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I.1. ASPECTOS GENERALES DEL METABOLISMO SECUNDARIO EN
PLANTAS

Todas las células vegetales realizan procesos metabdlicos comunes esenciales
para la vida celular y en la planta en general. Estos procesos constituyen, en su
conjunto, el metabolismo primario. Ademas de estos procesos metabdlicos
primarios, se pueden desarrollar rutas que conducen a la formacién de compuestos

denominados metabolitos secundarios.

Se denominan metabolitos secundarios de las plantas a los compuestos
quimicos que cumplen funciones no esenciales en ellas, ya que no intervienen en el
metabolismo primario, pero les confiere unas claras ventajas selectivas interviniendo

en las interacciones ecoldgicas entre la planta y su ambiente.

El término de “wetabolismo secundario” fue introducido en 1891 por Kossel
(citado en Baas, 1989): “Mientras que los metabolitos primarios estan presentes en
cada célula de la planta que es capaz de reproducirse, los metabolitos secundarios
estan presentes solo accidentalmente y no son imprescindibles para la vida”. Muchos
pueden ser secretados dentro de las células, en vacuolas, o excretados

extracelularmente como resinas o material de la pared celular.

Durante muchos afios el valor adaptativo de la mayoria de los metabolitos
secundarios fue desconocido. En principio, fueron considerados productos finales de
procesos metabdlicos, sin funcién especifica, o directamente como productos de
desecho de las plantas. En general, fueron percibidos como insignificantes por los
bidlogos, por lo que histéricamente han recibido poca atencién por parte de los
botanicos y muchas de las funciones ain son desconocidas. El estudio de estas
sustancias fue iniciado por quimicos organicos del siglo XIX y de principios del siglo
XX, que estaban interesados en estas sustancias por su importancia como drogas
medicinales, venenos, saborizantes, pegamentos, aceites, ceras, y otros materiales

utilizados en la industria (Taiz y col., 2000).
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Las condiciones ambientales, tales como la falta de nutrientes y déficit de
agua, pueden restringir el crecimiento de las plantas y reducir la velocidad
fotosintética. En tales condiciones, carbohidratos no estructurales tienden a ser
acumulados y pueden explicar el aumento de sintesis de sustancias de defensas
basadas en carbono pertenecientes al metabolismo secundario. La confirmacién de
este balance en carbono/nutrientes ha sido encontrada en especies que se desarrollan
en medios con baja disponibilidad de nutrientes o de agua, en las que se produce un
aumento en la concentracién de taninos condensados, lignina, fenoles totales y/o

glicosidos de fenoles (Bryant y col., 1995; Gershenzon, 1984).

Los compuestos que forman parte del metabolismo secundario (Figura 1) se
clasifican en diferentes tipos: fenoles, terpenoides, compuestos nitrogenados o
alcaloides, segin Harborne (1985). Dos grupos de compuestos secundarios
ampliamente distribuidos en las plantas son los fenoles y los terpenos. Sélo una
tercera parte de especies conocidas contienen metabolitos basado en el nitrégeno,

como alcaloides o glucosinolatos (Harborne, 1997).

Los fenoles son compuestos quimicos con al menos un anillo aromatico que
contienen uno o mas grupos hidroxilos. Muchos de estos compuestos aparecen
como compuestos derivados de reacciones de condensaciéon y adiccion, dando asi
lugar a una gran variedad de compuestos quimicos en las plantas (Harborne, 1980;
Strack, 1997). La importancia de los fenoles radica en que producen soporte
mecanico a la planta, contribuyen en la coloracién de las flores y frutos, protegen
contra patdégenos y herbivoros y tienen una gran efectividad protegiendo los tejidos
frente a la radiacion UV (Strack, 1997).

16
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Figura 1. Vias generales del metabolismo secundario de las plantas, que
producen los tres tipos generales de compuestos secundarios: productos

nitrogenados, productos fendlicos y terpenos (Taiz y col., 2000).

Los terpenos son la familia mas amplia de compuestos en plantas (Connolly y
Hill, 2001; Harborne, 1997). Estos compuestos estan constituidos por dos o mas
unidades de isopreno (5 atomos de carbono) unidas. L.a nomenclatura de los terpenos
refleja el nimero de unidades de isopreno presentes (Bramley, 1997). Los terpenos
participan en diferentes funciones en plantas, como por ejemplo la hormonal, en
pigmentos fotosintéticos, balance electrénico y como componentes en membranas
(Mc Gatrvey y Croteau, 1995). Ademas, algunos terpenos actuan como defensa en la

planta, atrayentes de polinizadores y dispersores de semillas (Harborne, 1991).
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I.2. FUNCIONES ECOLOGICAS DE LOS COMPUESTOS DERIVADOS
DEL METABOLISMO SECUNDARIO

Los metabolitos secundarios no son producidos al azar, ya que han sido
modelados y optimizados durante la evolucién (Jarvis, 2000). Su estudio ha implicado
diversas ramas de la ciencia como la Ecologia, Quimica Organica, Bioquimica,
Zoologfa, Botanica, Sistematica, Micologfa, Fisiologfa, Biologia Evolutiva,
Agronomia, Antropologia e incluso Arqueologia (Seigler, 1998). Estos compuestos
intervienen en las interacciones ecoldgicas entre la planta y su ambiente, y pueden

desempefiar una amplia variedad de funciones ecoldgicas en la planta.

La mayoria de los metabolitos secundarios cumplen funciones de defensa
contra depredadores y patégenos. Estas moléculas inhiben el desarrollo de insectos
(Stamp y col., 1997; Zhang y col., 1999), nematodos (Blum, 1996), hongos (Oliva y
col.,, 1999) y bacterias (Grayer y Harborne, 1994), mejorando el crecimiento de la
planta y la consistencia. En frutas y verduras, elevadas concentraciones de
flavonoides originan una baja incidencia de patégenos (Lattanzio y col., 1994).
También incluyen compuestos venenosos, donde la concentracién puede reducir la
digestibilidad de la planta y la palatalabilidad de los herbivoros (Lindroth y Batzli,
1984; Baas, 1989; Sosa y col., 2004). Los que reducen la digestibilidad son en su

mayoria de naturaleza fenodlica, predominando los taninos (Gross, 1981).

Otra funcién importante de los compuestos del metabolismo secundario es la
de actuar como agentes alelopaticos, es decir, intervenir en la defensa quimica de las
plantas. De esta manera, los metabolitos secundarios que son secretados por una
planta, pueden interaccionar con otra planta y/o con los componentes bidticos y
abibticos del sustrato produciendo un efecto negativo o positivo sobre ella. Esta
interacciéon planta-planta, mediada por los compuestos derivados del metabolismo

secundario se denomina alelopatia (Rice, 1984).
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Las condiciones ambientales influyen en la sintesis de los compuestos con
actividad alelopatica potencial, pero esta potencialidad vuelve a sufrir las
consecuencias de la interaccién con el ambiente, pudiendo ser ésta modificada por las
distintas condiciones ambientales (Kobayashi, 2004). Todos estos compuestos
incrementan su concentraciéon cuando la planta esta bajo diferentes condiciones
meteoroldgicas. En general, la sintesis de fenoles varfa y esta inducida por factores
ecoldgicos como la radiaciéon UV, estrés hidrico (Chaves y Escudero, 1999) u ozono
(Sandermann y col., 1998). En este sentido, ademas de influir en la sintesis de los

aleloquimicos (Chaves y Escudero, 1999), pueden también potenciar su actividad.

Otra funcién ecolégica importante es la atracciéon de polinizadores (Chou y
Kou, 1986; Harborne, 1988; Baas, 1989), o dispersores de las semillas (Swain, 1973;
Levin, 1976; Cronquist, 1977). Estos compuestos ayudan a las plantas a vivir en
suelos ricos en metales pesados como por ejemplo el aluminio (Barcelé y
Poschenrieder, 2002) e intervienen en la actividad microbiolégica del suelo (Vokou y
Margaris, 1984).

Otra funcién que se les atribuye es la de proteger a la planta de las radiaciones
UV (Zobel y Lynch, 1997). El efecto de la radiacién UV en la planta es importante,
elevadas cantidades de radiacién UV disminuyen la biomasa de la planta y aumenta la
cantidad de flavonoides (Cuadra y col, 1997) pudiendo asi incrementar ésta la
concentracién de metabolitos, tanto en las células como en la superficie de la planta
(Zobel y col., 1999).

También pueden estar involucrados estos compuestos en la resistencia a
virus, por ejemplo metoxiflavonas y metoxiflavonoles confieren a la planta del tabaco
esta capacidad frente al virus del mosaico (French y col., 1986). Y ademas pueden
actuar como sefial molecular para la nodulacion en la simbiosis leguminosa-Rbizobinm
(Peters y Verma, 1990; Harborne, 1997).

Todos estos estudios demuestran que los compuestos derivados de

metabolitos secundarios pueden ser de una gran importancia para proteger a la planta
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tanto de factores bidticos como abidticos que restringen su crecimiento y aumentan

la disponibilidad de una especie para competir con otras en un habitat dado.

I. 3. DESCRIPCION DE Cistus ladanifer L.

I. 3. 1. Descripcion morfolégica de Cistus Iadanifer

C. ladanifer pertenece a la familia de las Cistaceas, una de las familias mas
caracteristicas de la flora mediterranea, siendo el género Cistus, uno de sus principales
representantes. Este género alcanza su mayor diversidad y abundancia en la Peninsula

Ibérica, en donde habitan 12 de las 16 especies que existen en la regiéon mediterranea.

Figura 2. Vista de diferentes partes de una planta de C. Jadanifer. a:

forma maculatus, b: forma albiflorus.

21
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C. ladanifer (Figura 2) es un arbusto de 1 a 4,5 m de altura, erecto y muy
aromatico (Bolafios y Guinea, 1949). Presenta hojas coriaceas, glabras en las partes
superiores y tomentosas en la inferior, sub-sésiles con tres nervaduras en el tercio
proximal. Las flores son grandes y vistosas (5 a 8 cm de diametro). Segun el tipo de
flor se distinguen dos formas (Figura 2), la albiflorus (Franco, 1971) cuyos pétalos
son totalmente blancos, y la maculatus (Franco, 1971), la cual presenta una mancha

oscura en cada pétalo.

