente diferente al control p<0,05 (Mann-Whitney U-test)

Sobre suelo Sobre papel
IVC respecto al control

Tabla 26: Efecto de los aleloquímicos identificados en el exudado de C. ladanifer a diferentes concentraciones (1mM a
0,0001mM) en el Índice de Vigor en la cotiledones de R. crispus , sobre suelo y papel, expresado como porcentaje relativo al
control .
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IV.2.3.3.- Efecto de la interacción de los compuestos identificados en la Fracción 2
sobre la germinación, nacimiento de cotiledones y desarrollo de plántulas de R.
crispus.

Cuando se realizan los ensayos en suelos con las mezclas de los aleloquímicos

se observa (Tabla 27) que todas ellas inhiben significativamente la germinación de R.

crispus, y además esta inhibición es más 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 ocurría en los ensayos sobre papel, se potencia el efecto inhibidor

cuando se añade hidroxicinámico o cinámico, pero a diferencia de los ensayos sobre
papel, este efecto no se potencia cuando a las mezclas se añaden los dos compuestos

conjuntamente. Por otra parte, la mayoría de las mezclas ven potenciada su acción de

inhibición cuando los ensayos se realizan en suelo, a excepción de las mezclas 7, 8 y 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 germinación. Si se comparan los resultados
con los obtenidos en papel; el efecto inhibidor se potencia cuando se añade

hidroxicinámico o cinámico, pero no cuando se añaden conjuntamente. Al igual que en
la germinación, hay mezclas que presentan un efecto menor en suelo que en papel,

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

En cuanto el efecto de las mezclas sobre la longitud de raíces (Tabla 29), existe
inhibición significativa, aunque ésta no es tan fuerte como la que presentan las mezclas

sobre la germinación. Además, no hay un comportamiento sinérgico cuando se añade el
cinámico o el hidroxicinámico. 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 raíces es menor cuando los ensayos se realizan
en suelo que en papel, a excepción de la Mezcla 1, donde su acción 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 raíz, aunque existe

inhibición significativa, ésta no es tan fuerte como la que presentan las mezclas sobre el
nacimiento de cotiledones. El comportamiento sinérgico cuando se añade el cinámico o

el hidroxicinámico desaparece. Si comparamos estos resultados con los obtenidos en
papel se observa cinco mezclas que potencian su acción en suelo (Mezcla 1, 2, 4, 5 y 9)

y con cinco mezclas se atenúa (Mezcla 3, 6, 7, 8 y 10).
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0 ,5mM 0,1mM 1mM 0,5mM
Ácido 4-hidroxibenzoico, ácido p-anísico y azuleno (1) 45,5 36,4 40,3 97.3*

 + ácido hidroxicinámico (2) 40,0 58,2 20,8 74,3
 + ácido cinámico (3) 27,3 36,4 3,8 39,4

 + ácido hidroxicinámico + ácido cinámico (4) 32,7 41,8 4,5 34,4

Ácido felúrico, ácido 4-hidroxibenzoico, ácido oxálico, 
ácido metilmalónico, ácido p-anísico,
 y ácido 3-hidroxibutírico (5) 30,9 21,8 10,0 49,7

 + ácido hidroxicinámico (6) 29,1 23,6 7,9 38,3
 + ácido cinámico (7) 34,5 54,5 0,6 20,5

 + ácido hidroxicinámico + ácido cinámico (8) 41,8 43,6 0,0 18,5

Ácido cinámico y ácido hidroxicinámico (9) 29,1 38,2 15,4 72,2

Ácido ferúlico, ácido 4-hidroxibenzoico, ácido oxálico, 
ácido p-anísico, ácido cinámico, ácido hidroxicinámico,
ácido metilmalónico, ácido 3-hidroxibutírico 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 raíces 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 germinación.
(10) Mezcla de todos los compuestos. 

% Germinación

Sobre suelo Sobre papel

Tabla 27: Efecto de la mezcla de aleloquímicos identificados en el exudado de C. ladanifer a dos
concentraciones en la germinación de R. Crispus , sobre suelo y papel, expresado como porcentaje relativo al
control.
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0 ,5mM 0,1mM 1mM 0,5mM
Ácido 4-hidroxibenzoico, ácido p-anísico y azuleno (1) 46,3 37,0 36,7 76

 + ácido hidroxicinámico (2) 40,7 59,3 2,1 53,3
 + ácido cinámico (3) 27,8 37,0 1,4 24,4

 + ácido hidroxicinámico + ácido cinámico (4) 33,3 42,6 0,0 20,5

Ácido felúrico, ácido 4-hidroxibenzoico, ácido oxálico, 
ácido metilmalónico, ácido p-anísico,
 y ácido 3-hidroxibutírico (5) 31,5 22,2 5,2 39,8

 + ácido hidroxicinámico (6) 29,6 24,1 0,0 19,0
 + ácido cinámico (7) 53,7 35,2 0,0 6,0

 + ácido hidroxicinámico + ácido cinámico (8) 42,6 44,4 0,0 4,9

Ácido cinámico y ácido hidroxicinámico (9) 29,6 38,9 5,3 49,0

Ácido ferúlico, ácido 4-hidroxibenzoico, ácido oxálico, 
ácido p-anísico, ácido cinámico, ácido hidroxicinámico,
ácido metilmalónico, ácido 3-hidroxibutírico 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 raíces 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 germinación.
(10) Mezcla de todos los compuestos. 

% Cotiledones

Sobre suelo Sobre papel

Tabla 28: Efecto de la mezcla de aleloquímicos 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.
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0 ,5mM 0,1mM 1mM 0,5mM
Ácido 4-hidroxibenzoico, ácido p-anísico y azuleno (1) 71,3 90,7* 8,7 79

 + ácido hidroxicinámico (2) 80,4 88,9* 3,9 18,0
 + ácido cinámico (3) 86,9 93,9* 3,9 12,0

 + ácido hidroxicinámico + ácido cinámico (4) 79,7 76,8 3,9 3,9

Ácido felúrico, ácido 4-hidroxibenzoico, ácido oxálico, 
ácido metilmalónico, ácido p-anísico,
 y ácido 3-hidroxibutírico (5) 69,8 78,0 3,9 10,8

 + ácido hidroxicinámico (6) 77,4 84,2 6,8 6,4
 + ácido cinámico (7) 77,9 88,0* 0,9 3,9

 + ácido hidroxicinámico + ácido cinámico (8) 74,8 78,8 0,0 4,9

Ácido cinámico y ácido hidroxicinámico (9) 61,1 68,8 4,6 37,5

Ácido ferúlico, ácido 4-hidroxibenzoico, ácido oxálico, 
ácido p-anísico, ácido cinámico, ácido hidroxicinámico,
ácido metilmalónico, ácido 3-hidroxibutírico 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 raíces 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 germinación.
(10) Mezcla de todos los compuestos. 

Sobre suelo Sobre papel

% Longitud de raíz

Tabla 29: Efecto de la mezcla de aleloquímicos 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.
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0 ,5mM 0,1mM 1mM 0,5mM
Ácido 4-hidroxibenzoico, ácido p-anísico y azuleno (1) 83,0 69,4 90* 92*

 + ácido hidroxicinámico (2) 93,9* 77,7 19,0 82,0
 + ácido cinámico (3) 95,3* 71,7 40,0 61,0

 + ácido hidroxicinámico + ácido cinámico (4) 90,0* 75,0 0,0 82,0

Ácido felúrico, ácido 4-hidroxibenzoico, ácido oxálico, 
ácido metilmalónico, ácido p-anísico,
 y ácido 3-hidroxibutírico (5) 84,8 74,0 34 102*

 + ácido hidroxicinámico (6) 94,0* 70,8 0,0 59,0
 + ácido cinámico (7) 85,3 77,0 0,0 52,0

 + ácido hidroxicinámico + ácido cinámico (8) 86,9 70,6 0,0 22,0

Ácido cinámico y ácido hidroxicinámico (9) 76,7 64,9 52,8 86,1*

Ácido ferúlico, ácido 4-hidroxibenzoico, ácido oxálico, 
ácido p-anísico, ácido cinámico, ácido hidroxicinámico,
ácido metilmalónico, ácido 3-hidroxibutírico 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 raíces 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 germinación.
(10) Mezcla de todos los compuestos. 

Sobre suelo Sobre papel

% Longitud de cotiledones

Tabla 30: Efecto de la mezcla de aleloquímicos identificados en el exudado de C. ladanifer a dos
concentraciones en la longitud de raíces de R. Crispus , sobre suelo y papel, expresado como porcentaje relativo 
al control.
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IV.2.3.4.- Efecto de la interacción de los compuestos identificados en la Fracción 2
sobre la velocidad de germinación y nacimiento de plántulas de R. crispus.

Las Tablas 31 y 32 muestran el índice de vigor de la geminación 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 germinación y

nacimiento de cotiledones a las dos concentraciones ensayadas. En todas se observan

dependencia con la concentración, a mayor concentración mayor efecto, excepto en las
mezc las  1, 5 y  6 sobre la velocidad de nacimiento de cotiledones, donde el

comportamiento se invierte, y en las mezclas 5 y 6 sobre la velocidad de germinación,
donde escasamente se observan diferencias entre las concentraciones.

Como ocurre cuando se analiza el porcentaje de germinación y cotiledones y

desarrollo de las plántulas, el efecto que producen las mezclas no es igual para todas
cuando el ensayo se realiza sobre suelo. Se observa que hay mezclas (1, 2 y 9) que

potencian el retraso de la germinación 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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0 ,5mM 0,1mM 1mM 0,5mM
Ácido 4-hidroxibenzoico, ácido p-anísico y azuleno (1) 31,3 56,5 34,8 75,9

 + ácido hidroxicinámico (2) 24,6 51,3 9,4 42,3
 + ácido cinámico (3) 25,3 30,1 2,0 21,6

 + ácido hidroxicinámico + ácido cinámico (4) 22,6 35,8 2,3 18,4

Ácido felúrico, ácido 4-hidroxibenzoico, ácido oxálico, 
ácido metilmalónico, ácido p-anísico,
 y ácido 3-hidroxibutírico (5) 21,1 18,6 5,1 36,5

 + ácido hidroxicinámico (6) 19,3 16,5 3,3 21,4
 + ácido cinámico (7) 31,8 41,6 0,3 9,7

 + ácido hidroxicinámico + ácido cinámico (8) 31,0 34,6 0,0 7,7

Ácido cinámico y ácido hidroxicinámico (9) 23,6 31,8 7,1 42,6

Ácido ferúlico, ácido 4-hidroxibenzoico, ácido oxálico, 
ácido p-anísico, ácido cinámico, ácido hidroxicinámico,
ácido metilmalónico, ácido 3-hidroxibutírico y azuleno (10) 26,7 29,3 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 raíces 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 germinación.
(10) Mezcla de todos los compuestos. 

IVG (%)
Sobre suelo Sobre papel

Tabla 31: Efecto de la mezcla de aleloquímicos identificados en el exudado de C. ladanifer a dos
concentraciones en el Índice de Vigor de la germinación de R. crispus, sobre suelo y papel, expresado como
porcentaje relativo al control.



137

0 ,5mM 0,1mM 1mM 0,5mM
Ácido 4-hidroxibenzoico, ácido p-anísico y azuleno (1) 41,0 34,9 36,0 66,7

 + ácido hidroxicinámico (2) 34,6 55,4 1,6 44,5
 + ácido cinámico (3) 28,3 34,9 1,3 19,8

 + ácido hidroxicinámico + ácido cinámico (4) 29,2 40,4 0,0 16,7

Ácido felúrico, ácido 4-hidroxibenzoico, ácido oxálico, 
ácido metilmalónico, ácido p-anísico,
 y ácido 3-hidroxibutírico (5) 27,9 21,2 4,0 34,4

 + ácido hidroxicinámico (6) 26,0 20,7 0,0 15,4
 + ácido cinámico (7) 30,5 47,7 0,0 5,0

 + ácido hidroxicinámico + ácido cinámico (8) 38,7 38,3 0,0 3,8

Ácido cinámico y ácido hidroxicinámico (9) 26,1 35,3 4,1 42,0

Ácido ferúlico, ácido 4-hidroxibenzoico, ácido oxálico, 
ácido p-anísico, ácido cinámico, ácido hidroxicinámico,
ácido metilmalónico, ácido 3-hidroxibutírico 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 raíces 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 germinación.
(10) Mezcla de todos los compuestos. 

Sobre suelo Sobre papel
IVC (%)

Tabla 32: Efecto de la mezcla de aleloquímicos identificados en el exudado de C. ladanifer a dos
concentraciones en el Índice de Vigor de la germinación de R. crispus, sobre suelo y papel, expresado como
porcentaje relativo al control.
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IV.3.- ENSAYO DE GERMINACIÓN EN SUELOS ASOCIADOS A
Cistus ladanifer.

Con el objeto de cuantificar el efecto alelopático en los suelos asociados a esta
especie se recogieron muestras de ellos, durante todos los meses y a lo largo de un año.

En las Tablas 33, 34, 35 y 36 se muestra el porcentaje y el índice de vigor de la
germinación en los meses ensayados y por estaciones.

Estos resultados ponen de relieve que los suelos de jarales inhiben la

germinación de la especie ensayada. Esta inhibición no es uniforme ni entre los suelos
ensayados ni a lo largo del año.

Las muestras de suelos S-1, S-2 y S-3 (Tabla 33) inhiben significativamente la
germinación (p<0,05) durante los meses de Mayo, Noviembre y Febrero, además 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 inhibición 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 germinación
se inhibe en todas ellas a excepción del verano, en S-2 en otoño e invierno y en S-3 sólo

en invierno.

La cuantificación del retraso en la germinación medido a través del índice de
vigor pone de manifiesto (Tabla 35 y 36) que la germinación además de inhibida se

retrasa durante el mes de Junio, mientras que en Abril y Octubre, aunque sí existe
inhibición, no existe retraso. En S-2 en el mes de Enero no existe inhibición pero sí se

aprecia un retraso significativo y en S-3 coinciden aquellos meses donde la germinación

se ve inhibida con retraso en la germinación.

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

germinación en s-2. existe retraso en la germinación durante la primavera, en la cual no
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se observa inhibición y por el contrario, en otoño sí se inhibe la germinación y no se

aprecia retraso en la velocidad de germinación.

Respecto al nacimiento de cotiledones (Tabla 37 y 38) las tres muestras de
suelos presentan el mismo patrón que en la inhibición de la germinación, a excepción

del S-2, en el cual la germinación no es inhibida en Enero y sí 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 inhibición en el nacimiento de cotiledones a excepción
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, además
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 inhibición sí se observa retraso en el nacimiento de cotiledones.
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Germinación (%)
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 ± 12,1 128,9 ± 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 ± 25,2 101,3 ± 11,7 98,2 ± 20,3

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

Germinación (%)
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
Otoño 54,5* ± 21,7 75,1* ± 15,5 78,6 ± 24,4

Invierno 77,4* ± 20,7 71,3* ± 12,0 72,7* ± 3,5
*significativamente diferente del control p<0,05 (Mann-Whitney U-test)

Tabla 33: Porcentajes de germinación de semillas de R. 
crispus sembradas mensualmente en suelos asociados a C. ladanifer,
expresados como porcentajes relativos respecto al control. 

Tabla 34: Porcentajes medios estacionales de la germinación de semillas 
de R. crispus sembradas en suelos asociados a C. ladanifer, expresados 
como porcentajes relativos respecto al control.
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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* ± 2,2 58,1* ± 14,8
Junio 76,6* ± 17,3 71,1 ± 21,6 59,3* ± 18,5
Julio 80,5 ± 21,3 114,7 ± 23,4 76,4 ± 55,5

Agosto 91,0 ± 34,9 80,8 ± 38,9 94,7 ± 33,0
Septiembre 28,3* ± 23,4 86,2 ± 41,7 82,5 ± 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* ± 14,9 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)

IVG
S-1 S-2 S-3

Primavera 71,7* ± 14,8 74,4* ± 19,6 83,3 ± 22,4
Verano 82,7 ± 7,4 88,9 ± 22,9 76,8* ± 17,6
Otoño 65,5* ± 38,5 84,2 ± 32,4 85,4 ± 38,2

Invierno 64,1* ± 29,2 55,1* ± 16,6 65,2* ± 2,9
*significativamente diferente del control p<0,05 (Mann-Whitney U-test)

Tabla 35: Índices de Vigor de la germinación de semillas de R. 
crispus sembradas en suelos asociados a C. ladanifer, expresados 
como porcentajes relativos respecto al control

Tabla 36: Índices de Vigor medios estacionales de la germinación de
semillas de R. crispus sembradas en suelos asociados a C. ladanifer , 
expresados como porcentajes relativos respecto al control.
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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 74,9 ± 6,9
Julio 87,9 ± 15,8 117,9 ± 9,1 83,5 ± 53,2

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* ± 4,9 50,4* ± 8,1
Diciembre 94,0 ± 26,5 81,4 ± 27,1 73,5* ± 10,2

Enero (2000) 48,1* ± 7,8 58,4* ± 15,4 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)

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
Otoño 53,4* ± 22,4 72,9* ± 16,0 78,1 ± 24,0

Invierno 71,6* ± 22,9 68,6* ± 11,7 73,1* ± 0,9
*significativamente diferente del control p<0,05 (Mann-Whitney U-test)

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.

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.
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IVC
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)

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
Otoño 57,2* ± 30,9 74,4* ± 11,4 75,1 ± 21,0

Invierno 69,3* ± 25,2 63,6* ± 9,7 70,2* ± 2,8
*significativamente diferente del control p<0,05 (Mann-Whitney U-test)

Tabla 39: Índices 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.

Tabla 26: Porcentage medio estacional del nacimiento de cotiledones de 
semillas de R. Crispus sembradas en suelos asociados a C. 
ladanifer, expresado como porcentage relativo respecto al control.

Tabla 40: Índices 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.



144

IV.4.- ANÁLISIS QUÍMICO DE SUELOS ASOCIADOS A C .
ladanifer.

La inhibición en la germinación observada en los suelos de jarales puede ser
consecuencia de los posibles aleloquímicos existentes en el suelo (procedentes del

exudado) o debido a una competencia por nutrientes. Para discernir entre estas dos
causas, se realizó el análisis edafológico a todos los suelos con los que se había

ensayado la germinación. Las Tablas 41-52 muestran los resultados de este análisis

realizado en los suelos de jarales y controles durante los meses muestreados. En las
Tablas (53 a 56) puede apreciarse la variación de las características edafológicas a lo

largo del año de cada uno de los suelos.

Con respecto a los valores de calcio, los suelos S-2 y S-3 presentan valores más

altos que S-1 y este último valores muy parecidos al control. Este elemento a lo largo

del año se mantienen bastante constante a excepción de los meses de primavera que
experimenta un descenso.

Los iones hierro, sodio y magnesio no muestran prácticamente ninguna
variación apreciable a lo largo del año. En Junio y Julio puede observarse un pequeño

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 más bajos de magnesio
para los controles y S-3, en Junio, que presenta un valor más bajo de sodio que los

demás.