I. 3. 2. Descripcion ecolégica de Cistus Iadanifer

La especie C. ladanifer es originaria de la Peninsula Ibérica y la zona
septentrional de Marruecos segun afirman Braun-Blanquet y col. (1941). En la
Peninsula se encuentra distribuida desde el nivel del mar hasta 1000-1200 m de
altitud, poniendo en evidencia su capacidad de adaptacion (Bolafios y col., 1949;
Nufiez, 1989). En Espafia (Figura 3) la mayor abundancia se encuentra en Andalucia
Occidental, Extremadura y en las zonas occidentales de Madrid, Castilla .a Mancha y
Castilla Leon, tornandose mas rara en el norte de Galicia, Asturias, Pais Vasco,
Aragén, Murcia, Pais Valenciano y Catalufia. Es igualmente abundante en Portugal

sobretodo en las provincias de Alentejo, Algarve y Tras-os-Montes (Pereira, 1939).

3

Figura 3. Distribucién de C. Jadanifer en la zona mediterranea.
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Su amplia distribucién se relaciona con el factor de ser una especie invasora,
tipicamente xerofila (Goes, 1968; Rivas—Godoy y Rivas-Martinez, 1967). El analisis
morfolégico situa a la jara como una planta tipica del grupo I dentro de los
sindromes de vegetacion descrito por Herrera (1984). Es pues, una especie pionera,
colonizadora de suelos generalmente muy degradados asociados a etapas tempranas
de la sucesion y que se adapta perfectamente a condiciones de baja fertilidad de
suelos y otros tipos de estrés periddicos (Nufez, 1989). Se implantan sobre cuarcita,
pizarra y arenisca, en suelos acidos con valores de pH comprendido entre 3,5 y 6, que

corresponden a suelos pobres en nutrientes y con una mineralizacién bastante baja.

Esta especie puede desarrollarse en ambientes climaticos muy diversos y
extremos, siendo capaz de soportar desde estrés de frio, hasta sequedad y altas
temperaturas durante periodos mas o menos largos del afio. Condiciones como éstas,
en valores extremos, son factores de estrés que tienden a limitar el crecimiento de la
planta. Frente a esto, la jara ha desarrollado diferentes mecanismos adaptativos

(Niifiez, 1989).

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

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

Las jaras son capaces de colonizar areas fuertemente alteradas por el hombre,
tales como pastos y terrenos de cultivos y zonas boscosas deforestadas. Hay que
tener en cuenta que las jaras producen enormes cantidades de semillas. Tras la
germinacion, las jaras que sobreviven una vez instaladas compiten entre ellas

eliminandose gran cantidad de individuos, de esta manera se originan huecos que
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provocan la aparicién de invasores o nuevas jaras que ayudan a perpetuar el sistema

(Ntifiez, 1989).

I. 3. 3. Exudado de Cistus Iadanifer

C. ladanifer es llamada “Jara pringosa” debido a la peculiaridad que presentan sus
tallos y hojas de secretar una sustancia pegajosa denominada ladano. Esta
gomorresina ha sido objeto de estudio por diferentes autores (Garcia-Martin y
Garcia-Vallejo, 1969), principalmente debido a su interés industrial en perfumeria y

como agente quimiotaxonémico (Proksch y Giilz, 1984; Vogt y Giilz, 1991).

Uno de los primeros analisis de la gomorresina de C. ladanifer fue realizado por
Garcia-Martin  y Garcia-Vallejo  (1969), que identificaron diferentes terpenos.
Posteriormente, Pascual y col. en 1974, aislaron e identificaron los siguientes
flavonoides: 7-O-metilapigenina, 3,7,4 -tri-O-metilkanferol, 7,4 ’di-O-metilapigenina
y 3,7di-O-metilkanferol; y en 1977, Pascual y col. identificaron los terpenos
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 Gilz (1984), caracterizaron 4 flavonoides agliconas nuevos, que
formaban parte del exudado: 3-O-metilkanferol, apigenina, 4’-O-metil-apigenina y
3,4”di-O-metil-kanferol.

A través de diversas técnicas como resonancia magnética nuclear (RMN),
espectrofotometria de masas (EM) y técnicas cromatograficas, Chaves (1994) y
Chaves y col. (1998), corroboraron la presencia de ocho flavonoides agliconas
caracterizados como flavonas y flavonoles con diferentes niveles de metilacion:
Apigenina, 4-O-metilapigenina, 7-O-metilapigenina, 7,4°di-O-metilapigenina, 3-O-
metilkanferol, 3,4"di-O-metilkanferol, 3,7di-O-metilkanferol, 3,7,4"t1i-O-

metilkanferol.
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También se ha determinado que este exudado es rico en diterpenos como acido
oxocativico, 4cido 7-oxo-8-labden-15-oico y 4cido 6B-acetoxi-7-oxo-8-labden-15-
oico (Alifas y col., 2005).

En C. ladanifer los ocho flavonoides agliconas mencionados anteriormente
muestran variaciones cuantitativas dependientes de la estacion, estando la sintesis
inducida por factores externos, especialmente durante la estacién estival. Este
aumento cuantitativo es provocado por el estrés hidrico y la luz ultravioleta,
mostrando estos factores un efecto sinérgico en la induccién de los flavonoides
constituyentes del exudado (Chaves, 1994; Chaves y col., 1997). Estos flavonoides
muestran también variaciones cualitativas, cambiando la contribucion de cada uno de
ellos desde primavera a verano. Existe una disminucién de apigeninas (flavonas)
durante el verano, especialmente la apigenina y la 4’-O-metilapigenina,
potenciandose la sintesis de los kanferoles (flavonoles) que en particular esta
desplazada hacia el 3,7-di-O-metilkanferol.

Esta variacion cualitativa esta inducida, igualmente por factores climaticos, asi
el estrés hidrico determina la bajada de apigeninas durante el verano y las altas
temperaturas provocan un desplazamiento hacia los flavonoides metilados en la

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

El contenido terpénico del exudado de C. ladanifer igualmente marca un
comportamiento estacional. La sintesis de diterpenos se estimula a bajas
temperaturas, el estrés hidrico modifica la sintesis de los diterpenos a altas
temperaturas, disminuyendo la cantidad de estos compuestos en las hojas, y

encontrandose la mayor cantidad en invierno (Alfas, 20006).

I. 3. 4. Funciones de los metabolitos secundarios en Cistus Iadanifer

En C. ladanifer una de las funciones que pueden desempefiar los flavonoides
del exudado de las hojas es la de actuar como filtro de luz ultravioleta, para evitar los
dafios celulares que causa esta radiacion (Chaves, 1994; Chaves y Escudero, 1999).

También pueden actuar como agentes toxicos para la protecciéon contra herbivoros,
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evitar ataques de patdégenos y como agentes antioxidantes (Wittstock y Gershenzon,
2002; Sosa y col., 2004).

Como proteccion ante herbivoros, destacar que algunos flavonoides
(Apigenina, 3-O-metilKampferol y 3,4’-di-O-metilKampferol) inhiben la actividad
Ca®*-ATPasa y consecuentemente el transporte activo de Ca®* a través de membranas
de reticulo sarcoplamico acoplado a ella. Asi, la masticacion por herbivoros de hojas
de C. ladanifer, conllevaria la incapacidad de relajaciéon del musculo esquelético facial
del animal que lo hubiera ingerido. Pero ademas esta falta de relajaciéon o tension
muscular serfa inmediata, pudiendo provocar un rechazo por parte del herbivoro a
seguir comiendo. Por tanto, el defecto fisiolégico que estos flavonoides pueden
causar sobre animales, podria conferir a la planta que los produce, Cistus ladanifer, una
ventaja selectiva frente a las demas, pudiendo actuar estos compuestos como un

mecanismo de defensa contra herbivoros (Sosa T., 2003)

Por otra parte, pueden actuar como agentes alelopaticos, inhibiendo la
germinacion y desarrollo de plantulas herbaceas que compiten con C. ladanifer por el
mismo espacio, en general suelos pobres en nutrientes, lo que ofrece claras ventajas
al facilitar la colonizacion para esta especie (Chaves, 1994; Chaves y Escudero, 1997).
Esta actividad alelopatica se ha demostrado sobre especies como Cynodon dactylon y
Rumex: crispus, cuya germinacion es claramente inhibida, y en especies como Medicago
polymorpha y Lolium rigidum, que retrasa la germinacion e inhibe el tamafio de raices y
cotiledones (Chaves y Escudero, 1997).

También se ha comprobado la presencia de metabolitos secundarios en los
suelos asociados a esta especie confirmandose su liberacion por parte de la planta y
acumulacién en el suelo (Chaves y col., 2003). La elevada permanencia de estos
compuestos en el suelo durante tanto tiempo puede afectar tanto a las propiedades
del suelo, como a microorganismos, semillas y plantulas presentes en él (Sosa y col.,
2010). Asi, los compuestos fendlicos en el suelo pueden jugar un papel determinante
en la interaccién planta-suelo, especialmente con la dinamica de la materia organica y

reciclado de nutrientes.
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Se ha demostrado que el exudado de C. /adanifer inhibe su propia germinacion
y desarrollo de las semillas, pudiendo esta especie controlar su propia regeneracion

en el medio natural (Alfas y col., 2000).

27



MENU SALIR

Introduccion

28



MENU SALIR

Introduccion

I.4. VARIABILIDAD INTRAPOBLACIONAL EN EL METABOLISMO
SECUNDARIO

Puede llamarse adaptacion a toda caracteristica definitiva de un organismo
que le permite persistir en las condiciones de su habitat (Whittaker y col., 1973), es
decir, al ajuste fenotipico de un organismo a su ambiente. Tales rasgos aseguran
cierto grado de éxito, ya sea permitiéndole a la planta hacer uso total de las
cantidades de nutrientes, agua, o luz disponibles, o bien confiriéndole un alto grado
de proteccién contra factores adversos, como son las temperaturas extremas, la

sequia, los parasitos y los herbivoros (Root, 1967).

Actualmente se cree que la mayoria de las adaptaciones ocurren por la accidén
selectiva del medio ambiente, que selecciona las variaciones genéticas. Pero no todas
las variaciones estan genéticamente determinadas, es necesario distinguir dos tipos
principales de variaciones: variaciones inducidas por el ambiente (caracteres
adquiridos o no heredados) y variaciones genéticamente determinadas (irreversibles,

surgen unicamente por cambios en la estructura de los genes) (Daubenmire, 1988).