El contenido de potasio en los suelos es más alto en los meses de Abril, Mayo,

Junio y Diciembre en los suelos S-2 y S-3. Con respecto a este elemento sí se aprecian

diferencias entre los suelos controles y jarales, siendo más alto en los jarales. A lo largo
del año este elemento muestra una clara variación, los suelos asociados a jarales baja en

otoño y en el control disminuye en otoño y en invierno.

El zinc es un elemento que presenta un comportamiento variable a lo largo del
año 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 más 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 fósforo, disminuye en todos los suelos durante los meses de
otoño e invierno, presentando valores más bajos los suelos controles.

El pH en los suelos de jarales y control es ácido y prácticamente no existen
diferencias entre ellos. En S-1, S-2 y S-3 se vuelve ligeramente más ácido en otoño y en

el control baja en el mes de Noviembre.

El porcentaje de materia orgánica es más bajo en el suelo control que en los
suelos asociados a C. ladanifer, y los suelos S-2 y S-3 presentan valores más altos que

S-1. El contenido de materia orgánica en suelos asociados a jarales es prácticamente

igual durante todo el año, 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. Observándose, 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 más
inhibición presenta, es el que más semejanza presenta al suelo control durante algunos

meses y en algunos elementos.

En el análisis 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 además ninguno de ellos

presenta variación a lo largo del año. 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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Arcilla (%) Limo (%) Arena (%)
Media Jara 22,29 ± 1,38 7,43 ± 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.

Tabla 57: Características granulométricas de los diferentes suelos estudiados
a lo largo del año. 



147

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

%MO 6,88 ± 2,56 9,42 ± 3,49 7,36 ± 0,75 4,89 ± 0,26

%M.O, porcentage de materia orgánica

Tabla 41: Características edafológicas de los diferentes puntos muestreados en el mes de abril.

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 29,21 ± 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

%M.O, porcentage de materia orgánica

Tabla 42: Características edafológicas de los diferentes puntos muestreados en el mes de mayo.
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JUNIO S-1 S-2 S-3 Control
Ca (ppm) 27,96 ± 13,35 45,23 ± 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 ± 7,57 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 ± 5,27 28,33 ± 10,21 21,67 ± 1,44 36,75 ± 15,91

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 orgánica

Tabla 43: Características edafológicas de los diferentes puntos muestreados en el mes de junio.

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) 4,47 ± 0,54 6,08 ± 0,68 5,54 ± 0,12 4,71 ± 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 orgánica

Tabla 44: Características edafológicas de los diferentes puntos muestreados en el mes de julio.
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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.O, porcentage de materia orgánica

SEPTIEMBRE S-1 S-2 S-3 Control
Ca (ppm) 32,28 ± 1,25 54,8 ± 5,26 61,24 ± 4,24 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.O, porcentage de materia orgánica

Tabla 45: Características edafológicas de los diferentes puntos muestreados en el mes de agosto.

Tabla 46: Características edafológicas de los diferentes puntos muestreados en el mes de septiembre.
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OCTUBRE S-1 S-2 S-3 Control
Ca (ppm) 27,44 ± 7,51 45,72 ± 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 ± 4,25 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 5,97 ± 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.O, porcentage de materia orgánica

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 24,25 ± 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.O, porcentage de materia orgánica

Tabla 47: Características edafológicas de los diferentes puntos muestreados en el mes de octubre.

Tabla 48: Características edafológicas de los diferentes puntos muestreados en el mes de
noviembre.
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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 5,36 ± 2,27

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 orgánica

Tabla 49: Características edafológicas de los diferentes puntos muestreados en el mes de
diciembre.

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 0,4 ± 0,17 0,06 ± 0,06

Fe(ppm) 33,74 ±3,00 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 orgánica

Tabla 50 : Características edafológicas de los diferentes puntos muestreados en el mes de enero.
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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

%M.O. 7,85 ± 1,79 9,42 ± 2,61 8,33 ± 0,36 3,62 ± 0,51

%M.O, porcentage de materia orgánica

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 34,21 ± 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.O, porcentage de materia orgánica

Tabla 51: Características edafológicas de los diferentes puntos muestreados en el mes de febrero.

Tabla 52: Características edafológicas de los diferentes puntos muestreados en el mes de marzo.
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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.O, porcentage de materia orgánica.

Tabla 53: Características edafológicas de S-1 a lo largo del año.



154

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 44,26 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
%M.O, porcentage de materia orgánica.

Tabla 54: Características edafológicas de S-2 a lo largo del año.
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S-3 Ca (ppm) Mg(ppm) Na(ppm) K(ppm) Zn(ppm) Fe (ppm) P(ppm) N(ppm) pH %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 orgánica.

Tabla 55: Características edafológicas de S-3 a lo largo del año.



156

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.O, porcentage de materia orgánica.

Tabla 56: Características edafológicas del control a lo largo del año.
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IV.5.- EXTRACCIÓN E IDENTIFICACIÓN DE COMPUESTOS EN
SUELOS ASOCIADOS A C. ladanifer.

Se han realizado dos estudios con respecto a la cuantificación 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.- Distribución de los fenoles totales en suelos asociados a C. ladanifer.

La Tabla 58 muestra la concentración de fenoles totales en los diferentes puntos estudiados a lo

largo de todo el año. Estos resultados se han expresado como cantidad de ácido cinámico, que es el

compuesto que se ha utilizado como patrón. Hay que destacar que los resultados obtenidos no son válidos

para cuantificar los fenoles absolutos, sino que exclusivamente nos sirve como sistemática de

comparación 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-1 y S-3 del mes de Abril y S-1 y S-2 de Agosto tienen un
valor menor que el control.

Existe una clara variación a lo largo del año 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 más altos lo presentan los meses de Marzo, Julio, Agosto, Septiembre, Enero y

Febrero. En S-2 la distribución de fenoles totales es más homogénea a lo largo del año,
predominando en los meses de Mayo, Junio y Febrero. S-3  muestra un patrón 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 variación durante los diferentes meses del año de la concentración 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 excepción 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% más de fenoles totales que en los suelos control. La

concentración de fenoles totales en los suelos asociados a C. ladanifer y suelos control
varía de 6,4 a 38,2µg/g y de 1,3 a 26,0µg/g de suelo, respectivamente. La concentración

mínima 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.

S-1 S-2 S-3 Control
Marzo 30,7 ± 12,8 15,2 ± 4,6 25,0 ± 24,5 5,6 ± 0,7

Abril 5,1 ± 5,2 15,9 ± 10,2 3,5 ± 2,8 11,1 ± 2,6

Mayo 17,3 ± 21,7 22,3 ± 11,0 11,0 ± 4,8 2,9 ± 0,7

Junio 18,4 ± 7,3 28,5 ± 42,5 18,3 ± 14,1 12,6 ± 9,2

Julio 23,9 ± 23,5 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 7,5 ± 4,4 12,2 ± 4,5 20,5 ± 15,2 3,1 ± 0,7

Diciembre 5,6 ± 2,8 5,4 ± 0,8 8,5 ± 1,4 3,6 ± 2,7

Enero 28,6 ± 9,1 16,7 ± 5,0 25,3 ± 9,9 6,2 ± 1,9

Febrero 46,2 ± 16,4 2,9 ± 13,9 36,5 ±13,1 5,6 ± 1,7

Tabla 58: Concentración de fenoles totales presentes en los suelos estudiados a lo 
largo del año, expresada como µg/g de ácido cinámico.



159

%incremento(+)/disminución(-)
Suelos C. ladanifer Control  respecto a suelos control

Marzo 25,7 ± 12,3* 5,6 ± 0,65 374,4

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 ± 20,4 12,7 ± 9,2 -77,5

Julio 16,9 ± 14,4 8,8 ± 0,65 589,7

Agosto 25,5 ± 11,6 26,0 ± 11,2 182,7

Septiembre 16,7 ± 10,5 12,3 ± 1,9 192,1

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 ± 2,3 6,6 ± 2,7 1553,9

Enero 23,4 ± 9,55* 6,25 ± 1,9 458,1

Febrero 38,2 ± 10,3* 5,6 ± 1,75 -4,0

p(K-W)a 0,0001 0,03
* Significativamente diferente del control (Mann-Whitney p<0,05). 
aResultados del test Kruskal-Wallis para la variación anual de fenoles totales

Fenoles Totales (µg/g suelo)

Tabla 59: Media de la concentración de fenoles totales en suelos asociados a Cistus 
ladanifer  y en suelos Control estudiados a lo largo del año.
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IV.5.2.- Identificación y cuantificación por HPLC de compuestos presentes en
suelos asociados a C. ladanifer.

-. Identificación:

De la extracción 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 sólo 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 retención de patrones de compuestos identificados, flavonoides como la

Ap , el K-3 y el K-3,7, otros ácidos fenólicos como hidroxibenzoico, cinámico e

hidroxicinámico y un hidrocarburo, azuleno. Estos compuestos juntos con otros no
identificados, pero que sí están presentes en el exudado de C. ladanifer se muestran en

la Tabla 60.



161

Tabla 60: Compuestos extraídos de suelos asociados a C. ladanifer.

Compuesto Tiempo de retención
(min.)

λ máx.

       (nm.)

Presencia
control

Ácido hidroxibenzoico 3,5 254,9 Si

Ácido cinámico

Sin identificar
Flavona sin identificar

Ácido hidroxicinámico

Sin identificar
Sin identificar

Ap
Sin identificar

Sin identificar

K-3
Sin identificar

Sin identificar
Azuleno

K-3,7

Sin identificar
Sin identificar

3,8

4,7
5

5,8

6,5
7

8
9

10

11
16

17
21

22

25
36

270

253
229-265-317

254

245
240

265-340
252,6

240,8

365-350
258,5

244,3
273,8

265-350

253
240

Si

No
No

Si

No
No

No
Si

No

No
No

No
No

No

No
No
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-. Cuantificación:

Como puede apreciarse la composición de los suelos de jarales y suelos

controles es muy diferente (Tablas 61-79). De todos estos compuestos, en los suelos
control sólo se ha detectado el ácido hidroxibenzoico en Junio, Julio, Agosto,

Septiembre, el compuesto de longitud de onda máxima igual a 252,6 en Diciembre,
Enero, y Marzo y el ácido hidroxicinámico en Marzo, en cantidades muy bajas.

Entre los suelos de jarales la distribución de estos  compuestos a lo largo del año

y entre ellos es bastante heterogénea. La composición de estos compuestos varía entre
los meses cuantitativa y cualitativamente. Sólo 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-1 y S-3.

En todos ellos se observa que la mayor cantidad de compuestos se produce en
los meses de otoño e invierno y la menor en los meses correspondientes a primavera.

Hay que destacar por tanto que la composición de estos compuestos presentan

variaciones estacionales. De esta forma, el ácido hidroxibenzoico es detectado en los
tres puntos de muestreos de jarales y el control, prácticamente todo el año a excepción

de los meses de Enero y Febrero en los jarales y durante el verano en el control. Por el
contrario el ácido cinámico, es detectado sólo en Septiembre en el S-1, Diciembre en el

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

El hidroxicinámico, no es detectado en los meses de primavera en los suelos de
jarales, pero sí en el control. Los compuestos de longitud de onda máxima 252,6 y 240,8

son detectados prácticamente todos los meses, pero se observa una clara variación
cuantitativa, siendo estos compuestos más 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 distribución estacional es el azuleno. Éste aunque no aparece siempre en los
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mismos suelos a lo largo de los diferentes meses, es más abundante en primavera y

verano.

ENERO S1 S2 S3 C
Ac. hidroxibenzoico - - - -

Ac. cinámico - - - -
S.I. λmax. 253nm  +++ - - -

Flavona sin identifiar - -  + -

Ac. hidroxicinámico  + -  + -
S.I. λmax. 245nm - - - -
S.I. λmax. 240nm  + - - -

Apigenina - - - -
S.I. λmax. 252,6nm  ++  ++  ++  +
S.I. λmax. 240,8nm  + - - -

K-3 - - - -
S.I. λmax. 258,5nm  + - - -
S.I. λmax. 244,3nm  + - - -

Azuleno  +  + - -

K-3,7  + - - -
S.I. λmax. 253,7nm - - - -
S.I. λmax. 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.

Tabla 61: Presencia de los compuestos separados por
HPLC, en los suelos recogidos de los diferentes puntos de
muestreo en el mes de enero*.
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FEBRERO S1 S2 S3 C
Ac. hidroxibenzoico - - - -

Ac. cinámico - - - -
S.I. λmax. 253nm - - - -

Flavona sin identifiar -  +  ++ -

Ac. hidroxicinámico  +  + - -
S.I. λmax. 245nm - - - -
S.I. λmax. 240nm  + - - -

Apigenina - - - -
S.I. λmax. 252,6nm  +  ++  +++ -
S.I. λmax. 240,8nm - -  + -

K-3  ++  ++  + -
S.I. λmax. 258,5nm  ++  +  + -
S.I. λmax. 244,3nm  + - - -

Azuleno - - - -

K-3,7  + -  ++ -
S.I. λmax. 253,7nm - - - -
S.I. λmax. 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.

Tabla 62: Presencia de los compuestos separados por
HPLC, en los suelos recogidos de los diferentes puntos de
muestreo en el mes de febrero*.
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MARZO S1 S2 S3 C
Ac. hidroxibenzoico  ++  +  + -

Ac. cinámico - - - -
S.I. λmax. 253nm  + -  + -

Flavona sin identifiar - - - -

Ac. hidroxicinámico - - -  +
S.I. λmax. 245nm - - - -
S.I. λmax. 240nm  + - - -

Apigenina - - - -
S.I. λmax. 252,6nm  + - -  +
S.I. λmax. 240,8nm  ++  +  + -

K-3 -  +  + -
S.I. λmax. 258,5nm - - - -
S.I. λmax. 244,3nm  ++ -  + -

Azuleno - - - -

K-3,7 - - - -
S.I. λmax. 253,7nm  +++  +  + -
S.I. λmax. 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.

Tabla 63: Presencia de los compuestos separados por
HPLC, en los suelos recogidos de los diferentes puntos de
muestreo en el mes de marzo*.
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ABRIL S1 S2 S3 C
Ac. hidroxibenzoico  +++  +++  + -

Ac. cinámico - - - -
S.I. λmax. 253nm  +  ++++  + -

Flavona sin identifiar -  + - -

Ac. hidroxicinámico -  + - -
S.I. λmax. 245nm - - - -
S.I. λmax. 240nm - - - -

Apigenina - - - -
S.I. λmax. 252,6nm  +  + - -
S.I. λmax. 240,8nm - - - -

K-3 - - - -
S.I. λmax. 258,5nm - - - -
S.I. λmax. 244,3nm - - - -

Azuleno - -  + -

K-3,7 - - - -
S.I. λmax. 253,7nm  +  + - -
S.I. λmax. 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.

Tabla 64: Presencia de los compuestos separados por
HPLC, en los suelos recogidos de los diferentes puntos de
muestreo en el mes de abril*.
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MAYO S1 S2 S3 C
Ac. hidroxibenzoico  +++  ++++  +++ -

Ac. cinámico - - - -
S.I. λmax. 253nm  +  +++  + -

Flavona sin identifiar  +  +++ - -

Ac. hidroxicinámico - - - -
S.I. λmax. 245nm - - - -
S.I. λmax. 240nm - - - -

Apigenina - - - -
S.I. λmax. 252,6nm - - - -
S.I. λmax. 240,8nm -  + - -

K-3 - - - -
S.I. λmax. 258,5nm - - - -
S.I. λmax. 244,3nm - - - -

Azuleno - -  ++ -

K-3,7 - - - -
S.I. λmax. 253,7nm - - - -
S.I. λmax. 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.

Tabla 65: Presencia de los compuestos separados por
HPLC, en los suelos recogidos de los diferentes puntos de
muestreo en el mes de mayo*.
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JUNIO S1 S2 S3 C
Ac. hidroxibenzoico  ++++  + -  +

Ac. cinámico - - - -
S.I. λmax. 253nm - - - -

Flavona sin identifiar  + - - -

Ac. hidroxicinámico - - - -
S.I. λmax. 245nm - - - -
S.I. λmax. 240nm - - - -

Apigenina  + - - -
S.I. λmax. 252,6nm - - - -
S.I. λmax. 240,8nm -  +  + -

K-3  +++  ++  +++ -
S.I. λmax. 258,5nm - - - -
S.I. λmax. 244,3nm - - - -

Azuleno  ++  +  + -

K-3,7  +  +  ++ -
S.I. λmax. 253,7nm  + -  + -
S.I. λmax. 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.

Tabla 66: Presencia de los compuestos separados por
HPLC, en los suelos recogidos de los diferentes puntos de
muestreo en el mes de junio*.
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JULIO S1 S2 S3 C
Ac. hidroxibenzoico  +++  +++  ++++  ++++

Ac. cinámico - - - -
S.I. λmax. 253nm - -  + -

Flavona sin identifiar  ++ -  ++ -

Ac. hidroxicinámico  + -  + -
S.I. λmax. 245nm - - - -
S.I. λmax. 240nm  + - - -

Apigenina - - - -
S.I. λmax. 252,6nm  ++ - - -
S.I. λmax. 240,8nm - - - -

K-3  + -  + -
S.I. λmax. 258,5nm - - - -
S.I. λmax. 244,3nm - - - -

Azuleno  + -  + -

K-3,7 - - - -
S.I. λmax. 253,7nm  + - - -
S.I. λmax. 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.

Tabla 67: Presencia de los compuestos separados por
HPLC, en los suelos recogidos de los diferentes puntos de
muestreo en el mes de julio*.
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AGOSTO S1 S2 S3 C
Ac. hidroxibenzoico  +++  +++  +++  ++++

Ac. cinámico - - - -
S.I. λmax. 253nm  + -  ++ -

Flavona sin identifiar  + -  ++ -

Ac. hidroxicinámico - - - -
S.I. λmax. 245nm - - - -
S.I. λmax. 240nm - - - -

Apigenina - - - -
S.I. λmax. 252,6nm  ++ - - -
S.I. λmax. 240,8nm  + - - -

K-3  +  +  +++ -
S.I. λmax. 258,5nm - - - -
S.I. λmax. 244,3nm - -  + -

Azuleno -  + - -

K-3,7 -  +  ++ -
S.I. λmax. 253,7nm - - - -
S.I. λmax. 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.

Tabla 68: Presencia de los compuestos separados por
HPLC, en los suelos recogidos de los diferentes puntos
de muestreo en el mes de agosto*.
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SEPTIEMBRE S1 S2 S3 C
Ac. hidroxibenzoico  ++++  ++++  ++++  +++

Ac. cinámico  ++ - - -
S.I. λmax. 253nm -  + - -

Flavona sin identifiar  +++ - - -

Ac. hidroxicinámico - - - -
S.I. λmax. 245nm -  + - -
S.I. λmax. 240nm - - - -

Apigenina - - - -
S.I. λmax. 252,6nm  +  + - -
S.I. λmax. 240,8nm - - - -

K-3  +++  ++  ++ -
S.I. λmax. 258,5nm -  + - -
S.I. λmax. 244,3nm  +++  +  + -

Azuleno - - - -

K-3,7  +++  +  + -
S.I. λmax. 253,7nm - - - -
S.I. λmax. 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.

Tabla 69: Presencia de los compuestos separados por
HPLC, en los suelos recogidos de los diferentes puntos de
muestreo en el mes de septiembre*.
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OCTUBRE S1 S2 S3 C
Ac. hidroxibenzoico -  +++  +++ -

Ac. cinámico - -  + -
S.I. λmax. 253nm  +  ++ - -

Flavona sin identifiar  +  +  ++ -

Ac. hidroxicinámico  +++ -  + -
S.I. λmax. 245nm  +  +  + -
S.I. λmax. 240nm -  +  + -

Apigenina - - - -
S.I. λmax. 252,6nm  +++  +  + -
S.I. λmax. 240,8nm  + - - -

K-3  ++  +  + -
S.I. λmax. 258,5nm - - - -
S.I. λmax. 244,3nm  + -  + -

Azuleno - -  + -

K-3,7  +  +++  + -
S.I. λmax. 253,7nm - -  + -
S.I. λmax. 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.

Tabla 70: Presencia de los compuestos separados por
HPLC, en los suelos recogidos de los diferentes puntos de
muestreo en el mes de octubre*.
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NOVIEMBRE S1 S2 S3 C
Ac. hidroxibenzoico - -  + -

Ac. cinámico - - - -
S.I. λmax. 253nm - - - -

Flavona sin identifiar - -  + -

Ac. hidroxicinámico - -  + -
S.I. λmax. 245nm - - - -
S.I. λmax. 240nm  + -  + -

Apigenina - -  + -
S.I. λmax. 252,6nm  +++  +  ++ -
S.I. λmax. 240,8nm  ++ -  ++ -

K-3  +  +  + -
S.I. λmax. 258,5nm - -  + -
S.I. λmax. 244,3nm - - - -

Azuleno -  + - -

K-3,7  +  +  + -
S.I. λmax. 253,7nm  + -  + -
S.I. λmax. 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.

Tabla 71: Presencia de los compuestos separados por
HPLC, en los suelos recogidos de los diferentes puntos de
muestreo en el mes de noviembre*.
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DICIEMBRE S1 S2 S3 C
Ac. hidroxibenzoico -  + - -

Ac. cinámico -  +  + -
S.I. λmax. 253nm - -  + -

Flavona sin identifiar  + -  + -

Ac. hidroxicinámico  +  +  + -
S.I. λmax. 245nm  + - - -
S.I. λmax. 240nm - - - -

Apigenina - - - -
S.I. λmax. 252,6nm  ++  +  +  +
S.I. λmax. 240,8nm - -  + -

K-3  +  +  + -
S.I. λmax. 258,5nm - - - -
S.I. λmax. 244,3nm -  ++ - -

Azuleno  +  + - -

K-3,7  + - - -
S.I. λmax. 253,7nm - - - -
S.I. λmax. 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.

Tabla 72: Presencia de los compuestos separados por
HPLC, en los suelos recogidos de los diferentes puntos de
muestreo en el mes de diciembre*.
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S-1 Enero Febrero Marzo Abril Mayo Junio Julio Agosto Sept. Octub. Nov. Dic.
Ac. hidroxibenzoico - -  ++  +++  +++  ++++  +++  +++  ++++ - - -

Ac. cinámico - - - - - - - -  ++ - - -
S.I. λmax. 253nm  +++ -  +  +  + - -  + -  + - -

Flavona sin identifiar - - - -  +  +  ++  +  +++  + -  +

Ac. hidroxicinámico  +  + - - - -  + - -  +++ -  +
S.I. λmax. 245nm - - - - - - - - -  + -  +
S.I. λmax. 240nm  +  +  + - - -  + - - -  + -

Apigenina - - - - -  + - - - - - -
S.I. λmax. 252,6nm  ++  +  +  + - -  ++  ++  +  +++  +++  ++
S.I. λmax. 240,8nm  + -  ++ - - - -  + -  +  ++ -

K-3 -  ++ - - -  +++  +  +  +++  ++  +  +
S.I. λmax. 258,5nm  +  ++ - - - - - - - - - -
S.I. λmax. 244,3nm  +  +  ++ - - - - -  +++  + - -

Azuleno  + - - - -  ++  + - - - -  +

K-3,7  +  + - - -  + - -  +++  +  +  +
S.I. λmax. 253,7nm - -  +++  + -  +  + - - -  + -
S.I. λmax. 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.

Tabla 73: Presencia de los compuestos separados por HPLC, en el suelo S-1 recogido a lo largo del año*.
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S-2 Enero Febrero Marzo Abril Mayo Junio Julio Agosto Sept. Octub. Nov. Dic.
Ac. hidroxibenzoico - -  +  +++  ++++  +  +++  +++  ++++  +++ -  +

Ac. cinámico - - - - - - - - - - -  +
S.I. λmax. 253nm - - -  ++++  +++ - - -  +  ++ - -

Flavona sin identifiar -  + -  +  +++ - - - -  + - -

Ac. hidroxicinámico -  + -  + - - - - - - -  +
S.I. λmax. 245nm - - - - - - - -  +  + - -
S.I. λmax. 240nm - - - - - - - - -  + - -

Apigenina - - - - - - - - - - - -
S.I. λmax. 252,6nm  ++  ++ -  + - - - -  +  +  +  +
S.I. λmax. 240,8nm - -  + -  +  + - - - - - -

K-3 -  ++  + - -  ++ -  +  ++  +  +  +
S.I. λmax. 258,5nm -  + - - - - - -  + - - -
S.I. λmax. 244,3nm - - - - - - - -  + - -  ++

Azuleno  + - - - -  + -  + - -  +  +

K-3,7 - - - - -  + -  +  +  +++  + -
S.I. λmax. 253,7nm - -  +  + - - - - - - - -
S.I. λmax. 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.

Tabla 74: Presencia de los compuestos separados por HPLC, en el suelo S-2 recogido a lo largo del año*.
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S-3 Enero Febrero Marzo Abril Mayo Junio Julio Agosto Sept. Octub. Nov. Dic.
Ac. hidroxibenzoico - -  +  +  +++ -  ++++  +++  ++++  +++  + -

Ac. cinámico - - - - - - - - -  + -  +
S.I. λmax. 253nm - -  +  +  + -  +  ++ - - -  +

Flavona sin identifiar  +  ++ - - - -  ++  ++ -  ++  +  +

Ac. hidroxicinámico  + - - - - -  + - -  +  +  +
S.I. λmax. 245nm - - - - - - - - -  + - -
S.I. λmax. 240nm - - - - - - - - -  +  + -

Apigenina - - - - - - - - - -  + -
S.I. λmax. 252,6nm  ++  +++ - - - - - - -  +  ++  +
S.I. λmax. 240,8nm -  +  + - -  + - - - -  ++  +

K-3 -  +  + - -  +++  +  +++  ++  +  +  +
S.I. λmax. 258,5nm -  + - - - - - - - -  + -
S.I. λmax. 244,3nm - -  + - - - -  +  +  + - -

Azuleno - - -  +  ++  +  + - -  + - -

K-3,7 -  ++ - - -  ++ -  ++  +  +  + -
S.I. λmax. 253,7nm - -  + - -  + - - -  +  + -
S.I. λmax. 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.

Tabla 75: Presencia de los compuestos separados por HPLC, en el suelo S-3 recogido a lo largo del año*.
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PRIMAVERA S-1 S-2 S-3 C
Ac. hidroxibenzoico   +++  +++  ++ -

Ac. cinámico - - - -
S.I. λmax. 253nm  +  +++  + -

Flavona sin identifiar  +  ++ - -

Ac. hidroxicinámico - - -  +
S.I. λmax. 245nm -  + - -
S.I. λmax. 240nm  + - - -

Apigenina - - - -
S.I. λmax. 252,6nm  +  + -  +
S.I. λmax. 240,8nm  +  +  + -

K-3 -  +  + -
S.I. λmax. 258,5nm - - - -
S.I. λmax. 244,3nm  + -  + -

Azuleno - -  + -

K-3,7 - - - -
S.I. λmax. 253,7nm  ++  + - -
S.I. λmax. 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.

Tabla 76: Presencia en los diferentes puntos de muestreo 
de los compuestos separados por HPLC en los suelos 
recogidos en los meses de primavera*.
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VERANO S-1 S-2 S-3 C
Ac. hidroxibenzoico  +++  ++  +++  ++++

Ac. cinámico - - - -
S.I. λmax. 253nm  + -  + -

Flavona sin identifiar  ++ -  ++ -

Ac. hidroxicinámico  + -  + -
S.I. λmax. 245nm - - - -
S.I. λmax. 240nm  + - - -

Apigenina  + - - -
S.I. λmax. 252,6nm  ++ - - -
S.I. λmax. 240,8nm  +  +  + -

K-3  ++  +  +++ -
S.I. λmax. 258,5nm - - - -
S.I. λmax. 244,3nm - -  + -

Azuleno  +  +  + -

K-3,7  +  +  ++ -
S.I. λmax. 253,7nm  + -  + -
S.I. λmax. 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.

Tabla 77: Presencia en los diferentes puntos de muestreo 
de los compuestos separados por HPLC en los suelos 
recogidos en los meses de verano*.
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OTOÑO S-1 S-2 S-3 C
Ac. hidroxibenzoico  +  ++  +++  +

Ac. cinámico  + -  + -
S.I. λmax. 253nm  +  + - -

Flavona sin identifiar  ++  +  + -

Ac. hidroxicinámico  + -  + -
S.I. λmax. 245nm  +  +  + -
S.I. λmax. 240nm  +  +  + -

Apigenina - -  + -
S.I. λmax. 252,6nm  ++  ++  + -
S.I. λmax. 240,8nm  + -  + -

K-3  ++  ++  ++ -
S.I. λmax. 258,5nm -  +  + -
S.I. λmax. 244,3nm  ++  +  + -

Azuleno -  +  + -

K-3,7  ++  ++  + -
S.I. λmax. 253,7nm  + -  + -
S.I. λmax. 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.

Tabla 78: Presencia en los diferentes puntos de muestreo 
de los compuestos separados por HPLC en los suelos 
recogidos en los meses de otoño*.
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INVIERNO S-1 S-2 S-3 C
Ac. hidroxibenzoico -  + - -

Ac. cinámico -  +  + -
S.I. λmax. 253nm  + -  + -

Flavona sin identifiar  +  +  ++ -

Ac. hidroxicinámico  +  +  + -
S.I. λmax. 245nm  + - - -
S.I. λmax. 240nm  + - - -

Apigenina - - - -
S.I. λmax. 252,6nm  ++  ++  +++  +
S.I. λmax. 240,8nm  + -  ++ -

K-3  ++  +  ++ -
S.I. λmax. 258,5nm  ++  +  + -
S.I. λmax. 244,3nm  +  + - -

Azuleno  +  + - -

K-3,7  + -  + -
S.I. λmax. 253,7nm - - - -
S.I. λmax. 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.

Tabla 79: Presencia en los diferentes puntos de muestreo 
de los compuestos separados por HPLC en los suelos 
recogidos en los meses de invierno*.
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Estos resultados muestran claramente que la presencia de los flavonoides y de

otros compuestos identificados con actividad alelopática no está restringida a las hojas,

sino que también son detectados en el suelo. La variación cuantitativa y cualitativa
encontrada puede estar relacionada con las condiciones climáticas, tanto la secreción de

estos en el exudado como la incorporación de ellos al suelo. La vía de incorporación 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 relación con estas condiciones climáticas. Para ello, se
solicitaron los datos de precipitaciones de Cheles al Instituto Nacional de Meteorología

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 año con temperaturas elevadas incluso en los
meses de invierno, sólo en el mes de Enero se obtienen temperaturas cercanas a 0ºC.

Con respecto a las temperaturas máximas en el mes de Febrero y Marzo se registraron

temperaturas más alta a la media (Cabezas y Escudero, 1989).
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Mes P. Total (mm) Tª máx.(ºC) Tª mín.(ºC)
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: precipitación total.
Tª máx.: temperatura media máxima
Tª mín.: temperatura media mínima

Tabla 80: Precipitación total y temperaturas medias máximas y
mínimas correspondientes al año en el que se realizaron los
estudios.
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IV.6.- CUANTIFICACIÓN DEL EXUDADO Y FLAVONOIDES EN
HOJAS Y TALLOS FOTOSINTÉTICOS DE C. ladanifer.

IV.6.1.- Variación cuantitativa del exudado de C. ladanifer a lo largo del año.

Se ha estudiado la secreción del exudado de hojas jóvenes, viejas y de los tallos
fotosintéticos de ocho poblaciones de C. ladanifer a lo largo de un año. Las

precipitaciones y temperaturas de cuatro de estas localidades (Cornalvo, Quintana de la

Serena, Valle de la Serena y Hornachos) son de 450–550 l/m2 de precipitación media
anual y 17ºC 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 15ºC de temperatura media anual y 650-750 l/m2 de precipitación 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 estación, la secreción es

significativamente más abundante (p<0,05 M-W) en las hojas jóvenes que en las viejas

y tallos fotosintéticos.
Independientemente de las condiciones climáticas a las que están sometidas

estas poblaciones, en las hojas jóvenes la mayor cantidad de exudado se secreta en
otoño y verano; con un máximo medio de 135,4-136,5mg/g de peso seco y disminuye

en invierno y primavera con un mínimo medio de 107,3-108,6mg de exudado/g de peso

seco de hoja. La secreción en las estaciones de verano y otoño 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 jóvenes. En otoño la
producción de exudado en hojas jóvenes 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 situación se invierte en

estas hojas en invierno, siendo la cantidad de exudado mayor en el Grupo II.

En hojas viejas la secreción de exudado es más abundante en verano, existiendo
diferencias significativas respecto al resto de estaciones. Es en primavera cuando estas

hojas muestran la menor secreción.
En tallos se observa un comportamiento diferente que en hojas. Los valores

máximos de secreción se producen en invierno (obteniéndose un valor medio de 90mg/g

de peso seco de tallo) y disminuye en otoño 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 jóvenes, viejas y tallos a lo
largo del año en el Grupo I (    ) y en el Grupo II (    ), expresado como mg de
exudado por g de peso seco de ho ja o ta llo. 1, 2, 3, 4: d iferencias entre
estaciones del mismo grupo, números iguales=significativamente no
diferentes. a, b, c: diferencias entre hojas jóvenes, 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.6.2.- Variación cuantitativa de flavonoides en el exudado a lo largo del año.

Se ha estudiado a lo largo de un año la variación en la secreción de flavonoides
del exudado de C. ladanifer, en ocho localidades con diferentes condiciones climáticas.

Se ha cuantificado en tres tipos de muestras: hojas jóvenes, hojas viejas o senescentes
aún 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 órganos, la síntesis de flavonoides en hojas

jóvenes es significativamente diferente entre estaciones, siendo mínima en invierno,
aumentando en primavera y alcanzando su máximo en verano, volviendo a disminuir en

la estación de otoño. Desde invierno a verano la secreción 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 estación de verano, no se alcanza la misma cantidad de
flavonoides que se observa en las hojas jóvenes. Aunque la evolución en el tiempo

presenta el mismo comportamiento, el máximo se alcanza en verano, las variaciones en

la cantidad de flavonoides a lo largo del año no es tan notable en hojas viejas como en
jóvenes. Estos resultados indican que las hojas correspondientes al año anterior que se

mantienen en la planta, no tienen la misma capacidad de respuesta secretora que la de
los órganos que se forman en ese año, manteniendo unos niveles de secreción o bien

conservando el exudado del año anterior.

En tallos, se observa que el exudado es más rico en flavonoides en otoño y
primavera que en las hojas jóvenes, pero la evolución del exudado es similar; la

secreción comienza a aumentar en primavera hasta alcanzar el máximo en verano,
conteniendo más del doble de flavonoides en esta estación que en invierno. Aunque, a

partir del verano el contenido de flavonoides disminuye como en las hojas jóvenes,
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durante la siguiente estación este descenso no es tan acusado. Esta diferencia de patrón

de secreción, 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 síntesis de flavonoides, pero la adherencia del exudado debido a la orientación

en estos dos órganos es diferente y las lluvias otoñales arrastran con más facilidad estos
compuestos en las hojas.

Se encuentran diferencias significativas entre los jarales del Grupo I y Grupo II

durante la estación estival y otoño, 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 jóvenes, la

diferencia significativa entre grupos únicamente 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 más 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 órganos (mg/gPS) el patrón de variación estacional es similar a cuando se expresa

con respecto a la cantidad de exudado (Figura 17), destacando que en las hojas jóvenes
el incremento en la síntesis de estos compuestos desde invierno a verano es superior.

En concreto, la secreción se quintuplica en las localidades del Grupo I 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 jóvenes 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 órgano 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 jóvenes, viejas y tallos a
lo largo del año en el Grupo I (    ) 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, números iguales=significativamente no
diferentes. a, b, c: diferencias entre hojas jóvenes, 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 jóvenes, viejas y tallos a
lo largo del año en el Grupo I (    ) 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, números iguales=significativamente no
diferentes. a, b, c: diferencias entre hojas jóvenes, 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.- Variación cualitativa y cuantitativa de cada uno de los flavonoides en el
exudado a lo largo del año.

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 jóvenes (Tablas 81-82), la cantidad de Ap aumenta en primavera-

verano no encontrándose diferencias significativas entre los grupos. Si se analiza
el tanto por ciento que constituye este flavonoide frente a los demás, 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 estadísticamente 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 año. En este tipo de hojas, se observan

diferencias significativas entre los grupos en primavera cuando se cuantifica el
porcentaje respecto a los demás 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 demás, se observa que en
primavera contribuye más de un 2%.

• 3-O-Metilkampferol:
La secreción de este flavonol aumenta en todos los puntos de muestreo durante

la estación de otoño. En esta estación, la cantidad de K-3 es significativamente
mayor en las hojas viejas y tallos del grupo I. En cuanto a la proporción que este

compuesto constituye dentro del exudado, se observa que la mayor contribución

se da en otoño, estando alrededor del 14% en hojas jóvenes. En hojas viejas y
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tallos, existen diferencias significativas en otoño entre los grupos estudiados,

constituyendo el 14% en el Grupo I y el 9% en el Grupo II en hojas viejas; y el

19% en el Grupo I y 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
prácticamente constante durante el resto del año.

En hojas jóvenes el tanto por ciento que representa este flavonoide es
aproximadamente del 20% en invierno, disminuyendo significativamente en

primavera para alcanzar un mínimo del 5% en verano.

En hojas viejas, la diferencia entre estaciones es menor, con un 10% de media en
otoño-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

año, 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 contribución de este flavonoide hasta el 17 y 22% respectivamente,

en el Grupo I y hasta el 22 y 28% en el Grupo II.

• 7-O-Metilapigenina:
Los dos grupos de muestreo presentan el mismo patrón de secreción para esta

flavona en hojas y tallos, aumentando en primavera y alcanzando su máximo en

verano.
En cuanto al porcentaje que este flavonoide representa respecto al total, se

observa que en hojas jóvenes, en verano y otoño, 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 sólo representa un 13%.

• 3,4´-Di-O-metilkampferol:
La secreción de este compuesto en todos los órganos estudiados es mínima en

invierno y máxima en verano, presentando valores intermedios durante otoño y

primavera. En verano se aprecian diferencias entre los grupos, mostrando
valores más altos las muestras del Grupo I.