Si una serie de plantas genéticamente idénticas crecen en regiones diferentes,
hasta cierto punto, las caracteristicas de un individuo se desarrollan de acuerdo con el
habitat particular en el cual crecen las plantas (Falconer y Mackay, 1996). El efecto
genotipico provocado por la interaccion con el ambiente se llama plasticidad
fenotipica (Falconer, 1989). Teniendo en cuenta que la plasticidad fenotipica es un
rango universal y se corresponde con la capacidad de un determinado genotipo de
dar lugar a distintos fenotipos en distintas condiciones ambientales, el grado de
plasticidad y, por lo tanto, la variacién fenotipica, puede oscilar desde las diferencias
mas sorprendentes hasta los cambios mas ligeros, segtn la constitucion hereditaria de
la planta. Ademas, se pueden distinguir variaciones morfoldgicas y fisiologicas. Las

variaciones de naturaleza morfoldgica inducidas por el ambiente ocurren dnicamente
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como resultado de una exposicién continua durante una gran parte del ciclo vital;

pero los ajustes fisiologicos pueden aparecer en pocos dias (Valladares, 2000).

Las plantas pueden adaptarse a las condiciones ambientales cambiantes por la
plasticidad o la seleccién sobre la variabilidad genética existente. Ademas, puede
producirse una seleccién en la plasticidad fenotipica. Si se produce una seleccion
hacia un fenotipo concreto, se pueden dar variaciones ecoldgicas como respuesta a la
evolucion (Schlichting y Pigliucci, 1998). Esto es debido a que la plasticidad no
siempre es adaptativa, solamente lo es si representa un mecanismo mediante el cual el
valor adaptativo relativo es mantenido o aumentado como consecuencia de la
influencia ambiental (Dudley y Scmidt, 1996; Pigliucci y Schilichting, 1996). El
concepto de plasticidad fenotipica se visualiza a partir de la confecciéon de la norma
de reaccién. Asi, la norma de reaccién de un genotipo dado es su rango de respuestas

fenotipicas a lo largo de un gradiente ambiental (Schlichting y Pigliucci 1998).

Especies mas plasticas presentan ventajas adaptativas en ambientes inestables,
heterogéneos o de transicion. LLos cambios producidos pueden facilitar la exploracion
de nuevos nichos, dando como resultado el aumento de la tolerancia ambiental
(Antonovics, 2000; Levin, 2009), como se ha comentado anteriormente. Dadas las
funciones que desempenan los compuestos derivados del metabolismo secundario, si
una especie o poblacion muestra variabilidad individual en la cantidad de esos
compuestos implicarfa una mejor respuesta frente a cambios ambientales, es decir,
una mejor respuesta frente a la heterogeneidad ambiental, viéndose ésta favorecida.
Por ello, el estudio de la variabilidad de los metabolitos secundarios puede ayudar a
conocer la capacidad de respuesta que posee una especie en diferentes condiciones

ambientales y a su vez de su caracter mas o menos generalista o plastico.

La importancia del estudio de la plasticidad fenotipica de una especie radica
en su significado adaptativo y se puede determinar al menos desde tres
aproximaciones distintas que ademas involucran diferentes escalas: 1) a nivel del

individuo, 2) a nivel de la poblacién y 3) a nivel de la especie (Gianoli, 2004).
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En el primer caso, enmarcado dentro de una perspectiva ecofisiologica, se
indaga por el significado funcional de las respuestas plasticas observadas en los
tenotipos. En el segundo caso, orientado a la ecologia evolutiva, se aborda la relacién
entre la norma de reaccién y la adecuacion biolégica de genotipos representativos de
una poblacion. En el tercer caso, se estudia el papel de la plasticidad fenotipica en los

patrones de distribucién de una especie.

Pocos trabajos experimentales han intentado evaluar la plasticidad fenotipica
del metabolismo secundario en una poblacion. Esto es debido a que una evaluacion
rigurosa de la seleccion de normas de reaccion en un contexto de ambientes variables
involucra un protocolo exigente y complejo. Asi, es necesario obtener clones de los
organismos de estudio, determinar en cada genotipo las normas de reaccién de los
caracteres para la variable ambiental de interés, evaluarla en un rango relevante a lo
observado en poblaciones naturales, determinar la adecuaciéon biolégica de cada
genotipo en cada ambiente, estimar la distribuciéon de frecuencia de los ambientes
experimentados por los organismos en las poblaciones naturales, calcular el valor de
la adecuacion bioldgica total para cada caracter de interés, determinar la relacion
entre la adecuacién bioldgica total y la norma de reacciéon de cada genotipo y

determinar la base genética de los parametros de la norma (Gianoli, 2004).

Son pocos los trabajos que realmente se han aproximado de manera
experimental al concepto de plasticidad fenotipica adaptativa. Por tanto, una de las
direcciones futuras en este tema no es otra que el fortalecimiento de la aproximacion
experimental con el fin de obtener un numero mayor de antecedentes soélidos.
Cuando la seleccion natural actia sobre el fenotipo, la plasticidad fenotipica actia
como un importante mecanismo generador de variabilidad en determinados
caracteres, de acuerdo con las demandas ambientales (Mal y Lovett-Doust, 2005).
Por lo tanto, conocer los componentes ambientales de la variacién es fundamental
para la comprension de como una poblacion se estructura en el tiempo y en el

espacio.

Al contrario de los metabolitos primarios, los compuestos del metabolismo

secundario presentan una variacion intraespecifica considerable en su composicion
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(Harborne y Turner, 1984; Bohm, 1987). En las plantas, la sintesis y la acumulacién
de los compuestos secundarios reflejan diferentes etapas evolutivas. Algunos de estos
compuestos se producen sélo esporadicamente, mientras que otros se distribuyen
ampliamente en todo el reino vegetal (Harborne, 1980; Rhodes, 1994). Un solo
metabolito secundario puede ser especifico de 6rdenes, familias, especies, y a veces
incluso de taxones intraespecificos (Harborne, 1980; Wollenweber y Dietz, 1981).
Dada la funcién que desempefian estos compuestos en las plantas, que exista
variacion intraespecifica puede tener un papel importante para la especie, ya que
cuando el habitat original sufre cambios, sus procesos fisiologicos deben actuar a un
nuevo ritmo dictado por las nuevas intensidades de los factores. Por ejemplo, la
competencia, la polinizaciéon y el herbivorismo son unos de los muchos procesos
ecoldgicos que influyen en el estado de la planta, y todos ellos pueden variar con el
fenotipo de la planta y depender de la composiciéon quimica de la misma (Cariveau y
col., 2004; Cahill y col., 2005; Moore y Foley, 2005).

En presencia de la presion selectiva que ejercen otros organismos y el medio
ambiente en general sobre las plantas, la ausencia de variabilidad en la defensa
quimica implicarfa una posible reducciéon de la poblacion. Si la presion fuera
suficiente y se mantuviera en el tiempo, esa poblacion podria desaparecer. La
supervivencia depende del grado al cual los caracteres heredados le permiten
ajustarse al cambio ambiental (Stebbins, 1950). De esta manera, una elevada variacion

quimica puede mejorar este proceso (Van der Meijden, 1996).
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En estudios previos realizados en el Area de Ecologfa de la Universidad de
Extremadura sobre Cistus ladanifer se ha demostrado que las hojas y tallos
fotosintéticos segregan un exudado muy abundante, sobre todo, durante la estacion
estival (Chaves, 1994). Este exudado esta constituido principalmente por flavonoides
y diterpenos (Chaves, 1994; Chaves y col., 1997; Alfas, 2006) los cuales desempefian
un papel ecofisiolégico muy importante: protegen a la planta de la radiacion
ultravioleta, tienen actividad antiherbivoro y son agentes alelopaticos (Chaves, 1994;
Chaves y col., 2001a; Sosa y col., 2005; Alias y col., 20006). La sintesis en la planta de
estos compuestos varfa cuantitativamente y cualitativamente en respuesta a varios
factores abidticos incluyendo el fotoperiodo, la luz ultravioleta, la temperatura y el
estrés hidrico (Chaves, 1994; Chaves y Escudero, 1999; Chaves y col., 2001b).

La capacidad de adaptacion de las especies a un lugar depende de la
variabilidad genética que presenten y de su plasticidad morfolégica y fisiologica a las
condiciones ecoldgicas a las que sean sometidas. Esto conlleva a que si somos
capaces de cuantificar de forma sencilla la variabilidad genética y fenotipica de una
especie, tendrfamos informaciéon de su capacidad para responder a los cambios

ambientales.

Hay que tener en cuenta que cuando cuantificamos la cantidad de metabolitos
secundarios en una planta, estamos cuantificando un caracter fenotipico. De todos es
conocido que el fenotipo tiene un control genético y un control ambiental, es decir,
los niveles de compuestos del metabolismo secundario estan en parte controlados
genéticamente y en parte determinados por las condiciones ambientales (Jones y
Hartley, 1999). Que existan variaciones fenotipicas puede ser debido a que existan
variaciones genéticas y ambientales, pero hay autores que defienden que la variacion
fenotipica no tiene por que deberse por igual al ambiente y al genotipo. Por lo tanto,
partiendo de que hay variabilidad fenotipica en un caracter, y en nuestro caso en la
cantidad presente de compuestos derivados del metabolismo secundario, habria que

cuantificar cuanto se debe al ambiente y cuanto es genético.
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En los dltimos afios se han realizado estudios sobre la compleja mezcla de
compuestos derivados del metabolismo que contienen los diferentes 6rganos de la
mayoria de las especies de plantas. De esta manera, se presenta un patron
caracterfstico de fuerte diversidad estructural, organizado 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 6érgano a
otro, con la edad de la planta, estaciéon y condiciones de crecimiento (Siegelman,
1964; Harbone, 1967). Por ello, es necesario conocer y asegurar que estamos
cuantificando correctamente la variabilidad fenotipica y deberfamos responder
previamente a cuestiones como: ¢Existen variaciones de los metabolitos secundarios
dentro de un mismo individuo, dependiendo del 6rgano y estado de desarrollo del
mismo? ¢Estas variaciones son dependientes de las condiciones estacionales? ¢La
variabilidad es la misma para todos los 6rganos, edades y estaciones?... Responder a
todas estas cuestiones setfa el primer paso para conocer qué 6rgano, edad y estacion
deberfamos elegir para determinar las diferencias individuales en C. /ladanifer,
utilizando como herramienta de cuantificacién los compuestos derivados de su

metabolismo secundario.

Por lo tanto, para alcanzar el objetivo principal de este trabajo: cuantificar la
variabilidad intrapoblacional en los metabolitos secundarios del exudado de Cistus

ladanifer, es necesario desarrollar los siguientes objetivos particulares:

1. Hallar un procedimiento de cuantificacion de la variabilidad intrapoblacional en

la especie de estudio. Este objetivo se divide en otros mas especificos:

1.1. Cuantificar los compuestos del metabolismo secundario (flavonoides y
diterpenos) en diferentes 6rganos y estados de desarrollo (hojas jovenes,

maduras y tallos fotosintéticos).