En cuanto a la proporción que este flavonoide representa respecto a los demás,
se observa que en hojas jóvenes la contribución es del 12% en verano-otoño y

aumenta hasta un 15% en invierno-primavera, sin que se observen diferencias

entre los grupos. En hojas viejas y tallos prácticamente 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.

Únicamente se setectan diferencias significativas entre grupos en los tallos
durante el otoño, mostrando mayor porcentaje el Grupo II.

• 3,7-Di-O-metilkampferol:

Este flavonoide es el mayoritario en todos los órganos, estaciones y grupos. Es

mínimo en invierno, aumenta en primavera, alcanza su máximo en verano y
vuelve a descender en otoño. Tanto en hojas jóvenes, 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 demás flavonoides, se

aprecian diferencias estacionales y entre grupos. En hojas y tallos este

compuesto se encuentra en mayor proporción en el Grupo I, excepto en hojas
jóvenes durante el verano y hojas viejas en el otoño, donde las diferencias no

son significativas.
En verano la proporción constituye alrededor del 60% en hojas y más del 45%

en tallos, mostrando más de un 3% de diferencia entre los grupos en hojas viejas

y tallos. En otoño la diferencia entre grupos, en hojas jóvenes y tallos, es aún
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mayor (más del 6%). En invierno la diferencia entre grupos es del 4% en hojas y

del 7% en tallos. Y en primavera, en hojas jóvenes, 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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mg/gHoja % mg/gHoja % mg/gHoja % mg/gHoja %

Ap 0,17a 0,78A 0,09a 1,45A 0,17a 1,20A 0,23b 0,66A

K-3 2,85a 13,29A 0,48b 7,59B 0,99b 7,17B 2,31a 6,72B

Ap-4´ 1,40a 6,55A 1,28a 20,05B 2,18b 15,82C 1,76a 5,11A

Ap-7 1,95a 9,12A 1,17b 18,38B 2,54c 18,42B 3,63d 10,56A

K-3,4 2,40a 11,21A 0,99b 15,56B 1,97a 14,25BC 4,47c* 13,01AC

K-3,7 12,65a* 59,04A* 2,35b 36,97B* 5,95c* 43,15C* 21,98d* 63,94D

Grupo I:  Hojas Jóvenes

Otoño Invierno Primavera Verano

Tabla 81: Cantidad de flavonoides en hojas jóvenes del Grupo I a lo largo del año, expresada como 
mg de flavonoide por g de peso seco de hoja y como porcentaje relativo al total de flavonoides.

ABCD: diferencias de los % entre estaciones, letras iguales=significativamente no diferentes p>0,05 (Mann-Whitney U-
test).
abcd: 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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mg/gHoja % mg/gHoja % mg/gHoja % mg/gHoja %

Ap 0,18a 0,93A 0,12b 1,54A 0,15ªb 1,24A 0,24c 0,79A

K-3 2,83a 14,69A 0,69b 8,60B 0,87b 7,10B 2,00a 6,67B

Ap-4´ 1,73a 8,99A 1,80ab 22,31B 2,18b 17,85C 1,59a 5,29D

Ap-7 1,90a 9,86A 1,46b 18,15B 2,34c 19,23B 3,84d 12,80A

K-3,4 2,34a 12,16A 1,35b 16,70B 1,88a 15,43B 3,62d* 12,04A

K-3,7 10,27a* 53,37A* 2,64b 32,70B* 4,77c* 39,15C* 18,73d* 62,40D

Grupo II:  Hojas Jóvenes

Otoño Invierno Primavera Verano

Tabla 82: Cantidad de flavonoides en hojas jóvenes del Grupo II a lo largo del año, expresada como 
mg de flavonoide por g de peso seco de hoja y como porcentaje relativo al total de flavonoides.

ABCD: diferencias de los % entre estaciones, letras iguales=significativamente no diferentes p>0,05 (Mann-Whitney U-
test).
abcd: 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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mg/gHoja % mg/gHoja % mg/gHoja % mg/gHoja %

Ap 0,14a 1,03A 0,04b 0,62A 0,07ab 0,54A* 0,22c 0,91A

K-3 1,93a* 14,51A* 0,32b 4,38B 0,54c 4,40B 1,67a 6,95C

Ap-4´ 1,13a 8,52AB 0,68b 9,46A 1,05ab 8,57AB* 1,50c 6,23B

Ap-7 1,43a 10,77A 0,88b 12,17A 1,69a 13,81A* 2,87c 11,96A

K-3,4 1,47a 11,07A 1,03b 14,25B 1,20ab 9,79A* 3,11c* 12,93AB

K-3,7 7,21a 54,11A 4,27b* 59,12B* 7,68a* 62,88C* 14,66c* 61,02BC*

Grupo I:  Hojas Viejas

Otoño Invierno Primavera Verano

Tabla 83: Cantidad de flavonoides en hojas viejas del grupo I a lo largo del año, expresada como
mg de flavonoide por g de peso seco de hoja y como porcentaje relativo al total de flavonoides.

ABCD: diferencias de los % entre estaciones, letras iguales=significativamente no diferentes p>0,05 (Mann-Whitney U-
test).
abcd: 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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mg/gHoja % mg/gHoja % mg/gHoja % mg/gHoja %

Ap 0,12a 1,16A 0,04b 0,70A 0,08ab 1,03A* 0,21c 1,13A

K-3 0,95a* 9,26AC* 0,32b 5,15BC 0,42c 5,40BC 1,40d 7,33C

Ap-4´ 1,15a 11,16A 0,75c 11,98A 1,22ab 15,71B* 1,32b 6,91C

Ap-7 1,29a 12,57A 0,88b 14,13A 1,51a 19,34B* 2,62c 13,76A

K-3,4 1,31a 12,71A 0,76b 12,26A 1,03a 13,18A* 2,54c* 13,35A

K-3,7 5,46a 53,13A 3,48b* 55,77B* 3,53b* 45,33C* 10,96c* 57,53B*

Grupo II:  Hojas Viejas

Otoño Invierno Primavera Verano

Tabla 84: Cantidad de flavonoides en hojas viejas del grupo II a lo largo del año, expresada como
mg de flavonoide por g de peso seco de hoja y como porcentaje relativo al porcentaje total de
flavonoides.

ABCD: diferencias de los % entre estaciones, letras iguales=significativamente no diferentes p>0,05 (Mann-Whitney U-
test).
abcd: 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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mg/gTallo % mg/gTallo % mg/gTallo % mg/gTallo %

Ap 0,21a 1,42A 0,11a 1,53A 0,23a 2,12B 0,23a 1,22A

K-3 2,88a* 19,12A* 0,70b 9,99D 1,32c 12,30B 2,06d 11,11B

Ap-4´ 1,35a 8,97A 1,20a 17,05B* 2,38b 22,08C* 1,82c 9,81D

Ap-7 1,45ab 9,61A 1,02a 14,56B 1,66bc 15,41B 1,85c 10,00A

K-3,4 2,13a 14,12A* 1,23b 17,43A 1,59ab 14,74A 3,61c* 19,50B

K-3,7 7,05a* 46,76A* 2,77b 39,44B* 3,59c* 33,35C* 8,96d* 48,37A*

Grupo I:  Tallos

Otoño Invierno Primavera Verano

Tabla 85: Cantidad de flavonoides en tallos del Grupo I a lo largo del año, expresada como mg de
flavonoide por g de peso seco de tallo y como porcentaje relativo al total de flavonoides.

ABCD: diferencias de los % entre estaciones, letras iguales=significativamente no diferentes p>0,05 (Mann-Whitney U-
test).
abcd: 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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mg/gTallo % mg/gTallo % mg/gTallo % mg/gTallo %

Ap 0,21a 1,92AB 0,09b 1,52A 0,19a 2,36B 0,23a 1,56A

K-3 1,70a* 15,85A* 0,52b 8,85B 0,80c 9,74B 1,56a 10,68B

Ap-4´ 1,42ab 13,22A* 1,24a 21,04B* 2,38c 28,87C* 1,65b 11,26A

Ap-7 1,21ab 11,24A 0,97b 16,56B 1,53ac 18,64B 1,75c 11,97A

K-3,4 1,93a 17,93A* 1,16b 19,82A 1,41b 17,18A 2,93c* 20,04A

K-3,7 4,28a* 39,83A* 1,89b 32,21B* 1,91b* 23,21C* 6,51c* 44,49D*

Grupo II:  Tallos

Otoño Invierno Primavera Verano

Tabla 86: Cantidad de flavonoides en tallos del Grupo II a lo largo del año, expresada como mg de
flavonoide por g de peso seco de tallo y como porcentaje relativo al total de flavonoides.

ABCD: diferencias de los % entre estaciones, letras iguales=significativamente no diferentes p>0,05 (Mann-Whitney U-
test).
abcd: 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 jóvenes, viejas y tallos.

Si se representa la suma de apigeninas totales y kampferoles totales (Figura 18),

se aprecia claramente que, independientemente del órgano 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 síntesis 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

concentración de kampferoles en el Grupo II durante el verano.

En el apartado anterior (Tablas 79-86) se aprecia claramente que la secreción de

todos los flavonoides presenta variación estacional y la velocidad de síntesis aumenta o

disminuye según 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

año 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 variación 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 variación estacional, así, el mayor aporte de Ap-4´ es durante el invierno en
hojas jóvenes y viejas, mientras que en tallos la inducción de la síntesis se encuentra

desplazada hacia la primavera. Además, se aprecian diferencias significativas entre los

grupos, observándose siempre mayor porcentaje (más del 3%) en las muestras del
Grupo II, a excepción de la estación estival.
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Durante el verano, y en todas las muestras, la síntesis de las apigeninas está

desplazada hacia Ap-7. El Grupo I posee mayor cantidad de esta apigenina,

apreciándose diferencias significativas entre grupos en otoño e invierno en las hojas
jóvenes, en primavera en las hojas viejas y en otoño en los tallos.

En el caso de los kampferoles, el análisis de la secreción de K-3 en términos de
kampferoles totales, pone de manifiesto que su síntesis es estimulada en los tres órganos

en otoño, y además, en tallos durante la primavera. Este flavonol en las hojas, tanto

nuevas como viejas, es más potenciado en las poblaciones del Grupo II, encontrándose
diferencias significativas durante el invierno en hojas jóvenes y en otoño en hojas

viejas. Por el  contrario, en tallos es más 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 más inducido en hojas jóvenes, 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 II, pero en el grupo I se potencia su síntesis

en Invierno y verano. Este flavonol contribuye con un porcentaje mayor en las
poblaciones del Grupo II, dónde se observan diferencias significativas en la primavera

para las hojas jóvenes, en primavera y otoño en hojas viejas y en invierno, primavera y
otoño en los tallos.

En cuanto al K-3,7 existe un mayor aporte en hojas jóvenes 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,
detectándose diferencias significativas ,en hojas jóvenes y tallos durante todo el año a

excepción del verano; y en hojas viejas únicamente en primavera.



 
 

 
Figura 18: Distribución de la cantidad de Apigeninas totales (■Grupo I; ■Grupo II) 
y Kamferoles totales (▲Grupo I; ▲Grupo II) a lo largo del año (invierno: I, 
primavera: P, verano: V, y otoño: O) en hojas jóvenes (HJ), hojas viejas (HV) y 
tallos (T) en cada uno de los grupos (GI: Grupo I y GII: Grupo II). 
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Hoja Joven (GI) Otoño Invierno Primavera Verano

Ap/Apt 4,76a 3,64a 3,38a 4,04a

K-3/Kt 15,91a 12,62a* 11,11a 8,03b

Ap-4´/Apt 39,82a* 50,27b* 44,64c 31,29d

Ap-7/Apt 55,42a* 46,09b* 51,98a 64,66c

K-3,4´/Kt 13,42a 25,88b 22,06c* 15,55d

K-3,7/Kt 70,68ª* 61,50b* 66,83c* 76,42d

Hoja Joven (GII) Otoño Invierno Primavera Verano

Ap/Apt 4,69a 3,67a 3,23a 4,18a

K-3/Kt 18,32a 14,83a* 11,51a 8,22b

Ap-4´/Apt 45,47a* 53,11b* 46,57a 28,03c

Ap-7/Apt 49,83a* 43,22b* 50,19a 67,8c

K-3,4´/Kt 15,15a 28,79b 25,01c* 14,85a

K-3,7/Kt 66,53a* 56,38b* 63,48c* 76,93d

Tabla 87: Relación, expresada como porcentaje, de cada apigenina y
kampferol respecto a las apigeninas y kampferoles totales a lo largo del
año en el exudado de las hojas jóvenes del Grupo I.

Tabla 88: Relación, expresada como porcentaje, de cada apigenina y
kampferol respecto a las apigeninas y kampferoles totales a lo largo del
año en el exudado de las hojas jóvenes del Grupo II.

abcd: diferencias entre estaciones, letras iguales= significativamente no diferentes 
p>0,05 (Mann-Whitney U-test).
*: significativamente diferente con el otro grupo.

abcd: diferencias entre estaciones, letras iguales= significativamente no diferentes 
p>0,05 (Mann-Whitney U-test).
*: significativamente diferente a su homólogo en el otro grupo.
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Hoja Vieja (GI) Otoño Invierno Primavera Verano

Ap/Apt 5,08a 2,79a 2,38a 4,76a

K-3/Kt 18,20a* 5,63b 5,71b 8,59b

Ap-4´/Apt 41,92a* 42,50a 37,37b* 32,61c

Ap-7/Apt 53,0a 54,71a 60,25b* 62,63b

K-3,4´/Kt 13,89a* 18,33b 12,71a* 15,98b

K-3,7/Kt 67,91a 76,04b 81,58c* 75,43b

Hoja Viejas (GII) Otoño Invierno Primavera Verano

Ap/Apt 4,66a 2,61a 2,86a 5,17a

K-3/Kt 12,33a* 7,05b 8,45bc 9,37c

Ap-4´/Apt 44,84a* 44,68a 43,55b* 31,71c

Ap-7/Apt 50,5a 52,7ac 53,59bc* 63,13d

K-3,4´/Kt 16,93a* 16,75a 20,62a* 17,07a

K-3,7/Kt 70,74a 76,20b 70,92a* 73,56b

Tabla 89: Relación, expresada como porcentaje, de cada apigenina y
kampferol respecto a las apigeninas y kampferoles totales a lo largo del
año en el exudado de las hojas viejas del Grupo I.

Tabla 90: Relación, expresada como porcentaje, de cada apigenina y
kampferol respecto a las apigeninas y kampferoles totales a lo largo del
año en el exudado de las hojas viejas del Grupo II.

abcd: diferencias entre estaciones, letras iguales= significativamente no diferentes 
p>0,05 (Mann-Whitney U-test).
*: significativamente diferente a su homólogo en el otro grupo.

abcd: diferencias entre estaciones, letras iguales= significativamente no diferentes 
p>0,05 (Mann-Whitney U-test).
*: significativamente diferente a su homólogo en el otro grupo.
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Tallo (GI) Otoño Invierno Primavera Verano

Ap/Apt 7,10a 4,63b 5,34ab 5,81a

K-3/Kt 23,9a 14,95b 20,37c 14,06b

Ap-4´/Apt 44,86a* 51,45b 55,74c 46,65a

Ap-7/Apt 48,03a* 43,92b 38,91c 47,54a

K-3,4´/Kt 17,65a* 26,07bc* 24,4b* 24,69c*

K-3,7/Kt 58,46ab* 58,98b* 55,22c* 61,25a

Tallo (GII) Otoño Invierno Primavera Verano

Ap/Apt 7,26a 3,88b 4,73ab 6,28ab

K-3/Kt 21,53a 14,53b 19,44a 14,20b

Ap-4´/Apt 50,12a* 53,78b 57,9c 45,44a

Ap-7/Apt 42,62a* 42,34a 37,38b 48,28c

K-3,4´/Kt 24,36a* 32,55b* 34,26b* 26,65a*

K-3,7/Kt 54,11a* 52,91a* 46,30b* 59,15c

Tabla 91: Relación, expresada como porcentaje, de cada apigenina y
kampferol respecto a las apigeninas y kampferoles totales a lo largo del
año en el exudado de los tallos del Grupo I.

Tabla 92: Relación, expresada como porcentaje, de cada apigenina y
kampferol respecto a las apigeninas y kampferoles totales a lo largo del
año en el exudado de los tallos del Grupo II.

abcd: diferencias entre estaciones, letras iguales= significativamente no diferentes 
p>0,05 (Mann-Whitney U-test).
*: significativamente diferente a su homólogo en el otro grupo.

abcd: diferencias entre estaciones, letras iguales= significativamente no diferentes 
p>0,05 (Mann-Whitney U-test).
*: significativamente diferente a su homólogo en el otro grupo.
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IV.7.- EFECTO ANTIHERBÍVORO DEL EXUDADO DE C.
ladanifer.

IV.7.1. Modulación de la actividad Ca2+-ATPasa por flavonoides contenidos en el
exudado de C. ladanifer.

IV.7.1.1.- Efecto del exudado sobre la actividad Ca2+-ATPasa.

La actividad Ca2+-ATPasa se midió utilizando el ensayo acoplado que se indica
en Materiales y Métodos (apartado III.7.1.2). En la Figura 19 se muestra como se

realizaron las medidas de la actividad Ca2+-ATPasa. Primeramente, antes de disparar la
reacción con ATP se registró una línea base (LB) para comprobar que la absorción de la

mezcla a 340nm está alrededor de 1,5 y que no se registra variación de absorción en

función del tiempo. Cuando se añade ATP se observa una caída de la señal que indica
que el sistema de enzimas acopladas funciona perfectamente. La señal se registró

durante unos minutos, hasta obtener una pendiente a partir de la cual se pudo medir la
actividad de las vesículas de retículo sarcoplásmico selladas.

La secuencia de pendientes, Figura 19 (Panel A), muestra el efecto del exudado

sobre la velocidad de actividad Ca2+-ATPasa de vesículas RS perfectamente selladas.
De manera genérica, se registró el efecto de añadir de forma secuencial 30µg/ml de

exudado hasta llegar a una concentración final de 180µg/ml. En esta figura se muestra el

efecto de las concentraciones añadidas a la cubeta de 30 y 120µg/ml de exudado

representadas como F1 y F2 respectivamente, observándose que la pendiente se

incrementa al aumentar la concentración del exudado, lo que indica que se estimula la

actividad ATPasa de las membranas de RS. Puesto que en vesículas de RS selladas, la
actividad ATPasa se encuentra fuertemente inhibida por el gradiente de Ca2+ que se

establece a través de la membrana de RS (véase la introducción), estos resultados
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sugieren que se produce un notable aumento de la permeabilidad a Ca2+ de las

membranas de RS por acción del exudado. Este punto se ha cuestionado

experimentalmente más adelante.

La secuencia de pendientes, Figura 19 (Panel B), muestra el efecto del exudado

sobre la actividad Ca2+-ATPasa de vesículas RS permeabilizadas. En este caso, la
calcimicina se añadió antes del exudado, observándose que la pendiente disminuye al

aumentar la concentración del exudado. Esta disminución de la pendiente implica

inhibición de la actividad Ca2+-ATPasa. Por último, se añade EGTA con el fin de medir
la actividad independiente de Ca2+, para la que se obtuvo un valor promedio de 0,3±0,1

UI/mg proteína de RS.

Estos resultados se pasaron a UI/mg proteína de RS, se restó la actividad

independiente de Ca2+ y se calcularon como porcentaje relativo respecto al control

(actividad Ca2+-ATPasa sin exudado), representándose frente a la concentración de
exudado. Así, la Figura 20 muestra la dependencia de la actividad Ca2+-ATPasa de RS

con la concentración de exudado en presencia de calcimicina. En esta figura puede

observarse que el exudado inhibe la actividad Ca2+-ATPasa, de forma monótonamente
dependiente con la concentración de exudado añadido al medio.

De estos resultados cabe destacar la baja concentración a la que este exudado es
activo, presentado una K0,5 muy baja. La cinética de inhibición presenta una K0,5 para el

exudado de 30µg/ml. Experimentalmente se comprobó que con una sola adición de

360µg/ml de exudado se alcanza un 70% de inhibición de la actividad de la proteína,

idéntica a la determinada a esta concentración en la titulación con exudado mediante

adiciones sucesivas de menor concentración.

La Figura 21 muestra la actividad Ca2+-ATPasa de RS sellado en función de la

concentración de exudado. En ella puede observarse que en vesículas perfectamente
selladas, es decir, que generan y mantiene un gradiente de Ca2+, la actividad se

incrementa de forma monótona al aumentar la concentración de exudado. De ello podría

inferirse que existe perdida significativa de gradiente de Ca2+ 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 concentración de Exudado de Cistus
ladanifer sobre la actividad Ca2+-ATPasa de vesículas RS en
presencia de calcimicina.
La actividad Ca2+-ATPasa se determinó en un medio que contiene
tampón Tes/Tris 0,1M, pH7 a 25ºC, KCl 0,1M, MgCl2 3mM, 50µg
de PK, 50µg de LDH, NADH 0,25mM y PEP 0,42mM y con una
concentración de proteína de 3µg/ml.
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IV.7.1.2.- Efecto de mezcla de flavonoides sobre la actividad Ca2+-ATPasa.

Con el fin de buscar los compuestos del exudado responsables de la inhibición
de la actividad Ca2+-ATPasa se estudió 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 probó con una mezcla de estos flavonoides

que asemeja a la proporción en la que estos compuestos están en el exudado de las hojas
jóvenes durante la primavera, cuya proporción es: 0,57% Ap / 4,27% K-3 / 14,47% Ap-

4´ / 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

Ca2+-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 Ca2+-ATPasa de vesículas RS perfectamente selladas. Se

registró el efecto de añadir de forma secuencial 6,06µg/ml de mezcla de flavonoides

hasta llegar a una concentración final de 33,33µg/ml.

En esta Figura se muestran el efecto de las concentraciones añadidas a la cubeta

de 12 y 27µg/ml de la mezcla de flavonoides representadas como F1 y F2,

respectivamente, observándose que la pendiente se mantenía constante. Por
consiguiente, la actividad de la Ca2+-ATPasa no se ve alterada por estas concentraciones

de flavonoides. A continuación se añade calcimicina, un ionóforo que permite la salida
de Ca2+ 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 Ca2+-ATPasa de vesículas RS permeabilizadas. En este caso, la

calcimicina se añadió antes de la mezcla de flavonoides, observándose que la pendiente

disminuye al aumentar la concentración de flavonoides. Esta disminución de la
pendiente implica inhibición de la actividad Ca2+-ATPasa.
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Por último, se añade EGTA con el fin de medir la actividad independiente de

Ca2+, 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 Ca2+-ATPasa de vesículas RS en ausencia
(Panel A) y en presencia (Panel B) de calcimicina (A23187). F1 y F2 representan las concentraciones añadidas a la cubeta de
6,06 y 33,33µg/ml de mezcla de flavonoides, respectivamente. 
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Estos resultados se pasaron a UI/mg proteína de RS, se restó la actividad
independiente de Ca2+ y se calcularon como porcentaje relativo respecto al control
(actividad Ca2+-ATPasa en ausencia de la mezcla de flavonoides), representándose
frente a la concentración de flavonoides. Así, la Figura 23 muestra la dependencia de la
actividad Ca2+-ATPasa de RS con la concentración de flavonoides en presencia de
calcimicina. En esta figura puede observarse que la mezcla inhibe la actividad Ca2+-
ATPasa, de forma monótonamente dependiente con la concentración de flavonoides
añadida al medio, hasta una concentración de 33µg/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 concentración a la que esta mezcla es
activa, presentado una K0,5 muy baja. La cinética de inhibición presenta una K0,5 para la
mezcla de flavonoides de 15µg/ml. Experimentalmente se comprobó que con una sola
adición de 33,33µg/ml de flavonoides se alcanza un 60% de inhibición de la actividad
de la proteína, un valor idéntico al alcanzado tras varias adiciones de menor cuantía.

La Figura 24 muestra la actividad Ca2+-ATPasa de RS sellado en función de la
concentración de flavonoides. En ella puede observase que en vesículas perfectamente
selladas, es decir, en presencia de gradiente de Ca2+, la actividad no se ve
significativamente alterada. De ello podría inferirse que no hay perdida significativa de
gradiente de Ca2+ 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 concentración de mezcla de Flavonoides de 
Cistus ladanifer sobre la actividad Ca2+-ATPasa de vesículas RS en 
presencia de calcimicina. 
La actividad Ca2+-ATPasa se determinó en un medio que contiene 
tampón Tes/Tris 0,1M, pH7 a 25ºC, KCl 0,1M, MgCl2 3mM, 50µg 
de PK, 50µg de LDH, NADH 0,25mM y PEP 0,42mM y con una 
concentración de proteína de 3µg/ml.  

[Mezcla Flavonoides] (µµµµg/ml) 
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Figura 24: Efecto de la concentración de Mezcla de Flavonoides 
de Cistus ladanifer sobre la actividad Ca2+-ATPasa de vesículas 
RS en ausencia de calcimicina. 
La actividad Ca2+-ATPasa se determinó en un medio que 
contiene tampón Tes/Tris 0,1M, pH7 a 25ºC, KCl 0,1M, MgCl2 
3mM, 50µg de PK, 50µg de LDH, NADH 0,25mM y PEP 
0,42mM y con una concentración de proteína de 3µg/ml.  

[Mezcla Flavonoides] (µµµµg/ml) 
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IV.7.1.3.- Efecto de la concentración de cada flavonoides sobre la actividad Ca2+-
ATPasa.

IV.7.1.3.1.- Modulación por apigenina y derivados metilados.

La actividad Ca2+-ATPasa se midió utilizando el ensayo acoplado que se indica
en Materiales y Métodos (apartado III.7.1.2). Los resultados obtenidos se pasaron a

UI/mg proteína de RS, se restó la actividad independiente de Ca2+ y se calcularon como

porcentaje relativo respecto al control (actividad Ca2+-ATPasa sin flavona),
representándose frente a la concentración de cada apigenina. La Figura 25 (Panel A)

muestra la dependencia con la concentración de flavona de la actividad Ca2+-ATPasa de
RS en presencia de calcimicina.

En esta figura puede observarse que la apigenina inhibe la actividad Ca2+-

ATPasa, de forma monótonamente dependiente con la concentración de apigenina
añadida al medio, hasta una concentración de 50µM a partir de la cual no se observa

incremento significativo en la inhibición. Los resultados se ajustaron a la siguiente

ecuación:

%Activ. Ca2+-ATPasa = 100 – [ (Imáx · [Ap]) / K0,5 + [Ap]] ;

de lo que se puede deducir que la interacción de apigenina con la Ca2+-ATPasa se

realiza por un proceso simple por unión a sitios inhibidores con un valor de constante de
disociación definida (K0,5). De estos resultados cabe destacar la baja concentración a la

que este compuesto es activo, presentado una K0,5 muy baja (del orden de µΜ). La

cinética de inhibición presenta una K0,5 para apigenina de 20µM. Experimentalmente se

comprobó que con una sola adición de 70µM de apigenina se alcanza un 60-70% de

inhibición de la actividad de la proteína, un valor de inhibición idéntico al alcanzado

tras varias adiciones de menor cuantía, que sumadas dan 70µM de apigenina. Estos

parámetros cinéticos se han obtenido mediante ajuste por regresión no lineal de los
datos para este proceso de inhibición.
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En los resultados obtenidos de las medidas realizadas para determinar la

actividad Ca2+-ATPasa en presencia de Ap-4´ y Ap-7, se observó un comportamiento

diferente al que presenta apigenina sin metilar. En esta misma figura, al contrario de
apigenina puede observarse que la actividad Ca2+-ATPasa no es significativamente

alterada al añadir Ap-4´ ó Ap-7 al medio de ensayo.

La Figura 25 (Panel B) muestra la actividad Ca2+-ATPasa de RS sellado en

función de la concentración de flavona. En ella puede observase que en vesículas

perfectamente selladas, es decir, en presencia de gradiente de Ca2+, la actividad en
presencia de apigenina, no se ve significativamente alterada. De ello podría inferirse que

no hay perdida significativa de gradiente de Ca2+ 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 concentración superior a 80µM. De ello podría inferirse que estos

flavonoides provocan perdida de gradiente de Ca2+.



Figura 25: Efecto de la concentración de flavonas sobre la actividad Ca2+-ATPasa de vesículas
RS  en presencia (Panel A) y ausencia (Panel B) de calcimicina.  Siendo -   -: Apigenina, -   -:
4´(O)-metil-Apigenina y −   −: 7(O)-metil-Apigenina.

La actividad Ca2+-ATPasa se determinó en un medio que contiene tampón Tes/Tris 0,1M, pH7 a
25ºC, KCl 0,1M, MgCl2 3mM, 50µg de PK, 50µg de LDH, NADH 0,25mM y PEP 0,42mM y con
una concentración de proteína de 3µg/ml.
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IV.7.1.3.2.- Modulación por 3-O-metilkampferol, 3,4´-di-O-metilkampferol y 3,7-di-O-

metilkampferol.

Al igual que para los flavonoides anteriores, la actividad Ca2+-ATPasa en

presencia de 3-O-metilkampferol, 3,4´-di-O-metilkampferol ó 3,7-di-O-metilkampferol
se midió utilizando el ensayo acoplado que se indica en Materiales y Métodos, y se

siguió el mismo procedimiento en el análisis de resultados. En la Figura 26 (Panel A y

Panel B)se representa la dependencia con la concentración de flavonol de la actividad
Ca2+-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 Ca2+-ATPasa de forma monótonamente dependiente con la concentración

añadida al medio, hasta una concentración de 100µM a partir de la cual no se observa

incremento significativo en la inhibición. Los resultados también se ajustaron a la
misma ecuación descrita para la apigenina:

%Activ. Ca2+-ATPasa = 100 – [ (Imáx · [K-3]) / K0,5 + [K-3]]

de lo que se puede deducir que la interacción de K-3 con la Ca2+-ATPasa se realiza por
un proceso simple por unión a sitios inhibidores, presentando una K0,5 mayor que para

apigenina. La cinética de inhibición presenta una K0,5 para K-3 de 60µΜ. La única

diferencia que presenta K-3 frente a la apigenina, es que este flavonoide no presenta una
inhibición tan fuerte como la apigenina, llegando a ser del 50% y necesitando para ello

una concentración mayor, que llega a ser de 100µΜ.

Como puede observarse en la Figura 26 (Panel A), 3,4´-di-O-metilkampferol

presenta efectos muy diferente a los anteriores, presentando un comportamiento bifásico
en vesículas permeabilizadas, lo que recuerda a la modulación de la Ca2+-ATPasa por

anestésicos locales (Gutierrez-Merino y col., 1989). Así, en esta figura se observa que la

actividad de la Ca2+-ATPasa en presencia de calcimicina no se ve alterada al añadir K-
3,4´ al medio de ensayo hasta llegar a una concentración de 40µΜ, a partir de la cual, la
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actividad es inhibida de forma monótonamente dependiente con la concentración,

llegando a ser del 60% con una concentración de 100µΜ a partir de la cual no se

observa incremento significativo. En este caso la cinética de inhibición de K-3,4´

presenta una K0,5 de 60µM coincidiendo con la que presenta K-3, pero a diferencia de

éste, K-3,4´ presenta un 20-30% más de inhibición 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 Ca2+-ATPasa en presencia de calcimicina

no es fuertemente alterada al añadir 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 monótona al aumentar la
concentración de K-3,7, indicando que este flavonoide provoca pérdida de gradiente de

Ca2+. La única diferencia con Ap-4´y Ap-7, es que este flavonoide presenta una mayor

potencia, ya que con una concentración de 20µΜ consigue duplicar la actividad Ca2+-

ATPasa, mientras que con una concentración de 120µΜ de Ap-4´ ó Ap-7 no se llega a

duplicar esta actividad.

Cuando se registra la actividad en ausencia de calcimicina en función de la

concentración 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 Ca2+, punto que se ha cuestionado en los experimentos presentados más adelante.
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Figura 26: Efecto de la concentración de flavonoles sobre la actividad Ca2+-ATPasa de vesículas
RS en presencia (Panel A) y ausencia (Panel B) de calcimicina. Siendo -  -  : 3(O)-metil-
Kampferol, -    -  : 3,4´(O)-dimetil-Kampferol y -   -  : 3,7(O)-dimetil-Kampferol.

La actividad Ca2+-ATPasa se determinó en un medio que contiene tampón Tes/Tris 0,1M, pH7 a
25ºC, KCl 0,1M, MgCl2 3mM, 50µg de PK, 50µg de LDH, NADH 0,25mM y PEP 0,42mM y con
una concentración de proteína de 3µg/ml.
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IV.7.1.4.- Efecto de los flavonoides sobre los niveles de Ca2+ en vesículas de RS en
condiciones de estado estacionario.

Se ha estudiado la posible variación inducida por el exudado y los flavonoides

en los niveles de Ca2+ alcanzados en condiciones de estado estacionario en vesículas de
RS. Para ello se ha utilizado el indicador de iones metálicos arsenazo III.

La titulación con EGTA para hallar la equivalencia entre descenso de

absorbancia y nmoles de Ca2+ capturado, indica una relación de 10 mDO por cada
(11±1,6) nmoles de Ca2+ capturado (véase Materiales y Métodos, apartado III.7.1.4;

Figura 6).

El nivel de acumulación de Ca2+ obtenido en muestras experimentales ha sido de

(81,4±17,6)nmoles de Ca2+/mg de proteína, nivel que entra dentro del intervalo de

acumulación publicado por otros autores, que oscila entre 80 y 100 nmoles de Ca2+/mg
de proteína (Meissner, 1975; Fernandez-Salguero y col., 1990).

En la Tabla 93 se muestra el tanto por ciento respecto al control del nivel  de

acumulación de Ca2+ acumulado por estas vesículas en presencia de distintas
concentraciones del exudado. En ella observamos que las vesículas pierden capacidad

de acumulación de Ca2+ a medida que aumenta la concentración 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 Ca2+ acumulado por estas vesículas, Ap,
K-3 y K-3,4´ no producen perdida de gradiente de Ca2+, mientras que con Ap-4´, Ap-7 y

K-3,7 el nivel de acumulación de Ca2+ se ve alterado, disminuyendo hasta casi un 30%
el nivel de Ca2+ acumulado. Luego, de estos resultados puede deducirse que el

tratamiento de vesículas RS con exudado y con los flavonoides Ap-4´, Ap-7 y K-3,7

disminuye significativamente la capacidad de acumulación de Ca2+ por las mismas.
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% de acumulación de Ca2+

Control 100%

Exudado (30µg/ml) 98%

Exudado (180µg/ml) 100%

Exudado (360µg/ml) 85,5%

Exudado (450µg/ml) 74,6%

Exudado (540µg/ml) 35%

Exudado (720µg/ml) 28%

Exudado (2160µg/ml) 33%

% de acumulación de Ca2+

Control 100%

Ap (60µM) 100%

Ap-4´ (100µM) 72,3%

Ap-7 (100µM) 73,2%

K-3 (60µM) 100%

K-3,4´ (60µM) 100%

K-3,7 (60µM) 72%

Tabla 93: Nivel de Ca2+ acumulado en vesículas de retículo
sarcoplásmico en presencia del exudado de Cistus 
ladanifer y expresado como porcentaje relativo al Ca2+ 

acumulado en ausencia de dicho exudado (500µg/ml de
proteína).

Tabla 94: Nivel de Ca2+ acumulado en vesículas de retículo
sarcoplásmico en presencia de los flavonoides estudiados y
expresado como porcentaje relativo al Ca2+ acumulado en
ausencia de dichos flavonoides (500µg/ml de proteína).



226

IV.7.1.5.- Estabilidad de la actividad Ca2+-ATPasa en vesículas de RS tratadas con
flavonoides.

Se trataron vesículas de RS en el medio de ensayo descrito en Materiales y

Métodos (apartado III.7.1.2), a 25ºC con una concentración de 40µM para apigenina. Se

realizaron tres ensayos con diferentes periodos de incubación de 5, 15 y 30 minutos.
Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 27. En ella puede observarse

que la inhibición con apigenina, de la actividad en presencia de calcimicina tiene lugar
rápidamente, en menos de 5 minutos y se mantiene al menos durante 30 minutos.

Este mismo experimento se repitió para los flavonoides que inhiben la actividad

Ca2+-ATPasa en vesículas permeabilizadas, como K-3 y K-3,4´, obteniéndose para estos
los mismos resultados.

Esto sugiere que el proceso de interacción de estos flavonoides, Ap, K-3 y K-
3,4´, con la Ca2+-ATPasa, tiene lugar rápidamente y se mantiene durante al menos 30

minutos.
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Figura 27: Dependencia con el tiempo de incubación de la
actividad Ca2+-ATPasa de vesículas RS permeabilizadas en
presencia de [Ap]=40µM.
La actividad Ca2+-ATPasa se determina en medio que contiene
tampón Tes/Tris 0,1M, pH 7 a 25ºC, KCl 0,1M, MgCl2 3mM,
CaCl2 0,1mM, 50µg de PK, 50µg de LDH, 0,25mM y PEP
0,42mM y con una concentración de proteína de 3mg/ml. A
tiempo 0 el valor obtenido es la actividad Ca2+-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 Ca2+ de la actividad Ca2+-ATPasa.

Hemos estudiado el efecto de concentraciones de 40µM de Ap y 80µM de K-3 y

K-3,4´ que inhiben la actividad Ca2+-ATPasa de RS entre un 60-70%, sobre la

dependencia de esta actividad con la concentración de Ca2+ libre, ajustada utilizando
tampones Ca2+-EGTA como se indica en Materiales y Métodos.

Los resultados obtenidos con RS permeabilizado, normalizados al 100% de

actividad a saturación de Ca2+ para cada conjunto de datos experimentales se muestran
la Figura 28 y se han analizados utilizando la ecuación de Hill. Estos resultados

muestran que la afinidad de la enzima por Ca2+, a pH 7, 25ºC y en presencia de 40µM

de apigenina no se ve alterada. Por tanto, la inhibición de la Ca2+-ATPasa por apigenina

se realiza mediante un proceso no competitivo con Ca2+.

Por el contrario, en presencia de 80 µM de K-3 ó K-3,4´, la afinidad de la

enzima por Ca2+, a pH 7, 25ºC se ve alterada, desplazando la K0,5 desde un valor de

0,1µM para el control hasta un valor de 0,2µM para K-3 y K-3,4´.