1.2. Cuantificar en diferentes estaciones y afios los compuestos del metabolismo

secundatrio.
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1.3. Cuantificar los compuestos del metabolismo secundario segun la edad de

diferentes individuos.

1.4. Determinar la variabilidad de los metabolitos secundarios en o6rganos,

estaciones, edades e interanualmente.

2. Utilizar el mejor procedimiento estimado para estudiar cémo afectan las
caracterfsticas genéticas y los factores ambientales a la variaciéon en la
composicion de compuestos pertenecientes al metabolismo secundario. Este

estudio se llevara a cabo a dos niveles:

2.1. A nivel poblacional, el estudio se centrara en como es la respuesta de cada

uno de los individuos de una misma poblacién. Para ello hay que:

2.1.1 Analizar si hay diferencias en las respuestas de cada uno de los
individuos de un jaral sometidos a las mismas condiciones ambientales

(variabilidad intrapoblacional).

2.1.2 Determinar la estructura espacial de la variacién encontrada en una

poblacién natural.

2.2. A nivel interpoblacional, observar las diferencias en la secreciéon de estos
compuestos entre jarales sometidos a diferentes condiciones ambientales

(variabilidad interpoblacional).

2.3. Por dltimo, mediante clones de diferentes genotipos, se pretende diferenciar,
de la proporcion de la varianza fenotipica total en la sintesis de metabolitos

secundarios, cuanto se debe a la varianza genética y cuanto a la ambiental.
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III.1. PROCEDIMIENTO PARA CUANTIFICAR LA VARIABILIDAD
DEL METABOLISMO SECUNDARIO EN Cistus Iadanifer COMO
RESPUESTA AL AMBIENTE

I11.1.1. Descripcion de la zona

El perfil quimico de una especie puede cambiar durante la ontogenia de la
planta y por la fenologia (Bohm, 1987; Bryant y Julkunen-Tiitto, 1995). Teniendo en
cuenta lo anterior, en este estudio se disefiaron dos tipos de experimentos. Por un
lado se cuantificaron los metabolitos secundarios en C. /adanifer en hojas y tallos en

jaras de la misma edad y por otro lado con jaras de edades diferentes.

Para ver las diferencias de los metabolitos secundarios entre jaras de la misma
edad, se seleccionaron 15 individuos con la misma edad cronolégica
(aproximadamente 15 afios) de un jaral situado en Alburquerque, al noroeste de la

provincia de Badajoz (Espana) (Figura 4).

Figura 4. Localizacién de la zona de estudio
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La zona esta situada a una altura de 289 m y posee un clima tipicamente
mediterraneo. La precipitaciéon promedio anual es de 500-800 mm (Cabezas y col,,
1980).

En la Tabla 1 se observan las precipitaciones totales, dias de lluvia y
temperaturas (maxima, minima y media) de la zona de estudio en el tiempo de
desarrollo de la experiencia. Estos datos fueron obtenidos en el Instituto Nacional de

Meteorologia del Ministerio de Medio Ambiente.

Los tipos de suelos dominantes son Luvisoles y Cambisoles (Fernandez y
Labrador, 2003) y desde el punto de vista geolégico, se desarrollan sobre cuarcita y
arenisca (Sigeo, 2003). Esta zona tiene una vegetaciéon constituida por Quercus
rotundifolia y un estrato arbustivo formado principalmente por jaras (Cistus ladanifer)

acompafiado de otras especies como Lavandula stoechas y Cistus salvifolius.

Tabla 1. Valores de precipitacion total (P. Total, mm), dias de lluvia y temperaturas
(°C) estacionales de la zona de estudio en el tiempo de desarrollo de la experiencia. Los
valores de temperatura son los correspondientes a la temperatura maxima, minima y

media (°C) de cada estacion.

P. Total N° Dias de T*max. T min. T* med.

(mm) Iluvia ) C) C)

Verano (2006) 419 10 34.5 17.3 25.9
Otoiio (2006) 526.5 29 26.0 13.0 19.5
Invierno (2007) 136.2 18 13.3 4.2 8.8
Primavera (2007) 132.0 21 20.7 7.5 14.1
Verano (2007) 94.9 6 319 15.0 235
Otoiio (2007) 172.3 10 24.4 11.1 17.8
Invierno (2008) 125.4 15 14.5 5.0 9.7
Primavera (2008) 221.9 24 19.2 8.4 13.8
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ITI.1.2. Recogida de muestras

Las muestras se recogieron durante dos aflos consecutivos, concretamente
desde el verano del 2006 hasta la primavera del 2008. En este estudio se ha
considerado la nomenclatura "afio 2006" para englobar a las estaciones: verano 20006,
otofio 2000, invierno 2007 y primavera 2007 y "afio 2007" para englobar al verano
2007, otono 2007, invierno 2008 y primavera 2008. Al final de cada estacion se
recogieron tres muestras de hojas jovenes (brotes), hojas maduras y tallos
fotosintéticos de 15 individuos de C. /ladanifer para cuantificar la sintesis de
compuestos del metabolismo secundario de esta especie (flavonoides y diterpenos)
identificados en estudios anteriores. De esta manera se obtuvieron 9 muestras de
cada individuo, en cada estacién y en cada uno de los dos afios que comprende el

estudio.

Se consideraron brotes aquellas hojas pequefias que estan naciendo,
aproximadamente de 2 6 3 meses de edad; hojas maduras, aquellas hojas de 6 a 10
meses de edad; y tallos, la zona mas apical del tallo que ha crecido en el afio de

estudio y con un diametro entre 1,15 y 2,25 mm (Figura 5).

Figura 5. Detalle de los 6rganos muestreados: hojas jovenes (izquierda), hojas
maduras y tallos (derecha).

43



MENU SALIR

Materiales y Métodos

Las muestras de cada individuo se empaquetaban en papel de aluminio "in

situ", y fueron enumeradas, almacenadas en bolsas y conservadas en neveras para su

posterior extraccion en laboratotio.

A partir del verano del 2007, los individuos 1 y 10 no se muestrearon debido

a que fueron afectados por un hongo y carecian de hojas y tallos fotosintéticos.

Para cuantificar la variabilidad en la composicién del metabolismo secundario
en C. ladanifer dependiente de la edad se seleccionaron 52 jaras teniendo en cuenta
diferentes alturas y diametro de tallo. En cada jara se midi6 la altura con una cinta
métrica y el didmetro del tronco con un calibrador. Este didmetro se midi6 en todas
las jaras a ras del suelo. Se recogieron 3 muestras de hojas y tallos fotosintéticos de
cada una de las jaras, que fueron almacenadas para su posterior extraccion del
exudado. Seguidamente se cortaron con una sierra desde la zona mas cercana al suelo
y se obtuvieron secciones de los troncos que fueron transportados al laboratorio para

el conteo de los anillos de crecimiento.

I11.1.3 Determinacion de la edad

Para la determinacion de la edad de los individuos de C. ladanifer, se utilizé el

método de conteo de anillos anuales de crecimiento.

El conteo de anillos de crecimiento se realizé en secciones de troncos (Figura
0) que son montadas sobre soportes de madera y posteriormente son lijados. Con
una lupa y humedeciendo la zona ya lijada se contaron los anillos de crecimiento de
cada individuo muestreado. Se contabilizé el nimero de anillos, al menos por 5
personas diferentes, haciendo la media y desechando los valores mas extremos (por

abajo y por arriba).
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Figura 6. Detalle del segmento del tronco cortado en algunos individuos de C.

ladanifer.

I11.1.4 Relacion de la altura y diametro segun la edad en Cistus ladanifer

Para determinar la relacién entre la altura y didametro con la edad en C.
ladanifer, se realizé un ajuste estadistico entre los valores de la edad, (calculada por el
numero de anillos contabilizado en los troncos medidos) y las dos variables
morfologicas medidas en cada individuo (altura y diametro de tronco). Las funciones
se representan en las Figuras 7 y 8. Para el didmetro del tronco se obtiene una
funcién lineal (y = 1.5496x + 1.5342; R2 = 0.9221) y para la altura la funcién es
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logaritmica (y = 67.21Ln(x) - 16.929; R2 = 0.8123). Ambas funciones presentan un
coeficiente de determinacién alto, aunque el didmetro del tronco es el que mejor se
ajusta.

Por lo tanto, para poder estimar la edad de un individuo de C. /adanifer es
mas conveniente utilizar el didmetro del tronco como parametro morfologico.

60 y=1,5496x +1,5342
| R2=0,9221

W
(=}
I

N
=]
.

Diametro tronco (mm)
[} (%)
S S
s s

10 4

0 5 10 15 20 25 30 35
Edad (afios)

Figura 7. Relacién didmetro de tronco (mm) y edad (afios) en C. ladanifer.

y =67,21Ln(x) - 16,929
250 - R2=0,8123

200 4

Altura (cm)

50 ~

0 5 10 15 20 25 30 35
Edad (afios)

Figura 8. Relacion altura (cm) y edad (afios) en C. ladanifer.
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I11.1.5. Extraccion del exudado

Se pesé 1g aproximadamente de hojas jévenes, maduras y de tallos (tres
réplicas de cada parte por jara). El exudado se extrajo con cloroformo (1/10 p:v) para
asegurar la completa extracciéon de flavonoides y diterpenos (Chaves, 1994). A
continuacion, el cloroformo se evapora en una campana de gases con una
temperatura no superior a los 30°C y el precipitado se resuspende en 4 ml de

metanol.

Las muestras fueron congeladas a —20°C durante 12 horas para que precipiten
las ceras, las cuales se retiran mediante centrifugacién, almacenandose el

sobrenadante a 4 °C para su posterior analisis (Vogt y Giilz, 1991).

III. 1.6. Analisis de la muestra

Las muestras fueron analizadas y cuantificadas por Cromatografia ILiquida de
Alta Presion, HPLC (Figura 9) (Waters; Bombas: 515 HPLC, Pump. Inyector:
717plus Autosampler, Detector: 996 Photodiode Array Detector).

Figura 9. Cromatdgrafo liquido de alta presion usado para la separacion y andlisis
de las diferentes muestras.
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De cada muestra eran inyectados 80ul para hojas jévenes, maduras y tallos en
una columna analitica de fase reversa Spherisorb 5p C-18 4,6 x 250 mm. La fase
movil utilizada fue agua/metanol/tetrahidrofurano en las proporciones 56/16/28 a
una velocidad de flujo de 0.75 ml/min. Los cromatogramas se registran a una
longitud maxima de 350 nm para flavonoides y 250 nm para diterpenos. En estas
condiciones se obtiene un cromatograma con una resolucién Optima para la
identificacién de los cinco flavonoides (Chaves, 1994; Chaves y col., 1993, 1997) y los
tres diterpenos (Alfas y col., 2006) presentes en el exudado de C. ladanifer, como
puede apreciarse en el cromatograma de la Figura 10 que corresponde con una

muestra de hojas.