El análisis de la curva de saturación con Ca2+ 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 concentración de Ca2+ para activarse, una vez llegada

a una concentración determinada (0,1µM), la afinidad de la proteína por Ca2+ aumenta

más fuertemente, haciéndose más cooperativa. Por tanto, estos resultados sugieren que

K-3 y K-3,4´ desplazan a la enzima hacia el estado E2 (que no une Ca2+, véase
introducción). El resultado funcional es un aumento del umbral de Ca2+ para la

estimulación de la Ca2+-ATPasa y, por tanto, para iniciar la relajación muscular en

presencia de K-3 y de K-3,4´.
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Figura 28: Dependencia con la concentración de Ca2+ de la
actividad Ca2+-ATPasa en presencia de flavonoides. La
actividad Ca2+-ATPasa se determinó en un medio que contiene
tampón Tes/Tris 0,1M, pH 7 a 25ºC, KCl 0,1M, MgCl2 3mM,
50µg de LDH, 50µg de PK, NADH 0,25mM y PEP 0,42mM y
con una concentración de proteína de 3µg/ml.
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IV.7.1.7.- Interacción de los flavonoides con la Ca2+-ATPasa de RS.

Los resultados obtenidos en los estudios cinéticos expuestos anteriormente
sugieren la modulación de la actividad Ca2+-ATPasa de RS y, por tanto, del transporte

activo de Ca2+ a través de estas membranas, es mediante la interacción de los
flavonoides estudiados con la proteína. Por su relevancia, esta posibilidad ha sido

cuestionada más detenidamente. A tal fin hemos realizado estudios de fluorescencia

intrínseca.

La Figura 29 muestra los espectros de fluorescencia de emisión y excitación de

RS y de RS más 3µM de apigenina.
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Figura 29: Longitudes de onda de excitación y emisión a
280nm y 335nm, respectivamente. Línea negra: Espectro de
emisión de RS (a) y espectro de excitación de RS (b). Línea
roja: Espectro de emisión de RS en presencia de Apigenina
3mM. Línea amarilla: Espectro de emisión (Raman) del
tampón.

a
b
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IV.7.1.7.1.- Efecto de los flavonoides sobre la fluorescencia intrínseca de las 

membranas de RS. 

 

Se ha medido la dependencia de la fluorescencia intrínseca de RS con la 

concentración de cada uno de los flavonoides estudiados. La Figura 30 muestra el efecto 

de la concentración de los flavonoides a pH7 sobre la fluorescencia intrínseca de RS. 

Estos resultados muestran que estos flavonoides producen una fuerte extinción de esta 

fluorescencia, saturándose entre el 75 y 85% de extinción para los diferentes 

flavonoides estudiados. 

Teniendo en cuenta que los agentes que extinguen la fluorescencia intrínseca de 

la Ca2+-ATPasa a través de la bicapa lipídica alcanzan el 80% de extinción de esta 

fluorescencia (London y Feigenson, 1981; East y Lee, 1982), estos resultados sugieren 

que existe una interacción directa de estos flavonoides con la Ca2+-ATPasa de RS.  

Como puede observarse en la Figura 30, la extinción de fluorescencia de Ca2+-

ATPasa de RS con K-3,7 es más fuerte que con Ap y K-3, quedando los demás 

flavonoides en una posición intermedia. Consecuentemente, Ap-4´, Ap-7, K-3,4´ y K-

3,7 van a presentar mayor coeficiente de partición en la membrana de RS que Ap y K-3. 

Esto podría ser debido a que un grupo metilo más, tanto en Ap como en K-3, 

incremente su hidrofobicidad y, por tanto, se integran con mayor facilidad en la 

membrana. Pero también podría ser debido a interacción diferencial con la Ca2+-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 Ca2+, mientras el resto, Ap, K-3 y K-3,4´, presentan un comportamiento 

diferente cuando actúan como inhibidores de la actividad Ca2+-ATPasa. 
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Figura 30: Dependencia de la fluorescencia intríseca de RS (50µg/ml) 

con la concentración de flavonoides. Las medidas de fluorescencia se 

realizaron en tampón 0,1M Tes/0,1M KCl y 3mM MgCl2 [pH 7], con 

longitudes de onda de excitación y de emisión de 280nm y 335nm, 

respectivamente. Las líneas continuas corresponden al ajuste por regresión 

no lineal a la ecuación siguiente: (F/F0)= 1- Elim·{[I]/K0,5+[I]}, donde [I] es 

la concentración de flavonoide, Elim es la extinción de fluorescencia a 

saturación del flavonoide y K0,5 es la concentración de flavonoide a la que se 

produce el 50% del máximo de extinción de fluorescencia. Los datos se 

ajustan satisfactoriamente con un valor de Elim igual a un (75-85)% de 

extinción de fluorescencia. 
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IV.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 extinción de fluorescencia intrínseca de RS no es simplemente 

producto de adsorción de los flavonoides a la Ca2+-ATPasa, se realizaron titulaciones de 

liposomas (Fosfatidilcolina + 10% octil-Trp) con cada uno de los flavonoides. La Figura 

31 muestra el efecto de la concentración 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, KCl 0,1M y Mg2+ 3mM a pH 7. 

Los resultados obtenidos muestran que todos los flavonoides estudiados 

producen una fuerte extinción de esta fluorescencia, llegando a ser del 80-90% a 

saturación, un valor similar al obtenido en las titulaciones de fluorescencia intrínseca de 

RS. Por tanto, la extinción de la fluorescencia de las membranas de RS es debida a la 

incorporación de estos flavonoides en la bicapa lipídica. 
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Figura 31: Dependencia de la fluorescencia de liposomas 
(Fosfatidilcolina + 10% octilTrp) con la concentración de 
flavonoides. Las medidas de fluorescencia se realizaron en tampón 
0,1M Tes/0,1M KCl y 3mM MgCl2 [pH 7], con longitudes de onda de 
excitación y de emisión de 280 nm y 335 nm, respectivamente. Las 
líneas continuas corresponden al ajuste por regresión no lineal a la 
ecuación siguiente: (F/F0)=1- Elim·{[I]/K0,5+[I]}, donde [I] es la 
concentración de flavonoide, Elim es la extinción de fluorescencia a 
saturación del flavonoide y K0,5 es la concentración de flavonoide a la 
que se produce el 50% del máximo de extinción de fluorescencia. Los 
datos se ajustaron satisfactoriamente con un valor de elim. Igual a un 
(95-100)% de extinción de fluorescencia. 
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La Tabla 95 muestra la relación entre la K0,5 de la extinción de fluorescencia

intrínseca de las membranas de retículo sarcoplásmico y la K0,5 de la extinción de

fluorescencia de liposomas para cada uno de los flavonoides estudiados. Puesto que a
mayor tendencia a particionar en la bicapa lipídica, menor es el valor de (K0,5)lip, el

coeficiente (K0,5)lip/(K0,5)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 lipídica. Si observamos la Tabla 95 podemos distinguir dos

comportamientos diferentes; Ap y K-3, que muestran una (K0,5)RS mayor que (K0,5)lip, y
por tanto, una relación (K0,5)lip/(K0,5)RS menor que 1, y Ap-4´, Ap-7, K-3,4´y K-3,7 que

muestran el caso opuesto, y por tanto, una relación (K0,5)lip/(K0,5)RS mayor que 1. Estos
resultados sugieren que los flavonoides más 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 lipídica pura,

apoyando la hipótesis de que, interaccionan más fuertemente con la Ca2+-ATPasa.

Flavonoide (K0,5)RS (K0,5)lip (K0,5)lip/(K0,5)RS

Ap 4,5 2,9 0,6

Ap-4´ 2,7 4,3 1,6

Ap-7 1,8 2,5 1,4

K-3 4,3 3,8 0,9

K-3,4´ 3,2 4,9 1,5

K-3,7 1,9 4,8 2,5

(K0,5)RS: concentración de flavonoide a la que se produce el 50% de extinción de
fluorscencia intríseca de las membranas de RS.
(K0,5)lip: concentración de flavonoide a la que se produce el 50% de extinción de 
fluorescencia de liposomas.

Tabla 95: Relación entre K0,5 de la extinción de fluorescencia
intrínseca de las membranas de retículo sarcoplásmico y K0,5 de la
extinción de fluorescencia de liposomas para cada uno de los
flavonoides estudiados.
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IV.7.1.7.3.- Efecto de los flavonoides sobre la fluorescencia de L-Trp.

Se ha titulado la fluorescencia intrínseca de L-Trp con cada uno de los
flavonoides estudiados. La Figura 32 muestra el efecto de la concentración de los
flavonoides a pH 7 sobre la fluorescencia de L-Trp (10µM). Las medidas fueron
realizadas con diferentes concentraciones de flavonoide en un medio Tes 0,1M, KCl
0,1M, Mg2+ 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
extinción de esta fluorescencia. El flavonoide que produce mayor extinción, es Ap que
sólo alcanza el 30% de extinción de esta fluorescencia a una concentración de 50µM.

Por tanto, la fuerte extinción de la fluorescencia observada para octil-Trp
incorporado en liposomas es consecuencia de un fuerte incremento de la concentración
local del flavonoide en la bicapa lipídica, consecuencia de una favorable partición en
esta fase con respecto a la fase acuosa.
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Figura 32: Dependencia de la fluorescencia de L-Trp (10µM) con 
la concentración de flavonoides. Las medidas de fluorescencia se 
realizaron en tampón 0,1M Tes/0,1M KCl y 3mM MgCl2 [pH 7], con 
longitudes de onda de excitación y de emisión de 280 nm y 335 nm, 
respectivamente. Las líneas continuas corresponden al ajuste por 
regresión no lineal a la ecuación siguiente: (F/F0)=1- 
Elim·{[I]/K0,5+[I]}, donde [I] es la concentración de flavonoide, Elim es 
la extinción de fluorescencia a saturación del flavonoide y K0,5 es la 
concentración de flavonoide a la que se produce el 50% del máximo de 
extinción de fluorescencia. 
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IV.7.1.8.- Efecto de la concentración de RS sobre la inhibición de la actividad Ca2+-
ATPasa por apigenina, 3-O-metilkampferol y 3,4´-di-O-metilkampferol.

Los resultados de los ensayos sobre fluorescencia intrínseca nos indican que la

inhibición de la actividad Ca2+-ATPasa por Ap, K-3 y K-3,4´ se lleva a cabo mediante la
interacción directa con esta enzima. Para conocer si esta inhibición es debida a la

interacción de la proteína con la concentración de flavonoides de la fase acuosa o con la

concentración de la fase lipídica, se midió la actividad Ca2+-ATPasa en presencia de
calcimicina con diferentes concentraciones de RS tratadas con 40µM Ap, 80µM K-3 y

80µM 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 Ca2+-ATPasa con la
concentración de RS llegando a aproximadamente al (90-100)% de actividad.

Considerando la concentración total de lípidos a la concentración de RS a la que se
produce la saturación del efecto (8-10µg proteína/ml aproximadamente igual a 8-10µM

de lípidos), se puede deducir que la inhibición de la Ca2+-ATPasa es debida a la

interacción de estos flavonoides con la proteína a través de la fase acuosa y no de la fase

lipídica. Con una concentración de RS menor a 15µg/ml las membranas llegan al punto

de saturación de flavonoide quedando una cantidad despreciable de flavonoide libre en
la fase acuosa. A medida que aumentamos la concentración de RS disminuye la

concentración de flavonoide en la fase acuosa y en paralelo se produce una menor

inhibición de la actividad Ca2+-ATPasa, hasta una concentración de RS de 15µg/ml, a

partir de la cual la actividad llega a su máximo manteniéndose prácticamente constante.
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Figura 33: Dependencia con la concentración de RS de la 

inhibición por Apigenina, 3-O-Metilkampferol y 3,4´-Di-O-

metilkampferol. La actividad Ca2+-ATPasa se determinó en un 

medio que contiene tampón Tes/Tris 0,1M, pH 7 a 25ºC, KCl 

0,1M, MgCl2 3mM, CaCl2 0,1mM, 50µg de PK, 50µg 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

fracción de flavonoides de las hojas de C. ladanifer sobre las larvas de Galleria

mellonela, se observó que estos compuestos añadidos a la dieta de estas larvas

resultaban tan tóxicos 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

resultó 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 proporción

de 2mg/g no provocó 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 incorporación de 2mg/g de flavonoides en la dieta tiene un
efecto tóxico sobre las larvas de G. mellonela, ya que en las cuatro repeticiones

realizadas se registró una mortalidad del 60% de las larvas.

Tratamientos 1ªrepetición 2ªrepetición 3ªrepetición 4ªrepetición Media
Testigo 2 7 5 4 4 , 5a

Cipermetrina 14 15 15 13 1 4 , 2 5b

Exudado 10 5 6 4 6 , 2 5ac

Flavonoides 9 13 8 6 9c

Nº larvas muertas

Tabla 96: Promedio de larvas muertas en cada tratamiento. 

a,b,c : Diferencias entre tratamientos, letras coincidentes = significativamente no 
diferentes p>0,05 (ANOVA).



DISCUSIÓN
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FUNCIÓN ALELOPÁTICA.

Las plantas compiten con otras plantas por luz, agua y nutrientes. La producción,
acumulación y liberación de metabolitos secundarios, que inhiben la germinación 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 número considerable de casos, se

ejercen efectos alelopáticos entre plantas superiores. Las sustancias químicas implicadas
son generalmente productos derivados del metabolismo secundario, encontrándose las

toxinas implicadas en alelopatía 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 acción alelopática (aleloquímicos), siendo furanocumarinas, cumarinas

simples, piranocumarinas, ácido cinámico y sus derivados, catecol, hidroxiacetofenonas,
flavonoles y proantocianidinas los que mayor capacidad de inhibición presentaban

(Datta y Chatterjee, 1980; Ballester y col., 1982; Kil y Yim, 1983; Odén y col., 1992;

Nilsson y col., 1993; Pellisier, 1993; Macías y col., 1993; Li y col., 1993; Viles y Reese,
1996). Aunque el modo de acción de estos compuestos en el mecanismo de alelopatía

no se conoce, sí se ha demostrado que compuestos fenólicos como los flavonoides
pueden interferir en la formación del adenosín trifosfato (ATP) en la mitocondria

(Stenlid, 1970, 1976) y pueden inhibir o interaccionar con el modo de acción de las

hormonas de otras plantas como las auxinas (Jacobs y Rubery, 1988; Brunn y col.,
1992). Igualmente flavonoides como quercetina y naringenina actúan como inhibidores

del transporte de electrones mitocondrial y suprimen la hidrólisis de Mg2+-ATPasa, y el
kampferol inhibe el fotosistema II (Einhellig, 2001).

Pero las plantas también necesitan defensas contra herbívoros y microorganismos.

Y son de nuevo, los metabolitos secundarios, a veces incluso los mismos compuestos
que poseen propiedades alelopáticas, los que juegan un importante papel en este sentido.

Esto es debido a que mientras algunos productos naturales están específicamente
dirigidos a un grupo de organismos, otros muestran un espectro más amplio, actuando

sobre objetivos moleculares básicos y comunes para todas las células. Así, se ha

demostrado que alcaloides con propiedades alelopáticas pueden, además, interaccionar
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con neuroreceptores, con el DNA y otras enzimas relacionadas, pueden inhibir la

síntesis de proteínas, desestabilizar membranas e incluso inhibir la transcriptasa inversa.

La propiedad multifuncional atribuidos a estos compuestos puede extenderse a
diferentes estructuras químicas como pueden ser alcaloides y flavonoides, que además

de presentar propiedades alelopáticas (Einhellig, 2001), inhiben la actividad Ca2+-
ATPasa (Shoshan y MacLennan, 1981). Esto ofrece a la planta una medida de defensa

ante un amplio rango de organismos como herbívoros, 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 alelopática. Igualmente en estos estudios, se

aprecia que los compuestos que inhibían fuertemente la germinación no eran los

flavonoides, sino otros compuestos que forman parte del exudado, que bien podían ser
compuestos fenólicos simples. La mezcla de estos flavonides, sin embargo, ejercían un

efecto negativo en el desarrollo de las plántulas.

Por una parte, en este trabajo, se ha profundizado sobre el conocimiento de la
actividad alelopática de esta especie; y de los ocho flavonoides identificados en el

exudado de C. ladanifer (Chaves y col., 1998), solamente presentan actividad
alelopática dos flavonoles (3-O-metilkampferol y 3,7-di-O-metilkampferol) y la flavona

4´-O-metilapigenina. Su actividad no está relacionada directamente con la inhibición en

la germinación, pero sí afectan al tamaño de la raíz, de cotiledones y retrasan el
nacimiento de cotiledones. El retraso en la velocidad de germinación y crecimiento de

radícula 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 penetración de la raíz en el suelo. Este proceso se
potencia aún más en ecosistemas pobres en nutrientes, como son aquellos en los que se

desarrolla C. ladanifer, donde la competencia es aún mayor, y además 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 tamaño de cotiledones, sin embargo, aparecen cotiledones más pequeños

cuando actúan a la vez 3-O-metilkampferol y 3,7-di-O-metilkampferol, resultando así
más eficaz la presencia conjunta de los dos flavonoles, y consecuentemente se

necesitará menor concentración de cada uno de ellos para producir efecto negativo sobre
el desarrollo de las plántulas.

Los resultados obtenidos son consistentes con otros trabajos previos, donde se ha

demostrado la influencia de otros flavonoides como Formononetina 7-O-glucósido,
Hesperitina 7-rutinosido y Taxifolina 3-arabinosido, en el tamaño y crecimiento de

raíces y cotiledones de plántulas de mostaza, rábano y tomate (Inderjit y Dakshini,
1991, 1992, 1994; Castaneda y col., 1992). Además, 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 germinación. Este es el caso de un flavonoide aislado de Tithonia

diversifolia que inhibe la germinación 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 fenólicos en las

diferentes funciones fisiológicas no está claro. Aún menos, cómo actúan estos
compuestos en la germinación y crecimiento de las plántulas. Pueden interferir en la

formación de adenosín trifosfato (ATP) en la mitocondria (Stenlid, 1970, 1976) y en el

modo de acción 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 fracción de exudado de C. ladanifer

que mayor actividad alelopática 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 química de estos compuestos y se ha
cuantificando igualmente su actividad alelopática. Se ha puesto en evidencia que al

menos once compuestos (ácido oxálico, ácido metilmalónico, ácido butírico y/o
metilpropionato, ácido 3-hidroxibutírico, ácido hidroxicinámico, ácido p-anísico, ácido

cinámico, azuleno, ácido 4-hidroxibenzoico y ácido ferúlico) poseen dicha actividad,
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aunque con diferente potencia. Dos de ellos, metil-propionato y ácido butírico inhiben

fuertemente la germinación incluso a concentraciones muy bajas. Estos compuestos

también están presentes en el exudado a una baja concentración. El resto de los
compuestos; ácido ferúlico, ácido hidroxibenzoico, ácido oxálico, ácido metilmalónico,

ácido p-anísico, ácido 3-hidroxibutírico y azuleno no afectan a la germinación
directamente, pero sí afectan negativamente al desarrollo de las plántulas. El ácido

cinámico y el ácido hidroxicinámico afectan muy negativamente al tamaño de la raíz y

cotiledones, el ácido cinámico también inhibe la germinación y el nacimiento de
cotiledones y el ácido hidroxicinámico sólo el nacimiento de cotiledones. Este efecto

negativo sobre el desarrollo de las plántulas, puede tener consecuencias igualmente
negativas que sobre la germinación, pues como se ha comentado anteriormente, el

crecimiento de la radícula es importante para el establecimiento de todas las especies en

condiciones naturales, afectando a la oportunidad de las plantas para establecerse.