La identificacién de los compuestos estuvo basada en los tiempos de
retencion y en las caracteristicas espectrales como se describe en Chaves, 1994;
Chaves y col., 1993, 1997. El tiempo de retencién y absorbancia maxima de los
diferentes compuestos cuantificados en el exudado de esta especie es diferente, esta

diferencia se puede apreciar en la Tabla 2.
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Figura 10. Cromatograma registrado a 350 nm (rojo) para la cuantificacién de los
flavonoides en C. ladanifer (Ap, apigenina; Ap-4, 4’-O-metilapigenina; Ap-7, 7-O-
metilapigenina; K-3, 3-O-metilkamferol ; K-3,7, 3,7-di-O-metilkamferol) y 250 nm
(negro) para los diterpenos (Dt-1, acido 6B-acetoxi-7-ox0-8-labden-15-oico; Dt-2,
acido 7-oxo-8-labden-15-oico; Dt-3, acido oxocativico) en hojas. Nota: la escala de

absorbancia (UA) es diferente en los dos cromatogramas.
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Tabla 2. Tiempo de retencién (min) y longitud de onda maxima (nm) a la cual

absorben los compuestos estudiados.

Tiempo de w
Compuesto retencion
(min) (nm)
Flavonoides
Apigenina 10 340
4’-O-metilapigenina 12 334
7-O-metilapigenina 19 345
3-O-metilkamferol 11 350
3,7-di-O-metilkamferol 20 350
Diterpenos
6B-acetoxi-7-oxo-8-labden-15-oico 29 256
Acido 7-ox0-8-labden-15-oico 32 250
Acido oxocativico 52 240
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I11.1.7. Cuantificacion de los metabolitos secundatios de Cistus ladanifer

Los compuestos cuantificados en las muestras de hojas jovenes, maduras y
tallos son los flavonoides y diterpenos cuyas férmulas quimicas se muestran en la

Figura 11.

OH OCH, OH
0 ” OH 0 - OCH, 0 i
o NG o N @ NG
OH 0O OH 0O OH 0O
Apigenina 4°-0-Metilapigenina 7-0-Metilapigenina
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CH,

Figura 11. Flavonoides y diterpenos estudiados (1-5: flavonoides, 6-8: diterpenos).

La cantidad de cada compuesto presente en las muestras fue cuantificada
usando la recta patrén obtenida con los diferentes compuestos. Ya que los
flavonoides y diterpenos no se pueden obtener comercialmente, para construir la
recta patron fue necesario purificarlos del exudado. Para ello se procedié inyectando,
repetidamente, muestra concentrada en una columna semipreparativa Nucleosil 5u
C-18 (250 x 10 mm), con una solucién de agua-metanol-tetrahidrofurano (40:30:30) a
una velocidad de flujo de 1.75 ml/min. La longitud de onda a la cual se detectaron

los compuestos fue a 335-350 nm para fenoles y 250 nm para terpenos. A medida
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que se iba detectando el pico de cada compuesto se recogia en un tubo. Para eliminar
cualquier contaminacién de otros compuestos, cada fraccion fue de nuevo separada
por HPLC. La fase mévil correspondié a metanol-agua (80:20, v/v), con un flujo de
2 ml/min. Una vez purtificado se obtuvo la recta patrén (Figura 12) con

concentracion diferente de cada compuesto (Sosa, 2005; Alfas, 2000).

Las rectas patrén utilizadas para la cuantificacién de los compuestos son las

siguientes:

* Apigenina, (Ap); y = 0.0931x - 0.0074 ; r*= 0.9782
4’-O-metilapigenina (Ap-4); y = 0.025 x - 0.0899 ; r* = 0.9891
7-O-metilapigenina (Ap-7); y = 0.0172x - 0.071 ; r* = 0.9655
3-O-metilkamferol (K-3); y = 0.0805x ; r* = 0.9698
3,7-di-O-metilkamferol (K-3,7); y = 0.0063 x - 0.0169 ; +* = 0.9782
Acido 6B-acetoxi-7-oxo-8-labden-15-oico (Dt-1); y = 0,0296x; *=0.988
» Acido 7-ox0-8-labden-15-oico (Dt-2); y = 0.3518x; *=0.998
* Acido oxocativico (Dt-3); y = 0,4361x; 1°=0.992

52



Materiales y Métodos

Ap Y~ 0:0931x-0,0074 K3 v =0,0805x
R*=0,9782 R?=0,9698
03 15
024 12
*
0,18 09
5 5 )
0,12 06
*
0.06 03 ®
0 0
0 05 1 15 2 25 3 0 3 6 9 12 15 18
Bg He
Ap-4” ¥ =0025x-0,0899 K-3,7 y=0,0063x-0,0169
R*=0,9891 R*=0,9782
0.75 0,125
06 0.1
0.45 0,075
<
S s > 005
* (s
0,15 0,025
0l e 0 o
0 5 10 15 20 25 30 3 6 9 12 15 18 21
ug ug
Ap-7 y=0,0172x - 0,071 y = 0,0296x
R=0,9655 Dt-1 R® = 0,0548
05 125
*
04 1
03 0,75
<
< 02 D5
S
0.1 * 025] &
0 Y 0
0 5 10 15 20 25 30 7 14 21 28 35 42
ueg ug
Dt-2 y=0,3518x Dt-3 v =04361x
R?=10,9982 ?=0,9876
1 15
08 12
06 09
s 3
04 06
02 03
0 0
0 6 12 18 24 30 36 0 6 12 18 24 30 36
b [

Figura 12. Rectas patrén de los diferentes flavonoides (Ap, apigenina; Ap-4, 4'-

O-metilapigenina; Ap-7, 7-O-metilapigenina; K-3, 3-O-metilkamferol ; K-3,7,

3,7-di-O-metilkamferol) y diterpenos (Dt-1, acido 6B-acetoxi-7-oxo-8-labden-

15-0ico; Dt-2, acido 7-oxo-8-labden-15-oico; Dt-3, dcido oxocativico) obtenidas

a partir del exudado de C. ladanifer.
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II1.2. VARIACION DE LOS COMPUESTOS DEL METABOLISMO
SECUNDARIO ENTRE LOS INDIVIDUOS DE UNA POBLACION DE

Cistus Iadanifer

ITI.2.1. Descripcion de la zona de muestreo y recogida de muestras

Para determinar la variacién de compuestos del metabolismo secundatio en
C. ladanifer a nivel individual y segin el procedimiento para su cuantificacién
(apartado I11.1 de Materiales y Métodos), se realizé un muestreo el 10 de octubre de
2009 de 100 individuos de C. Jadanifer en un jaral del municipio de Alburquerque
(puerto de conejeros), Badajoz (Figura 13).

Figura 13. Localizacién de la zona de estudio.
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La recogida de muestras de cada uno de los 100 individuos seleccionados se
realiz6 en un area rectangular total de 200 x 50 metros, es decir, 10.000 m* (1 ha).
Cada 10 metros lineales se eligié un individuo de entre 7 y 12 afos
(aproximadamente de 1 metro de altura) hasta los 200 metros, desde aqui y teniendo
en cuenta una distancia de 10 metros a la izquierda se volvian a recoger muestras
cada 10 metros en linea recta hasta otros 200 m y as{ sucesivamente hasta llegar a las

100 muestras.

Una vez recogidas las muestras (3 por individuo), éstas eran empaquetadas en
papel de aluminio y enumeradas 7 sizu. Inmediatamente después se trasladan en una
nevera al laboratorio donde se seleccionaron tres muestras de hojas jovenes de cada

individuo y se llevé a cabo la extraccion.

II1.2.2. Extraccién del exudado y analisis de las muestras

Para poder determinar y cuantificar los compuestos presentes en las muestras
de hojas de cada uno de los individuos muestreados en esta poblacion, se procede a
la extraccion del exudado y analisis siguiendo el protocolo descrito en los apartados
II1.1.5 y II1.1.6.

II1.2.3. Cuantificacion de los compuestos del metabolismo secundario

La cuantificacién de los compuestos del metabolismo secundario de los
individuos seleccionados se realizé siguiendo el protocolo analitico que se muestra en
el apartado I11.1.7.
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II1.3. VARIACION DE LOS COMPUESTOS DEL METABOLISMO
SECUNDARIO EN DIFERENTES POBLACIONES DE Cistus ladanifer

II1.3.1. Descripcién de las zonas de muestreo

Para cuantificar la variacién interpoblacional en los compuestos del
metabolismo secundario, en octubre de 2009 y abril de 2010 se recogieron muestras
de hojas de 13 poblaciones distribuidas, especificamente en direccion N-S (Figura
14). Estas poblaciones representan la variedad de habitats en los cuales se distribuye
esta especie y en general difieren en cuanto a precipitacion, altitud, temperaturas,
longitud y latitud (Tabla 3). Las poblaciones elegidas para realizar este estudio son:
Ponferrada, Destriana, Pantano de Ricobayo, El Cubo de la Tierra del Vino, Hervas,
Robledillo, Alburquerque, Hornachos, Azuaga, Monesterio, Las Navas de la

Concepcidn, Cazalla de la Sierra y Huelva.

Ponferrada

@ Destriana

° Pantano
deRicobayo

@ ElCubo

La Nava de

Concepdlt - @ Cazalla de la

Sierra

=
— = o
Figura 14. Localizacion de las diferentes poblaciones de C. ladanifer que se han
utilizado para el estudio.
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Tabla 3. Datos generales de localizacion y valores climatologicos (periodo 1971-2000) que
caracterizan las distintas poblaciones de C. Jadanifer elegidas para el estudio.