La concentración 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 ácidos fenólicos como el ácido cinámico tienen el mismo
efecto y actividad sobre la germinación de semillas y crecimiento de plántulas que el

encontrado en nuestra experiencia. La concentración efectiva de estos ácidos fenólicos
para inhibir el crecimiento de las plántulas o la germinación está entre 1 y 0,1mM. Por

el contrario, estos mismos autores ponen en evidencia que el ácido ferúlico inhibe la

germinación a 1mM, pero en nuestra experiencia no afecta a la germinación a las
concentraciones ensayadas, sino que sólo inhibe el crecimiento de las plántulas. El

trabajo de Blum y Rebbeck (1989) reportó que el ácido ferúlico inhibe el tamaño de la
raíz, pero estas eran más gruesas, proponiendo que este compuesto puede estimular la

iniciación de raíces secundarias. Este fenómeno tampoco es observado en nuestros

ensayos, al igual que el efecto estimulatorio de promover la germinación 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 tamaño

de las semillas, permeabilidad, captación diferencial y metabolismo.
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Por otra parte, algunos ácidos fenólicos, además de inhibir directamente la

germinación de semillas, pueden afectar al tamaño de raíces y cotiledones (Blum y

Rebeeck, 1989; Kuiters, 1989; Lyu y col., 1990; Wacker y col., 1990) y además se ha
demostrado (Li y col., 1993) que los ácidos fenólicos inhiben más la elongación de

raíces que de tallos. En nuestro estudio este fenómeno se observa con ácido cinámico y
ácido hidroxicinámico, existiendo además una alta relación dependiente de la

concentración (r2=0,98 y 0,92, respectivamente). Pero no ocurre lo mismo con el ácido

ferúlico y ácido 4-hidroxibenzoico. El ácido ferúlico no inhibe este parámetro y sí el
tamaño de los cotiledones y el ácido 4-hidroxibenzoico, aunque sí lo inhibe es más

efectivo en el tamaño de cotiledones. Por el contrario el azuleno, de naturaleza no
fenólica, destaca por ejercer un fuerte efecto en el tamaño de la raíz, pero sin embargo

los cotiledones no resultan afectados.

Usualmente los compuestos que presentan actividad alelopática derivan de
varias fuentes y determinar su origen es bastante complejo. Pero es lógico pensar que el

efecto alelopático que pueden ejercer, está determinado por la acción conjunta de todos

ellos. En este estudio se demuestra que la acción conjunta de todos o parte de ellos, es
más activa que cuando actúan por sí 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 plántulas, sinergizan el comportamiento alelopático. Este

efecto se potencia cuando está presente el ácido cinámico y el ácido hidroxicinámico.

Aunque no se ha realizado un examen riguroso de la interacción de fenoles, Li y col.
(1993) han demostrado el sinergismo en la acción de ácidos fenólicos como cafeico,

ferúlico y cinámico. El poner de manifiesto este sinergismo positivo tiene una gran
relevancia pues implicaría que probablemente no es necesaria una concentración alta de

estos compuestos en el medio donde ejercen su acción para ser activos, estos

compuestos en sí, pueden potenciar la acción de otros compuestos. De hecho, en suelo
se han identificado y cuantificado diferentes compuestos con actividad alelopática y en

la mayoría 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 concentración presente en este medio.
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Se está profundizando en el conocimiento sobre la función y modo de acción de

estos compuestos. Ni el pH, ni la presión osmótica de las disoluciones empleadas

parecen ser responsables del efecto negativo observado (Rikala y Jozefek, 1990;
Nilsson, 1993). Jaderlund y col. (1996) defienden otras teorías como que en la presencia

de estos compuestos las plantas consumen menos agua, provocándose una disfunción en
las raíces. La acción de los compuestos fenólicos podría estar implicada en la bajada de

la integridad de la membrana, alteración de las vías enzimáticas, incluso se ha

demostrado disminución en la producción de clorofila (Gallardo y col., 1998, Reigosa y
col., 1999).

Actualmente es necesario profundizar en el conocimiento de la alelopatía. No es
suficiente dar a conocer que los diferentes órganos de una especie posean compuestos

con actividad alelopática, sino que estos tienen que pasar al suelo y ser activos allí. Con

el objeto de aproximarnos a las condiciones naturales, se han realizado ensayos de los
aleloquímicos sobre suelo. En estos ensayos hay que tener presente que son muchos los

factores que influyen en la capacidad alelopática de estos compuestos, ya que junto con

la posible alteración de su actividad, tenemos que tener en cuenta las pérdidas o
transformaciones que se producen desde la secreción de los mismos hasta la captación

por parte del organismo receptor.

Los resultados obtenidos de los ensayos realizados en suelo ponen de manifiesto

que la acción negativa que ejercen estos compuestos sobre la germinación y desarrollo

de plántulas (tanto cuando se ensayan por separado, como cuando se cuantifica la acción
conjunta de ellos) se potencia al actuar en el suelo. El comportamiento de compuestos

como ferúlico, 4-hidroxibenzoico, hidroxicinámico, oxálico, metilmalónico y p-anísico,
que en ensayos sobre papel no inhiben la germinación, sobre suelo muestran un efecto

negativo, y compuestos como el cinámico, metilpropionáto y butírico, que presentan

una actividad negativa sobre papel, incrementan su efecto en los ensayos realizados
sobre suelo.

Se evidencia que la interacción que se produce entre estos compuestos y el
medio dónde van a ejercer su acción, el suelo, conlleva a una mayor actividad negativa

de los mismos. Nuevamente estos resultados ratifican la hipótesis de que no es necesaria
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una concentración alta de compuestos en el suelo para que sean activos. Esto explicaría

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
raíces y cotiledones se observa que, tanto con los compuestos por separado como en las

mezclas, la inhibición es atenuada cuando los ensayos son realizados en suelo. Esto

puede ser debido a que las plántulas sembradas en suelo, van a tener disponible mayor
concentración de nutrientes que las sembradas en papel.

Además de cuantificar la actividad de los aleloquímicos en el suelo, es necesario
conocer si éstos, una vez secretados por la planta, pasan al suelo y están presentes allí

para ejercer su acción. En otras palabras, es necesario comprobar si los suelos asociados

a la especie que se estudia inhibe la germinación 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 germinación de R. crispus. La inhibición en

la germinación y en el nacimiento de cotiledones, aunque de manera heterogénea entre
los diferentes puntos de muestreo, se produce prácticamente durante todo el año,

excepto en los meses correspondientes al verano. En otros estudios (Alías, 2002) se ha

puesto en evidencia que existen diferencias estacionales tanto sobre la germinación y
emergencia de cotiledones como sobre la biomasa de las plántulas sembradas en suelo

de jara de diferentes localidades con diferentes condiciones climáticas, encontrándose
inhibición significativa de estos parámetros principalmente en la estación de primavera

en todas las localidades. Igualmente, en estos estudios se pone en evidencia la

heterogeneidad existente en la respuesta alelopática entre los diferentes puntos de
muestreo.

Si comparamos los porcentajes de germinación 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 más parecidos a los obtenidos en los ensayos sobre suelo

que los obtenidos sobre papel. Este análisis nos indica, que el suelo, es un factor

importante a tener en cuenta, a la hora de estudiar el potencial alelopático de una
especie, ya que puede alterar el efecto de los compuestos alelopáticos. Por ello, autores

como Inderjit y Weiner (2001), sugieren que la alelopatía sería mejor estudiada y
contextualizada en términos de ecología química del suelo.

La inhibición 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 alelopática en los suelos.

Al estudiar las características edafológicas de los suelos de jarales y compararlas
con los suelos controles, se observa que no hay diferencias específicas entre los suelos

que expliquen la inhibición en la germinación. La evolución a lo largo del año de las

diferentes características edafológicas también es prácticamente la misma. Existen
diferencias en el contenido de potasio que disminuye de forma más considerable en los

suelos controles durante los meses de mayor precipitación. Este elemento es requerido

por la vegetación en los primeros estadios de crecimiento. Teniendo en cuenta que en
estos meses se produce la germinación de la mayoría de las especies herbáceas, esta

disminución puede ser debida al mayor porcentaje de germinación 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 disminución del pH,

tampoco es significativa como para poder deducir que el pH sea el factor responsable de
la inhibición.

Si se analizan los fenoles totales en suelos, se observa que la cantidad detectada
en suelos asociados a C. ladanifer es más alta que la cuantificada en los suelos control.

Esta diferencia sugiere que los compuestos fenólicos del exudado de C. ladanifer son

transportados hasta el suelo. Se podría pensar que estos compuestos se van acumulando
en el suelo, sin embargo, muestran una marcada variación estacional. Esta variación

cuantitativa del contenido fenólico en suelo a lo largo del año, puede estar causado por
la degradación biótica o abiótica y/o por procesos como retención, transporte y

transformación (Dalton y col., 1983; Dao, 1987; Blum y Shafer, 1988; Cheng, 1995).
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La cantidad de compuestos fenólicos en el suelo puede alterar las características

del suelo como pH, materia orgánica y nutrientes (Rice, 1984; Appel, 1993; Inderjit,

1996). Además, estas características a su vez influyen en la disponibilidad cualitativa y
cuantitativa de los compuestos fenólicos (Dalton y col., 1993; Rice, 1984; Blum y col.,

1997; Dalton, 1989). Así, Inderjit y Mallik (1996) demuestran que los compuestos
fenólicos tienen potencial para crear condiciones pobres de nutrientes en términos de

baja disponibilidad de ciertos nutrientes. Estos efectos podrían ser debidos a diferentes

procesos como sorción, alteración microbiana de compuestos fenólicos, mineralización
microbiana, etc. Estas condiciones alteradas de los suelos pueden afectar adversamente

al crecimiento de plantas (Black, 1973). En bioensayos alelopáticos, es importante
detectar si el/los efecto/s observados de compuestos alelopáticos es o son debidos al

efecto directo de aleloquímicos o a la alteración de las condiciones del suelo. En este

trabajo, no se muestra que el contenido de compuestos fenólicos en suelos asociados a
C. ladanifer actúe alterando las características edafológicas del mismo, pero sí pueden

estar relacionado con la inhibición de la germinación observada.

Si se comparan los valores de fenoles totales detectados en cada suelo con el
porcentaje de germinación de R. crispus registrado en ellos, se observa mayor

inhibición 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

concentración de fenoles en los puntos muestreados y los tres presentan inhibición en la

germinación y nacimiento de cotiledones. Pero esta relación no es tan simple y directa,
pues existen meses con igual concentración de fenoles o menores y que muestran

inhibición en la germinación, o al contrario, meses como los de verano, con alta
concentración de fenoles y en los que no se aprecia inhibición directa ni retraso en la

germinación.

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 ácido fenólicos
(ácido hidroxibenzoico, ácido cinámico y ácido hidroxicinámico), un hidrocarburo

(azuleno) y diez compuestos, aún sin identificar, pero presentes en el exudado.
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Con los resultados obtenidos, no existe ningún compuesto al que se le pueda atribuir la

acción de ser el responsable de la inhibición. Al igual que cuando se analiza los

compuestos fenólicos totales, S-1 es en el que mayor cantidad se cuantifica. Estos
compuestos ejercen efecto alelopático sobre la germinación de herbáceas, 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 única causa de la inhibición. Existen suelos

de los meses correspondientes a la estación de verano donde la presencia de estos

compuestos es patente y sin embargo no se detecta inhibición en la geminación.
Por otra parte la inhibición que muestran estos suelos podría deberse a la interacción de

varios compuestos. Como muestra este estudio, el ácido cinámico y el ácido
hidroxicinámico inhiben la germinación y afectan al tamaño de la raíz y las plántulas

cuando se ensayan con ellos aisladamente, pero cuando actúan en presencia de otros

compuestos potencian su acción negativa.
Pero además, probablemente otros factores ambientales, afectan a la actividad de estos

compuestos, potenciándola o disminuyéndola. Se ha demostrado que las condiciones

climáticas a las que puede estar sometida una especie, altera la capacidad fitotóxica de
los compuestos implicados en la alelopatía influyendo en  su síntesis (Chaves y

Escudero, 1999; Baldwin, 1999), y pudiendo afectar también a su actividad. Así se han
encontrado ácidos fenólicos que aumentan su fitoxicidad al someterlos en ambientes

con temperaturas e intensidades lumínicas altas (Glass, 1976; Hauson y col., 1983;

Bhowmik y Doll, 1983; Einhellig y Eckrich, 1984). En trabajos realizados con Cistus

ladanifer, compuestos como ácido ferúlico, hidroxicinámico, oxálico, metilmalónico, p-

anísico, 3-hidroxibutírico y azuleno aumentan la capacidad de inhibición de la
germinación bajo condiciones de fotoperiodo corto. Sobre el nacimiento de cotiledones,

ácido  hidrocinámico, metilmalónico, p-anísico, 3-hidroxibutírico, butírico y azuleno

presentan una inhibición significativamente mayor bajo altas temperaturas y fotoperiodo
largo. Sobre el desarrollo de las plántulas los resultados sugieren la posibilidad de que el

fotoperiodo largo activa la capacidad inhibidora de la mayoría de estos compuestos
presentes en el exudado (Alías, 2002; Chaves y col., 2002).

Es preciso destacar la variabilidad en la cantidad detectada tanto entre puntos de

muestreo (variación espacial) como entre los meses (variación temporal). En estudios
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realizados por otros autores (Inderjit y Dakshini, 1996; Inderjit, 1998) se pone de

manifiesto igualmente la variación del contenido fenólico en suelo con respecto a la

estación anual y lugar de muestreo. Por ejemplo, el floroglucinol varía en suelo de un
lugar a otro desde 5 a 10-3 mM (Inderjit y Dakshini, 1996).

Por tanto, es difícil determinar la concentración bioactiva exacta de estos
compuestos en suelo bajo condiciones naturales, ya que pueden descomponerse, ser

absorbidos por semillas y raíces, lavados, fijados a otros compuestos de los suelo o

expuestos a la intervención microbiana (Dalton y col., 1983; Rice 1984; Blum y Shafer,
1988; Cheng, 1995). La concentración 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 interación con los suelos.

Probablemente no se requiera una concentración muy alta en el suelo para que ejerza su

efecto alelopático, además, 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 liberación de estos compuestos alelopáticos al medio puede seguir
varias rutas. Una de ellas es la lixiviación producida por las lluvias (Indejit y Dakshini,

1996), pero para ello es necesario que se produzcan precipitaciones regulares durante
todo el año. Otro método es la liberación de estos compuestos durante la

descomposición 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 germinación y
desarrollo de plántulas son solubles en agua y que podrían pasar al suelo por las lluvias

o los primeros estadios de descomposición de las hojas. La alternancia de
precipitaciones observada durante todo el año de muestreo propia del área mediterránea

y la presencia de mayor contenido de compuestos fenólicos en los meses de mayor

precipitación, apoyan la hipótesis de que las lluvias puede ser el factor principal de
incorporación de compuestos al suelo.

Se ha cuantificado la variación de estos flavonides en las hojas de C. ladanifer,

así como los factores que inducen su síntesis (Chaves y Escudero, 1999, Chaves y col.,

1993, 1997) demostrando que presentan marcadas variaciones estacionales. La máxima
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concentración de estos compuestos en las hojas se produce durante el verano. La vía de

incorporación de estos flavonoides al suelo no ha sido establecida, pero podría

considerarse que fuese por lluvia. El arrastre de estos compuestos por precipitación,
podría explicar la presencia de 3-O-metilkampferol y 3,7-di-O-metilkampferol

mayoritariamente en Septiembre, ya que en el exudado su máxima concentración se
obtiene en verano. En esta estación puede aparecer en el exudado de las hojas más de

30mg de flavonoides / g de peso seco de hoja, representando estos dos flavonoles más

del 70% de los flavonides. Aunque el verano no es la estación de lluvias, a finales de
Junio y principios de Agosto, se produjeron, durante el año de experiencia, tormentas

que pueden ser suficientes para arrastrar estos flavonoides al suelo (60mm en junio y
50mm en agosto, Centro Meteorológico Territorial en Extremadura, Instituto Nacional

de Meteorología) .

La variabilidad que aparece entre los puntos de muestreos en la inhibición de la
germinación y la falta de homogeneidad en la distribución 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
alelopática de cualquier especie así como caracterizar otros factores ambientales, ya

sean bióticos o abióticos, que inciden en la actividad alelopática de los compuestos
detectados en el suelo.

En resumen, se puede afirmar, que en los suelos asociados a C. ladanifer se

produce inhibición en la germinación de herbáceas, que los compuestos presentes en el
exudado, de los cuales se ha demostrado que presentan actividad alelopática, pasan al

suelo y ejercen su efecto en él, aunque hay que destacar que su mera presencia no
implica inhibición, sino que es un cúmulo de factores que pueden ser tanto físicos,

como químicos o biológicos. 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 aleloquímicos en el suelo, sino de

establecer la presencia de estos compuestos en el medio donde pueden ejercer su
actividad, apoyando el potencial alelopático que puede presentar Cistus ladanifer y que
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se hipotetizaba cuando se ensayó con el exudado de sus hojas (Chaves y Escudero,

1997).

FUNCIÓN ANTIHERBÍVORO.

En los últimos años, los aceites esenciales han recibido especial atención como

compuestos bioactivos potencialmente útiles 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) analizó 42 árboles tropicales
africanos y sugirió que aleloquímicos volátiles de la madera podían ser los responsables

más 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 alimentación de diferentes

estadios larvarios de Pieris napi oleracea. El flavonoide Alliarinoside inhibe la
alimentación de estadios tempranos a través de un mecanismo feedback después de la

ingestión (Frazier, 1991) mientras que Isovitexina-6-O-βD-glucopiranosido actúa

directamente como un repelente de alimentación que es percibido por los receptores
gustativos del aparato bucal de larvas en estadios tardíos (Alan y col., 2001).

La actividad alimenticia empieza con el primer mordisco, seguido de tragar y

continuar con la digestión. Esto sugiere que se denomine como supresores a aquellos
compuestos que impiden la actividad de morder, y disuasorios a aquellos que impiden

que el herbívoro vuelva a comer (Arinafril y Suwandi, 2001). Consecuentemente, una
de las partes del herbívoro implicada en la acción de la alimentación serán los músculos

esqueléticos faciales. Teniendo en cuenta que la actividad Ca2+-ATPasa del retículo

sarcoplásmico tiene un papel predominante en la relajación del músculo 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 acción de los mismos como supresores o

disuasorios de la alimentación, implicando con ello una función antiherbívoro

Los datos bibliográficos referentes a la interacción de flavonoides con Ca2+-
ATPasa son escasos. Shoshan y MacLennan (1981) muestran que en vesículas de RS o

en la Ca2+-ATPasa purificada, quercetina inhibe las reacciones del transporte de Ca2+

incluyendo transporte de Ca2+ dependiente de ATP, síntesis de ATP acoplado al eflujo

de Ca2+ y el intercambio ATP-Pi, además de inhibir la velocidad de intercambio de

ATP-ADP y la formación del estado E2-P. En sus estudios para descubrir el mecanismo
por el que este flavonoide inhibe el transporte de Ca2+, estos autores concluyen que el

mayor efecto de quercetina es estabilizar la conformación del complejo Ca2+-Enzima
que es capaz de aceptar un grupo fosfato del ATP pero éste no puede energizar la

liberación de Ca2+ al interior de las vesículas ni puede ser donado de nuevo al ADP.