Latitud Longitud Altitud T® media T® max T*min Precipitacion

Poblacién Provincia ™) ©) (m) ©C) cO) C) (mm)
Alburquerque Badajoz  39° 13~ 7° 00" 289 16.6 23.3 9.9 463
Azuaga Badajoz  38°15° 5°40° 498 16.6 233 9.9 463
Cazalla de la sierra Sevilla ~ 37°55° 5°45° 533 18.6 24.9 12.2 534
Destriana Leén 42°19” 6° 06 902 10.9 16.4 5.3 556
El cubo de la tierra del vino ~ Zamora  41°15° 5° 42’ 840 12.7 18.3 7.1 363
Hervas Caceres  40° 16~ 5° 527 452 16.1 214 10.8 523
Hornachos Badajoz ~ 38° 33’ 6° 04 485 16.6 233 9.9 463
Huelva Huelva ~ 37°15° 6° 56 15 18.1 23.5 12.7 490
Las Navas de la concepcién  Sevilla ~ 37° 56° 5° 28’ 665 18.6 24.9 12.2 534
Monesterio Badajoz  38° 05’ 6°16° 710 16.6 233 9.9 463
Pantano de ricobayo Zamora  41° 40° 5° 527 705 12.7 18.3 7.1 363
Ponferrada Leén 42° 33" 6° 36” 555 12.6 18.1 7.2 668
Robledillo de trujilllo Caceres  39°16° 5°59° 532 16.1 214 10.8 523

T* media: temperatura media anual; T* max: temperatura maxima anual; T min: temperatura minima anual

En cada poblacion de C. ladanifer elegida, se recogieron 5 muestras de hojas
tanto para el muestreo de octubre de 2009 como para el muestreo de abril de 2010 de

10 individuos elegidos al azar de 7 a 12 anios de edad aproximadamente.

Al igual que en otras ocasiones, una vez recogidas las muestras, éstas eran
empaquetadas en papel de aluminio 7z situ y a continuaciéon fueron enumeradas,
almacenadas en bolsas y transportadas en una nevera para su postetior extraccion en

laboratotio.
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I11.3.2. Extraccion del exudado y analisis de las muestras

Para poder determinar y cuantificar los compuestos presentes en las muestras
de hojas jovenes de los diferentes individuos muestreados en las poblaciones
seleccionadas para realizar este estudio, se procedié a la extraccion del exudado y

analisis siguiendo el protocolo descrito en los apartados 111.1.5 y 111.1.6.

I11.3.3. Cuantificacion de los compuestos del metabolismo secundario

La cuantificaciéon de los compuestos del metabolismo secundario en las
diferentes poblaciones se realiz6 siguiendo el protocolo analitico que se muestra en el
apartado IIL.1.7.
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II1.4 VARIACION DE LOS COMPUESTOS DEL METABOLISMO
SECUNDARIO EN CLONES DE C(istus ladanifer

La pregunta mas basica que podemos plantearnos sobre un rasgo cuantitativo
es si los genes influyen o no en la variaciéon observada en el caracter. Para un
genotipo dado, en cada ambiente aparecera un fenotipo determinado. En
consecuencia, una distribucion de condiciones ambientales se reflejara
biolégicamente en una distribuciéon de fenotipos. Asi, la transformaciéon de la
distribuciéon ambiental en la distribuciéon fenotipica viene determinada por la norma
de reaccion (patrén que sigue la expresion fenotipica de un genotipo en diferentes

medios ambientales).

Con el fin de determinar en qué medida la variaciéon genética en la secrecion
de compuestos derivados del metabolismo secundario en el exudado de C. ladanifer
influye en la wvariacién fenotipica, se obtuvieron diferentes clones de varios
individuos. A estos clones de diferentes genotipos se les sometieron a diferentes
condiciones ambientales para poder analizar la influencia de la componente genética
en la componente fenotipica, en nuestro caso, en la secrecion de los compuestos del

metabolismo secundario.

II1.4.1. Material vegetal.

Para la realizacion de este estudio, se utilizaron semillas de 5 individuos de C.
ladanifer elegidos aleatoriamente en un jaral de Alburquerque, Badajoz. La recogida de
las semillas se realizé entre los meses de julio-agosto de 2008. Una vez recogidas las
semillas, éstas fueron almacenadas a temperatura ambiente hasta el comienzo de las

experiencias.
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I11.4.2. Cultivo y obtencion de clones

Las semillas de C. /adanifer fueron desinfectadas superficialmente durante 20
minutos con una solucién al 8% de hipoclorito sédico a partir de lejia comercial (40
g/1 de cloro activo) y unas gotas de Tween 20. A continuacién se lavaron 3 veces con
agua destilada estéril. Seguidamente con objeto de eliminar la dormacia e inducir la
germinacioén, fueron sometidas a elevadas temperaturas. Para este proceso, las
semillas se sumergieron en agua destilada estéril y se mantuvieron en ebulliciéon 4

minutos.

Toda la manipulaciéon de las semillas y material vegetal se realiza en una
camara de flujo laminar, previamente desinfectada con alcohol y radiacion
ultravioleta durante 20 minutos, para mantener las condiciones de asepsia necesarias

para el desarrollo de cultivos 7z vitro.

Las semillas, una vez secadas, se pusieron a germinar en placas Petri (¢=10
cm) en el medio A (medio de cultivo basal), formado por las sales minerales MS
(Murashige y Skoog, 1962) suplementadas con 0.4 mg/1 de Piridoxina, 0.4 mg/1 de
Tiamina, 0.4 mg/1 de 4cido Nicotinico (Morel y Wetmore, 1951), 100 mg/1 de myo-
inositol, 20 g/1 de sacarosa y 7 g/l de agar. A este medio se le afiade 1 mg/1 de
Bencilaminopurina (BA), ajustandose el pH a 5.7, antes de esterilizar en autoclave a
121°C durante 20 min. La germinacién y posterior cultivo se realizé en una camara
de cultivo IBERCEX climatizada a 25°C+1°C, con un fotopetiodo de 16 h luz/8 h
oscuridad y 6000 lux de intensidad luminosa, suministrada por tubos fluorescentes
blancos frios (Philips Master TLD 30W/840).

Una vez germinadas (10-15 dias) y crecidas las plantulas durante 20-30 dias,
se procedio a la obtencién de explantos de 2 cm de longitud que contenfan 2 nudos,
utilizados para la micropropagaciéon y obtenciéon de clones. Las secciones se
colocaron en un medio de multiplicacién (medio B) formado por el medio A
suplementado con 2 mg/1 BA y 0.5 mg/1 de 4cido naftalenacético (ANA).

Los brotes neoformados en el medio anterior constituyen clones que eran
crecidos durante 30 dias, siendo posteriormente individualizados y puestos a enraizar
en tubos de ensayo en un medio de enraizamiento formado por las sales MS diluidas

a la mitad, suplementadas con 0.4 mg/1 de Piridoxina, 0.4 mg/1 de Tiamina, 0.4 mg/1
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de 4cido Nicotinico, 100 mg/1 de myo-inositol, 10 g/1 de sacarosa y 7 g/1 de agar, y 2
mg/1 de ANA. El medio (medio C) era renovado semanalmente.

En la Figura 15 se muestra la evolucion de las diferentes plantulas a partir de

las cuales se obtuvieron los clones necesarios para el estudio.

Los experimentos de estrés hidrico se realizaron en el medio B al que se
afiade como agente osmoético manitol en cantidades diferentes para obtener los
estreses hidricos utilizados: §,= -0.80 MPa (45.50 g/l de manitol) y ¢ ,=-1.5 MPa
(63,74 g/1 de manitol).

Figura 15. Evolucion de las diferentes plantulas a pattir de las cuales se obtenian los clones.

a: medio A (basal); b: medio B, de crecimiento; ¢: medio C, de enraizamiento.
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I11.4.3. Disefio experimental

Inicialmente se partié de 5 individuos (5 genotipos diferentes) pero debido a
problemas de crecimiento de cada genotipo y a la elevada tasa de mortalidad,
finalmente se consiguieron 150 clones en total, 50 clones de 3 genotipos diferentes

(A, By C) que se utilizaron para los distintos bioensayos.

Una vez obtenidos los clones de cada individuo con un tamafio adecuado
(Figuras 10), éstos fueron distribuidos en dos camaras: una con radiacion ultravioleta
y otra con radiacion normal. En cada una de las camaras unos clones se mantuvieron
con medio de estrés hidrico y otros con medio control. La disposicion del tubo de
ensayo que inclufa cada clon era equidistante respecto a los demas tubos y fueron
distribuidos de forma regular en cada estufa. Las posiciones de los tubos eran
cambiadas cada 5 dias con el fin de que la posiciéon en la camara no afectara en la

sintesis de compuestos de cada clon.

Asi, diez clones de cada genotipo fueron sometidos a diferentes estreses
ambientales durante dos meses (desde el 21-Julio hasta el 22-Septiembre de 2010)
con un fotopetiodo de 16 horas luz/8 horas de oscuridad, y una temperatura
constante de 25 °C. Las condiciones a las que se sometieron los diferentes clones de

cada genotipo se detallan a continuacion.
Radiacion ultravioleta.

Los clones destinados a este ensayo fueron irradiados durante 16 horas al dia
con radiacién ultravioleta, recibiendo un promedio de 4.9 KJ m” de radiacién UV-B
biolégicamente efectiva (UV-By) aplicada mediante bombillas fluorescentes
(Phillips, Ultraviolet-b, TL 20 W/09L).

Estrés hidrico.

Este tipo de estrés se simulé modificando la cantidad de Manitol en el medio
(ver apartado 111.4.2) en el cual crecian los clones. En un principio se realizaron
varias experiencias simulando diferentes potenciales. Finalmente se optd por elegir
dos tipos diferentes de estrés hidrico que se estimaron en 0.80 MPa y 1.5 MPa,

considerandolo como elevado y muy elevado respectivamente.
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Figura 16. Clones utilizados en la realizacién del estudio.

Combinacion radiacion ultravioleta y estrés bhidrico

Esta combinaciéon de tipos de estrés se realizé en la camara con radiacién
ultravioleta donde se colocaron clones creciendo en medio de estrés hidrico, unos en

estrés hidrico elevado y otros en estrés hidrico muy elevado.
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Control.,

Para las experiencias con radiacién ultravioleta y potencial hidrico, el
ambiente control en los clones estaba formado por medio de crecimiento (medio B)
y se mantuvo en una camara con luz artificial (ver apartado 1I1.4.3) creciendo en un
medio control. Para las experiencias en las cuales se combinaba radiacion ultravioleta
y potencial hidrico, el medio control estaba formado por medio de crecimiento

(medio B) y se mantuvo en la cimara de luz ultravioleta.

Después de dos meses, los clones se extrajeron del medio contenido en los
tubos de ensayo y se mantuvieron a temperatura ambiente hasta su posterior secado.
A continuacién fueron pesados y desmenuzados, y se llevé a cabo la extraccion con

cloroformo para su posterior analisis (ver apartado I11.1.5).