En este trabajo se ha puesto de manifiesto que la exposición de vesículas 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, 3,4´-di-O -metilkampferol y 3,7-di-O-
metilkampferol), contenidos en el mismo exudado (Chaves y col., 1998), provoca una

alteración de la actividad Ca2+-ATPasa.

Cuando se estudió el efecto del exudado sobre la actividad Ca2+-ATPasa en

vesículas permeabilizadas se comprobó que esta actividad era inhibida, llegando a ser

del 70% y presentando una K0.5 de 30µg/ml. Para determinar qué componentes del

exudado son los que presentan este efecto se ensayó con una mezcla de compuestos que
son mayoritarios en el exudado y que son los flavonoides, comprobándose que esta

mezcla también inhibía esta actividad llegando a una inhibición máxima del 60% y
presentando una K0.5 de 15µg/ml. Este resultado sugirió realizar el estudio de cada uno

de los flavonoides por separado.

La inhibición de la actividad Ca2+-ATPasa, en vesículas permeabilizadas,

producida por apigenina, 3-O-metilkampferol y 3,4´-di-O-metilkampferol es un proceso
rápido, siendo menor a 5 minutos. Por la cinética que presentan estos flavonoides en el
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proceso de inhibición, se ha deducido que el mecanismo se realiza mediante una

interacción simple Enzima-Flavonoide. Las medidas de fluorescencia intrínseca de RS

corroboran este hecho. Los ensayos realizados con diferentes concentraciones de RS
sugieren que esta inhibición se lleva a cabo mediante la interacción del flavonoide con

sitios de la Ca2+-ATPasa accesible desde la fase acuosa. Cabe destacar la baja
concentración a la que estos compuestos son efectivos, presentando una K0.5 de

inhibición de 20µM para apigenina y de 60µM para 3-O-metilkampferol y 3,4´-di-O-

metilkampferol mostrando una inhibición máxima 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 K0.5 de 10µM para el flavonoide quercetina. El resto de flavonoides no presentaban

este efecto de inhibición cuando el ensayo se realizaba en presencia de calcimicina.

En titulaciones con Ca2+ realizadas en este trabajo se ha comprobado que en este
proceso de inhibición, apigenina no compite con Ca2+ por los sitios de alta afinidad de

Ca2+ de la enzima, en tanto que 3-O-metilkampferol y 3,4´-di-O-metilkampferol, a una
concentración de 80µM de flavonoide, incrementan la K0,5 de activación por Ca2+ de la

Ca2+-ATPasa desde 0,1µM a 0,2µM. Esto sugiere que estos flavonoles desplazan a la

enzima hacia el estado E2 aumentando el nivel de Ca2+ basal en el músculo, y en

consecuencia, aumentando el tono muscular.

Además, se comprobó que cuando el exudado se expone a vesículas de RS
perfectamente selladas esta actividad resulta incrementada. Puesto que en vesículas de

RS selladas la actividad ATPasa se encuentra fuertemente inhibida por el gradiente de

Ca2+ que se establece a través de la membrana de RS, este resultado sugiere que se
produce un notable aumento de la permeabilidad a Ca2+ de las membranas de RS por

acción del exudado. Para lo cual se midió el nivel de Ca2+ acumulado en vesículas de RS
en presencia del exudado, comprobándose que 2,16mg/ml de exudado provocan una

disminución en la acumulación de Ca2+ por estas vesículas de casi un 70%. Por esto, se

pasó a comprobar el efecto de cada uno de los flavonoides sobre los niveles de Ca2+ en
vesículas de RS.
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La exposición de vesículas de RS perfectamente selladas (ausencia de

calcimicina), a 4´-O-metilapigenina, 7-O-metilapigenina y 3,7-di-O-metilkampferol

presenta un proceso de estimulación de la actividad Ca2+-ATPasa, el cual puede
racionalizarse en términos de un aumento de la permeabilidad de Ca2+, produciéndose

una disipación del gradiente de Ca2+, bien por alteración de la bicapa lipídica o por
interacción con canales de Ca2+, o en términos de producir un efecto desacoplante en la

enzima, impidiendo la captura de Ca2+ sin interrumpir la actividad ATPasa. En este

sentido Shoshan y MacLennan (1981), han demostrado que el flavonoide quercetina
produce una disminución de la capacidad de transporte de Ca2+ de vesículas de RS. La

disminución de los niveles de Ca2+ acumulados cuando estas vesículas hidrolizan ATP
en presencia de 4´-O-metilapigenina, 7-O-metilapigenina ó 3,7-di-O-metilkampferol no

confirma la acción de inhibición del transporte de Ca2+ dependiente de ATP a través de

estas membranas, sólo se puede afirmar que se produce casi un 30% menos de
acumulación de Ca2+ en el interior de las vesículas. Para comprobar si esta disminución

en la acumulación de Ca2+ 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 midió el transporte de 45Ca2+ 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 Ca2+ dependiente de ATP, y por

tanto lo que este flavonoide debe provocar es una disipación del gradiente de Ca2+, bien

por alteración de la bicapa lipídica o por interacción con canales de Ca2+. 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 inhibición de
acumulación de Ca2+ por el exudado se debe además de por estos flavonoides por otros

compuestos presentes en el exudado. Las medidas de fluorescencia intrínseca de RS en

presencia de estos flavonoides confirman el hecho de la existencia de una interacción de
estos flavonoides con la Ca2+-ATPasa.

Estos resultados muestran una importante transcendencia en la fisiología de la
contracción 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 verían
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modificada su capacidad de contracción-relajación por alteración de la actividad Ca2+-

ATPasa de RS, ya que esta es la proteína responsable de la relajación muscular al ser la

encargada de retirar el Ca2+ citoplasmático (Fleischer y Inui, 1989). En consecuencia,
los flavonoides del exudado de C. ladanifer son potentes agentes bioactivos en impedir

la relajación del músculo esquelético y de ellos los más potentes en producir este daño
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”, sería necesario la
realización de más experimentos, como estudiar la metabolización de estos compuestos

antes de llegar al músculo. Pero a pesar de ello, los flavonoides agliconas son
hidrofóbicos por naturaleza y pueden ser transportados a través de las membranas por

difusión 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 lipídica, pudiendo alcanzar

rápidamente con ello, el espacio intracelular y penetrar dentro de tejidos vulnerables por

medio de difusión lipídica. Por ello, se puede deducir que parte de estos flavonoides
pueden ser asimilados en el tracto bucal debido su carácter hidrofóbico.

Consecuentemente, no es necesaria la incorporación de estos flavonoides al torrente
sanguíneo, permitiéndoles escapar de la potente acción del sistema de destoxificación.

Así, la masticación por herbívoros de hojas de C. ladanifer, conllevaría la incapacidad

de relajación del músculo esquelético facial del animal que lo hubiera ingerido. Pero
además esta falta de relajación o tensión muscular sería inmediata, pudiendo provocar

un rechazo por parte del herbívoro a seguir comiendo. Por tanto, el defecto fisiológico
que estos flavonoides pueden causar sobre animales, podría conferir a la planta que los

produce, Cistus ladanifer, una ventaja selectiva frente a las demás, pudiendo actuar

estos compuestos como un mecanismo de defensa contra herbívoros.

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 herbívoro
(aproximadamente de 10ml para un conejo adulto) y del total de flavonoides del

exudado de las hojas de C. ladanifer. Como la composición del exudado presenta una
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fuerte variación estacional (Chaves y col., 1997; y presente estudio), esta dosis va a

depender de la estación en que el animal tome las hojas.

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que las hojas jóvenes de C.

ladanifer presentan una concentración máxima de flavonoides en verano, siendo de

unos 30mg de flavonoides por gramo de hoja seca, y un mínimo en invierno de unos
7mg de flavonoide por gramo de hoja seca. Teniendo en cuenta una K0.5 de inhibición

de actividad Ca2+-ATPasa por la mezcla de flavonoides igual a 15µg/ml, una relación de

1,8 Peso seco/Peso fresco y un volumen aproximado de 10ml de tracto bucal expuesto,

sólo serán necesarios 9mg en verano ó 36mg en invierno de hojas jóvenes frescas para
producir disfunción en la relajación del músculo.

La composición del exudado además de presentar una variación cuantitativa de

flavonoides a lo largo del año, también presenta una variación cualitativa. Teniendo en
cuenta que 3,7-di-O-metilkampferol es el flavonoide más efectivo de todos los

estudiados, cabe destacar que este compuesto es el flavonoide mayoritario en todas las
estaciones y grupos, constituyendo una proporción del 60% en hojas y más de 45% en

tallos. Presenta un mínimo en invierno aumentando en primavera para llegar a su

máximo en verano y volver a descender en otoño. Tanto en las hojas jóvenes, como en
viejas y tallos se observa que la cantidad de este flavonide es mayor en localidades con

mayor temperatura y menor precipitación mostrando entre más de un 3% de diferencia
entre grupos durante el verano y de más de un 6% durante el otoño en hojas jóvenes.

Por todo ello, el aumento en concreto de este flavonoide durante el verano y la

diferencia entre grupos, implicaría, que justamente cuando las condiciones son más
adversas para el crecimiento, la planta presenta una mejor defensa contra herbívoros.

Para pequeños herbívoros como insectos, la cantidad de hojas de C. ladanifer

necesaria para producir el mismo efecto, sería menor, siendo proporcional a la talla de la

boca, pues la Ca2+-ATPasa del músculo esquelético de insectos muestra gran homología

funcional y estructural con la Ca2+-ATPasa del músculo esquelético de conejo
(Andersen, 1989).
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Otra característica a tener en cuenta, con respecto a su efectividad ante los

herbívoros, son las condiciones ambientales en las que se encuentra esta especie, pues

no será la misma cantidad umbral necesaria para producir el efecto en una localidad
sometida a temperaturas más altas y menor precipitación, que otra con temperaturas más

bajas y mayor precipitación. Como se demuestra en este trabajo, el exudado de Cistus

ladanifer varía de una localidad a otra dependiendo de las condiciones climáticas a las

que esté sometida. Así en verano si el herbívoro se alimenta de hojas jóvenes, viejas o

tallos, la cantidad a ingerir para sufrir los efectos, será menor en una de las localidades
del Grupo I (altas temperaturas y baja precipitación) que en una del Grupo II (bajas

temperaturas y alta precipitación), concretamente el herbívoro necesitaría tomar 7,8mg
de hojas jóvenes frescas si estuviera en una de las localidades del Grupo I y 9mg si

estuviera en una de las localidades del Grupo II.

Los resultados obtenidos de los ensayos de Galleria mellonela muestran que la
fracción de flavonoides contenidos en el exudado puede llegar a ser tan tóxica para el

insecto que la coma, que puede producirle la muerte. La concentración 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

concentración real a la que los flavonoides se encuentran en las hojas jóvenes de C.

ladanifer es de alrededor de 11mg/g de hoja fresca durante otoño, 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 I y 16mg/g
de hoja fresca durante verano en localidades del Grupo II. Consecuentemente, si C.

ladanifer fuera comida por un insecto morfológica y fisiológicamente similar a Galleria

mellonela, C. ladanifer se encontraría protegida durante todo el año ante el ataque de

este insecto, y además, como se ha cuantificado en este trabajo, su protección aumenta

en verano cuando precisamente el ataque de insectos puede ser más frecuente.

De este estudio no podemos relacionar esa muerte con la inhibición que

producen los flavonoides sobre la actividad Ca2+-ATPasa, pero otros ejemplos en la
bibliografía, muestran que el flavonoide quercetina además de inhibir la actividad Ca2+-

ATPasa, (Shoshan y MacLennan, 1981) inhibe el crecimiento de determinados insectos
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(Shaver y Lukefahr, 1969). Otros trabajos, muestran que glucósidos de apigenina que se

encuentran en el floema de algunas especies, modifican la alimentación 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 disminuyó y cuando fue alimentado

con una dieta artificial que contenía 250 ó 500µg/ml, las larvas murieron después de 10

ó 5 días, respectivamente (Stevenson y col., 1996). Otros flavonoides, como kampferol
y quercetin inhiben la alimentación de Scolytus multistriatus (Norris, 1977).

La relación estructura-actividad de estos compuestos no está aún clara, e incluso

los resultados de diferentes estudios son contradictorios, algunas investigaciones
muestran que la metoxilación y la sustitución por grupos hidroxilos de los flavonoides

resultan en una disminución 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 aún más 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 tóxicas), que son esencialmente

metabolitos secundarios, como una defensa química constitutiva o inducida (Ohgushi,
1992). Las defensas constitutivas dotan a la planta con protección permanente, mientras

la defensa inducida es provocada sólo cuando la planta es atacada. A su vez, Leitao y
col. (1999) caracterizan esta defensa química como cuantitativa o cualitativa. Así,

distinguen entre la defensa cuantitativa como los taninos que reducen la palatibilidad o

asimilación de nutrientes, y defensa cualitativa como compuestos que son muy tóxicos,
incluso letales, después de que una pequeña cantidad sea consumida. Los ejemplos de

defensa cualitativa incluyen compuestos como glucosinolatos (Louda y Mole, 1991),
furanocumarinas (Berenbaum, 1991), glicósidos cianogénicos (Seigler, 1991) y

alcaloides (Robinson, 1979). La defensa cuantitativa es considerada más costosa para la

planta porque se requiere mayor cantidad de los compuestos para detener a los
herbívoros. En este tipo de defensa, la mayoría 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 más profundo sobre la acción antiherbívoro de los
constituyentes del exudado de Cistus ladanifer, sí podemos hacer una primera

clasificación de la fracción de flavonoides del exudado. Siguiendo la catalogación de
estos autores, Cistus ladanifer presentaría una defensa constitutiva, puesto que estos

flavonoides están presentes en sus hojas durante todo el año, pero a la vez sería

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

desempeñar diferentes funciones, y en concreto los flavonoides, pueden actuar como

filtro de luz ultravioleta (Chaves, 1994), como aleloquímicos: inhibiendo el desarrollo
de plantas herbáceas, y como agentes antiherbívoros. Puesto que las plantas no pueden

elegir sus competidores, la síntesis de compuestos multifuncionales podría considerarse

como una estrategia adaptativa, dotando a las especies con una mayor capacidad
competitiva.
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De la realización de este trabajo podemos concluir que:

• En el exudado de las hojas de Cistus ladanifer se han identificado los siguientes

compuestos: ácido oxálico, ácido metilmalónico, ácido butírico y/o metilpropionato,
ácido 3-hidroxibutírico, ácido hidroxicinámico, ácido p-anísico, ácido cinámico,

azuleno, ácido 4-hidroxibenzoico y ácido ferúlico.

• Ninguno de los flavonoides presentes en el exudado de C. ladanifer afecta

directamente a la germinación y nacimiento de cotiledones, sin embargo inhiben el

tamaño de la raíz y cotiledones, y retrasan la germinación 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 ácido

ferúlico, ácido hidroxibenzoico, ácido oxálico, ácido metilmalónico, ácido p-anísico,

ácido 3-hidroxibutírico y azuleno no afectan a la germinación directamente, pero sí
afectan negativamente al desarrollo de las plántulas. El ácido cinámico y el ácido

hidroxicinámico afectan muy negativamente al tamaño de la raíz y cotiledones, el

ácido cinámico también inhibe la germinación y el nacimiento de cotiledones, el
ácido hidroxicinámico sólo el nacimiento de cotiledones. El metil-propionato y

ácido butírico son los compuestos que más inhiben la germinación, nacimiento de
cotiledones y el desarrollo de las plántulas incluso a concentraciones muy bajas. Por

otra parte, se ha demostrado que la acción conjunta de estos compuestos muestra un

efecto sinérgico en su acción negativa tanto en la germinación como desarrollo de
las plántulas y la presencia del ácido cinámico e hidroxicinámico potencian la

acción de los otros aleloquímicos. Pero además, la interacción que se produce entre
estos compuestos y el suelo, conlleva a una mayor actividad negativa de los mismos

sobre la germinación, deduciéndose de estos resultados que no es necesaria una

concentración alta de los mismos para que sean activos.

• Los suelos asociados a C. ladanifer presentan una clara inhibición sobre semillas de

Rumex crispus. Esto demuestra que el potencial alelopático 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 aleloquímicos como ácido hidroxibenzoico, ácido cinámico,
ácido hidroxicinámico, Apigenina, 3-O-metilKampferol, 3,7-di-O-metilKampferol y

azuleno. Se ha observado que la composición en el suelo de estos aleloquímicos

varían cualitativa y cuantitativamente a lo largo del año. 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 lixiviación de las lluvias, hecho que
se pretende demostrar en trabajos posteriores.

• La efectividad de estos aleloquímicos  en el suelo, no depende única y
exclusivamente de su presencia en este medio, sino de otros factores aún no

determinados que pueden ser abióticos como temperatura, luz, nutrientes, y/o

bióticos como la interacción con otros organismos tales como: hongos y/o bacterias.
Con la determinación de estos factores se podría afirma que una de las funciones

que puede desempeñar el exudado de C. ladanifer es la de actuar como agente

alelopático, inhibiendo la germinación y desarrollo de plántulas herbáceas que
compiten con esta especie por el mismo espacio. Este hecho ofrecería claras

ventajas al facilitar la colonización de esta especie.

• Los flavonoides Apigenina, 3-O-metilKampferol y 3,4´-di-O-metilKampferol

inhiben la actividad Ca2+-ATPasa y consecuentemente el transporte activo de Ca2+ a

través de membranas de retículo sarcoplámico acoplado a ella. Esta inhibición es
debida a una modificación de la Ca2+-ATPasa provocada por la interacción simple

con estos flavonoides, siendo esta interacción a través de la fase acuosa. Además, se
ha demostrado que esta inhibición de la actividad Ca2+-ATPasa por Apigenina no

altera la dependencia de esta actividad con Ca2+ mientras que si resulta alterada por

3-O-metilKampferol y 3,4´-di-O-metilKampferol. 4´-O-metilApigenina, 7-O-
metilApigenina y 3,7-di-O-metilKampferol altera el nivel de Ca2+ acumulado a

través de vesículas de retículo sarcoplásmico. La disminución de los niveles en
estado estacionario de Ca2+ acumulados cuando estas vesículas 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 inhibición significativa de la actividad Ca2+-

ATPasa, es casi de un 30%. Los estudios de extinción de fluorescencia intrínseca

por los flavonoides estudiados confirman que existe una interacción directa de estos
flavonoides con la enzima a través de la fase lipídica.

• Por último, 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 prestará a este
arbusto un mecanismo de protección frente a posibles herbívoros, siendo además un

mecanismo que hace a la especie más competitiva frente a otras especies que no
sinteticen dichos compuestos.
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