I11.4.4. Respuesta del genotipo al ambiente

La variacién de los metabolitos secundarios en las plantas es el resultado de
diversos factores. Puede haber un componente genético en esta variacion, pero el
genotipo puede ser modificado por una variedad de elementos bidticos y abidticos
(Berenbaum y col., 19806). Por ello es importante estudiar como varia la sintesis de los
compuestos del metabolismo secundario segun diferentes gradientes ambientales (a
través de las normas de reaccioén) y determinar qué proporcion de la variabilidad
fenotipica se debe a la variaciéon genotipica (a través de la estimaciéon de la
heredabilidad) con el fin de poder predecir si esta especie es mas o menos plastica

y/ o0 generalista.
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111.4.4.1. Normas de reaccion

La plasticidad fenotipica es la capacidad de un organismo de producir
fenotipos diferentes en respuesta a cambios en el ambiente (Falconer, 1989). El
concepto de plasticidad fenotipica se visualiza a partir de la confecciéon de la norma
de reaccion. Asi, la norma de reacciéon de un genotipo dado es su rango de respuestas
fenotipicas a lo largo de un gradiente ambiental (Woltereck, 1909, citado en
Schlichting y Pigliucci, 1998). Tradicionalmente se representa la norma de reaccion
situando los niveles de la variable ambiental en el eje X y los valores de expresion de

un caracter fenotipico en el eje Y.

Una forma de entender la evolucién de la norma de reaccion es verla como
una correlacion genética. Considerando dos ambientes, el fenotipo es la forma en que
el genotipo se expresa en los dos ambientes, entonces la norma de reacciéon se
transforma en grafico de correlacién genotipo-fenotipo en los dos ambientes. Un
organismo capaz de desarrollar el fenotipo 6ptimo en distintos ambientes es un
generalista. Por el contrario, uno que no posee plasticidad fenotipica puede estar

restringido a un solo ambiente y entonces podria considerarse un especialista
(Griffiths y col, 2008).

Cuando el efecto de las diferencias ambientales en el fenotipo difiere de un
genotipo a otro en la poblacién, la varianza fenotipica incluye un componente debido
a la interaccién genotipo-ambiente. Si todos los genotipos tienen normas de reaccion
paralelas, de manera que la diferencia entre el fenotipo y los dos ambientes es igual

para todos los genotipos, no existe interacciéon genotipo-ambiente.
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111.4.4.2. Estudio de la Heredabilidad

La variaciéon fenotipica observada (V;) puede ser dividida en variacién

genotipica (V,) y variacion ambiental (V) (Falconer, 1989):
V=V, +V,

La heredabilidad de un rasgo en sentido amplio (H?) es la proporcién de la
varianza total fenotipica (V;) que puede explicarse mediante la variacién genética
total (V). H? no es una caracterfstica fija de un rasgo, sino que depende de la
poblacién en la que se midi6 y del conjunto de condiciones ambientales en el que esa
poblacion se ha desarrollado (Falconer, 1989). Teniendo en cuenta las componentes

de la varianza, la férmula que hemos utilizado para su calculo es la siguiente:

2 _ Q2 2 — Q2 2 2 2 2
H" = S genotipo / S fenotipo S genotipo / (S genotipo + S genotipo x estrés + S crror+ S ambiente)

Siendo §* : varianza debida al genotipo; s? : varianza debida a

genotipo* genotipo x estrés

la interaccién genotipo-estrés; S* . : varianza debida al error aleatorio/de muestreo;

error*®

S? : varianza debida al factor ambiental.

ambiente*

En nuestro caso todos los genotipos estaban en el mismo ambiente por lo

que la 8%, e €5 cero, por ello, la férmula final que hemos utilizado para el calculo
de la heredabilidad es:

H2 = Szgenotipo / (Sz genotipo + Sz + SZ error)

genotipo x estrés

La heredabilidad es un parametro sin dimensiones ya que es un cociente de
varianzas del mismo caracter. Puesto que es una parte respecto al todo o lo que es lo
mismo, el numerador esta contenido en el denominador, desde un punto de vista
teorico la heredabilidad varfa de 0 a 1, aunque como cualquier estima sujeta a error,

las estimas de heredabilidad pueden caer fuera de estos limites (Falconer, 1989).

A menudo se malinterpreta el concepto de heredabilidad como el grado de

determinacion genética o en qué medida el fenotipo esta determinado por el
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genotipo. Estas interpretaciones son incorrectas ya que puede haber muchos /i que
afecten a un caracter, pero estar todos fijados, y por lo tanto no contribuiran a la

varianza genética (Griffiths y col, 2008).

Es importante recordar que la heredabilidad se refiere a la variacion del
caracter en la poblacién. Un error comin es pensar que existe un valor de
heredabilidad unico para un determinado caracter en una especie, ya que éste varfa a
menudo entre poblaciones y entre ambientes. También es erréneo admitir que una
heredabilidad O significa que el caracter no se encuentra afectado por los genes, de
hecho todos los caracteres fenotipicos tienen un cierto componente genético, ya que
los individuos se constituyen atendiendo a un programa genético. Esta confusion se
esfuma si nos centramos en la variaciéon. Una heredabilidad 0 quiere decir que no hay
varianza genética aditiva en esa poblaciéon en ese ambiente en particular, asi, la
varianza fenotipica se debe enteramente a la varianza ambiental y a los componentes
no aditivos de la varianza genética. Finalmente, destacar que otra idea equivocada es
admitir que una heredabilidad de 1 significa que el ambiente no afecta al caracter.
Una heredabilidad de 1 sélo significa que la variacion ambiental que afecta a esa
poblaciéon particular no afecta a la varianza fenotipica. Aun asi, si el ambiente
cambiara, este cambio podria afectar a la media y la varianza del caracter en la
poblacién (Gritfiths y col, 2008).

Por todo ello, se deduce que la heredabilidad no es lo contrario a la
plasticidad fenotipica. Un caracter puede presentar una heredabilidad perfecta en una
poblacién y estar sujeto también a grandes cambios al variar el ambiente (Griffiths y
col, 2008).

Los diferentes estreses ambientales no estan influidos por los mismos genes.
Estos estreses activan de forma diferente los genes, de manera que cada estrés activa
la expresion de unos genes para que finalmente se sinteticen determinados

compuestos en las plantas.

Ante la pregunta de si los genes influyen o no en alguna medida en la
variacion observada en un caracter, en nuestro caso en la cantidad de compuestos del

metabolismo secundario secretados por C. ladanifer, podemos afirmar que la variacion
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de unos individuos a otros no resulta necesariamente una variaciéon genética. En
principio, es facil determinar si para un rasgo particular hay una variacion genética
influyendo en la variacién fenotipica entre organismos. Si estan implicados genes, los
individuos biolégicamente emparentados deberfan parecerse mas unos a otros que
los no emparentados. Tales correlaciones entre parientes, sin embargo, indican
variacion genética sélo si los parientes no comparten un ambiente comun en mayor

medida que los individuos no emparentados (Griffiths y col, 2008).
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II1.5. ANALISIS ESTADISTICO

Todos los analisis estadisticos efectuados en los diferentes estudios, han sido

realizados mediante el programa estadistico SPSS-Win 15.0.

IT1.5.1. Analisis estadistico en la cuantificacion de la wvariabilidad en los

metabolitos secundarios

II1.5.1.1. Entre estaciones, 6rganos, edades y afios

En relacion al procedimiento para cuantificar la variabilidad del metabolismo
secundario como respuesta al ambiente, y debido a la no normalidad de los datos, se
decidi6 utilizar tests no paramétricos. Los resultados se sometieron al test de
Friedman (muestras apareadas) para determinar si habia diferencias significativas
entre estaciones, 6rganos, edades y afos. Para establecer entre qué estacion, 6rgano,
edad y afio habia diferencias significativas, fue usado el test estadistico Wilcoxon. Las

diferencias se consideraron significativas con un nivel de significacién p < 0,05.

I11.5.1.2. Intrapoblacional: en una poblacion de C. ladanifer

En el estudio de la variabilidad de los metabolitos secundarios en una
poblacion de C. ladanifer, se utilizé el Analisis Claster (método UPGMA) para analizar
la similaridad quimica en la composicion de metabolitos secundarios entre
individuos. Debido a la gran cantidad de datos se pudo utilizar test paramétricos.
ANOVA para determinar si habia diferencias significativas entre diferentes grupos y
la correccion de Bonferroni para establecer qué grupos eran significativamente

diferentes (con un nivel de significaciéon p < 0,05).
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II1.5.1.3. Interpoblacional: en varias poblaciones de C. ladanifer

Para analizar como varfan los compuestos del metabolismo secundario en
varias poblaciones de C. /ladanifer también se aplicé Analisis Claster (método
UPGMA) con el fin de analizar también la similaridad quimica en este tipo de
compuestos de las poblaciones seleccionadas. Debido a la no normalidad de los datos
y a que las muestras son independientes, los resultados se sometieron al test de
Kruskal-Wallis para determinar si existfan diferencias significativas entre poblaciones
y el test U de Mann-Whitney para determinar entre qué poblaciones habia diferencias

significativas, con un nivel de significacién p < 0.05.

I11.5.1.4. Entre clones de C. ladanifer

Finalmente, para estudiar céomo influye la componente genética en la
variabilidad fenotipica en la sintesis de metabolitos secundarios, debido a la no
normalidad de los datos, los resultados se expusieron al igual que en el estudio
anterior al test de Kruskal-Wallis para determinar si existian diferencias significativas
entre genotipos y el test U de Mann-Whitney para determinar entre cuales habia

diferencias significativas (p < 0.05).

I11.5.2. Analisis Cluster

El Analisis Cluster es un conjunto de técnicas multivariantes cuyo objetivo es
agrupar elementos, en nuestro caso individuos y poblaciones, basandose en las
caracteristicas que éstos poseen. El Analisis Claster clasificara a los objetos, de tal
forma que cada objeto sera muy parecido a los que hay en su grupo (claster). Los
grupos resultantes deben mostrar mucha homogeneidad entre los elementos del

grupo y un alto grado de heterogeneidad entre los diferentes grupos.

En principio, para poder unir los individuos o poblaciones en grupos, se
eligié una medida de similaridad entre ellos, de tal manera que ésta nos marcaba la

relacién entre los individuos. Se eligié la distancia como medida de asociacién,
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especificamente la Distancia Euclidea (la distancia que existe entre los datos tomados
como puntos en el espacio). Asi, los grupos que se formaran como mas parecidos

seran aquellos cuya distancia sea la minima.

La técnica cluster que se eligié fue el Método Jerarquico disociativo, aquel
que para formar un cluster nuevo une o separa alguno ya existente para dar origen a
otros dos de forma que se minimice una distancia. En este tipo de método, se parte
de un solo grupo que contenga a todos los individuos y se va separando hasta llegar a

formar grupos individuales.

Como Método de Conglomeracién se eligié la Vinculacién Inter-grupos, es
decir, el Método del Promedio, UPGMA (Unweighted Pair Group Method using

Aritmetic averages). Finalmente, la variable se estandariza utilizando puntuaciones Z.

El resultado final de este tipo de analisis es una estructura jerarquica de

conglomerados llamado dendrograma.

IT1.5.3. Analisis de las Componentes de la varianza

El procedimiento de Analisis de Componentes de Varianza esta disefiado
para estimar la contribuciéon de multiples factores a la variabilidad de una variable
dependiente, en nuestro caso serfa cantidad secretada de compuestos del
metabolismo secundario en C. ladanifer. A partir del programa estadistico Spss 15.0 se
estimaron las componentes de la varianza mediante el Modelo Lineal General, el cual
relaciona la distribucion aleatoria de la variable dependiente con la parte sistematica

(no aleatoria) a través de una funcion.

En este trabajo, hemos recurrido al Analisis de las Componentes de la
Varianza en dos estudios: para analizar la variaciéon intra e interpoblacional entre
distintas poblaciones muestreadas y para determinar como repercute la componente
genética (genotipo) en el fenotipo, por lo que el tratamiento y significado de los datos
sera diferente. Sin embargo, en ambos estudios se utiliz6 el Modelo Factorial

Completo y el método de analisis elegido para estimar las componentes de la varianza
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fue el de Maxima Verosimilitud Restringida (este tipo de método fuerza la estimacion

para que los resultados no sean negativos).

II1.5.3.1. Variacion inter e intrapoblacional

En este estudio y para el calculo de las Componentes de la Varianza se realizo
el siguiente diseno estadistico: como variable dependiente se considerd la variable
“Cantidad total de compuestos”, y como factor aleatorio, “Poblaciéon”. En este tipo
de estudio se tuvo en cuenta las cantidades medias secretadas de cada compuesto en
las 13 poblaciones elegidas. A partir del Analisis de las Componentes de la Varianza,
se obtuvo una estimacién de la variabilidad existente dentro de una poblacion
(intrapoblacional) y la que existe entre poblaciones (interpoblacional), de forma que

se puede estimar qué componente es mayor O menor.

111.5.3.2. Estimacion de la heredabilidad

Para evaluar el nivel de determinacién genética en la producciéon de

compuestos del metabolismo secundario en C. ladanifer, fue necesario realizar el
PRI . 2 . .

analisis de las componentes de la varianza (§°) a partir del Modelo Lineal General,

como se ha comentado anteriormente.

El disefio estadistico consistié en determinar como variable dependiente la
variable “Cantidad total secretada” de los diferentes compuestos; el factor fijo fue la
variable “Estrés ambiental” y el factor aleatorio fue la variable “Genotipo”. A partir
de las estimaciones de las componentes de la varianza y con la férmula anterior se
pudo estimar la heredabilidad de los compuestos del metabolismo secundario en C.

ladanifer segin diferentes estreses ambientales.
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IV.1. VARIACION CUANTITATIVA DE COMPUESTOS DEL
METABOLISMO SECUNDARIO EN HOJAS JOVENES, MADURAS Y
TALLOS DE Cistus ladanifer

En la Figura 17 se muestra la suma total de flavonoides y diterpenos (mg/g
de peso seco -PS-) cuantificados en hojas jovenes, maduras y tallos fotosintéticos de
C. ladanifer, que han sido muestreados desde el verano del 2006 hasta la primavera del
2008. Estas cantidades son el resultado de realizar la media de 15 individuos en las 8
estaciones analizadas (numero de datos = 15 individuos x 3 réplicas x 8 estaciones =

360).

Los resultados ponen de manifiesto que existen diferencias cuantitativas
significativas entre las tres partes de la planta elegidas para realizar este estudio. Las
hojas jovenes son las que presentan mayor cantidad de flavonoides y diterpenos (16.7
mg/g PS), a éstas le siguen los tallos (10.6 mg/g PS), y finalmente son las hojas

maduras (9.3 mg/g PS) las que tienen menor cantidad.

Si analizamos las cantidades de cada uno de los flavonoides y diterpenos
(Tabla 4), los compuestos mayoritarios son los flavonoides, destacando el K-3,7 con
cantidades superiores al resto. Cuando se analizan las diferencias significativas entre
hojas jovenes, maduras y tallos, se observa que entre flavonoides, la Ap-7 y el K-3,7
presentan diferencias significativas en las tres partes analizadas mientras que Ap, Ap-
4 y K-3 sélo presentan diferencias entre hojas jovenes y tallos respecto a hojas
maduras. En los diterpenos, el compuesto mayoritario es el Dt-1 siendo

significativamente diferente entre las hojas jovenes, maduras y tallos.

La diferencia existente entre 6rganos y en diferentes estados de desarrollo,
tanto para flavonoides como para diterpenos, se hace mas patente cuando las
cantidades de estos compuestos se expresan como porcentajes relativos al total

(Tabla 5). Como puede apreciarse, en relacién a los flavonoides, los porcentajes de
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Ap, K-3, Ap-4 y Ap-7 son parecidos entre hojas jovenes y maduras, diferenciandose
en la contribuciéon del K-3,7; sin embargo los tallos difieren en la composicién de
todos los flavonoides. Con respecto a los diterpenos, al igual que con las cantidades
expresadas en la Tabla 3, la contribucién porcentual difiere considerablemente entre

ellos.

)
[

[}
=

Flavonoides y diterpenos totales (mg/g PS)

Hojas jovenes Hojas maduras Tallos

Figura 17. Flavonoides y ditetpenos totales (mg/g PS) obtenidos en muestras
de hojas jévenes, maduras y tallos de C. ladanifer (n=15x3x8=360). Barras de
error representan * desviacion estandat. a, b, ¢ : diferentes letras significan

diferencias significativas, p < 0.05 (Test de Wilcoxon).
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Tabla 4. Flavonoides y ditetpenos (mg/g PS) obtenidos
en muestras de hojas jovenes, maduras y tallos de C.
ladanifer.  Entre paréntesis la  desviacién estandar.

(n=15x3x8=360).

Hojas jovenes Hojas maduras Tallos

Flavonoides (mg/g PS)

Ap 0.11(0.07)2 0.06(0.03)b 0.13(0.10)2
K-3 1.29(0.95) 0.65(0.50)b 1.26(0.91)
Ap-4 1.41(0.69)s 0.69(0.20)b 1.39(0.64)
Ap-7 1.96(0.87)s 1.08(0.44)b 1.51(0.66)c
K-3,7 9.83(7.93)a 6.21(3.92)b 5.31(3.49)c
Total  14.40(9.38): 8.69(4.72)b 9.61(4.87)b

Diterpenos (mg/g PS)

Dt-1 2.04(1.19) 0.56(0.32)b 0.88(0.87)c
Dt-2 0.11(0.09)2 0.03(0.02)b 0.04(0.04)c
Dt-3 0.16(0.19)a 0.03(0.04)b 0.07(0.08)c
Total  231(1.32) 0.62(0.34)b 0.99(0.95)c

b, e; diferentes letras significan diferencias significativas en hojas
jovenes, maduras y tallos, p < 0.05 (Wilcoxon Test). Ap:
apigenina; Ap-4: 4’-O-metilapigenina; Ap-7: 7-O-metilapigenina;
K-3: 3-O-metilkamferol; K-3,7: 3,7-di-O-metilkamferol; Dt-1:
Acido 6B-acetoxi-7-ox0-8-labden-15-oico; Dt-2: Acido7-ox0-8-

labden-15-oico; Dt-3: Acido oxocativico.
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Tabla 5. Porcentajes relativos de flavonoides y diterpenos
respecto al total obtenidos en muestras de hojas jovenes,

maduras y tallos de C. Jadanifer. (n=15x3x8=3060).

% Hojas jovenes Hojas maduras  Tallos
Flavonoides
Ap 0.67 0.61 1.23
K-3 7.70 6.96 11.92
Ap-4 8.41 7.43 13.08
Ap-7 11.58 11.65 14.25
K-3,7 57.70 66.68 50.20
Diterpenos
Dt-1 12.14 6.05 8.12
Dt-2 0.66 0.28 0.35
Dt- 3 0.96 0.35 0.65

Ap: apigenina; Ap-4:  4’-O-metilapigenina; Ap-7:  7-O-
metilapigenina; K-3: 3-O-metilkamferol; K-3,7: 3,7-di-O-
metilkamferol; Dt-1: Acido 6B-acetoxi-7-oxo-8-labden-15-oico;

Dt-2: Acido7-0x0-8-labden-15-oico; Dt-3: Acido oxocativico.
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IV.2. VARIACION CUANTITATIVA ESTACIONAL DE LOS
COMPUESTOS DEL METABOLISMO SECUNDARIO EN HOJAS
JOVENES, MADURAS Y TALLOS DE Cistus ladanifer

Para cuantificar la variacién estacional tanto de flavonoides como de
diterpenos en la planta, por una parte se ha realizado la media de hojas y tallos en los
15 individuos en cada una de las estaciones (n=15x3x3x2=270 por estacion)
correspondientes a los dos afios de estudio y por otra parte se ha calculado la media
estacional diferenciando entre hojas jévenes, maduras y tallos (n=15x3x2=90 en cada

estacion).

Los resultados ponen de manifiesto (Figura 18) que existe una diferencia
cuantitativa significativa entre las diferentes estaciones estudiadas, siendo en verano
cuando se segrega la mayor cantidad de compuestos y en invierno la menor. En

primavera y otoflo se segregan cantidades intermedias.

Si realizamos el analisis por grupos de compuestos (Tabla 6), los flavonoides
totales son los compuestos mayoritarios en todas las estaciones, estando su sintesis
potenciada durante el verano. Por el contrario, los diterpenos son mas abundantes en
las estaciones de otofo-invierno. Si se considera el total de flavonoides y de
diterpenos, existen diferencias significativas entre las cuatro estaciones; y analizando
cada compuesto por separado, el K-3,7 muestra cantidades significativamente
diferentes en cada una de las estaciones, la Ap-7, Ap-4 en tres de ellas, el K-3 y el Dt-
3 en dos y la Ap solamente se diferencia el otono del resto de las estaciones. Destacar
que las cantidades de Dt-1 y el Dt-2 difieren entre estaciones aunque no son

estadisticamente significativas debido a la alta desviacion de los datos.

Si expresamos los porcentajes de cada uno de estos compuestos en las
diferentes estaciones, las diferencias entre ellas son mas evidentes. Como se observa

en la Tabla 7, hay una clara diferencia en el aporte de K-3,7 en verano (70.2 %) frente
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a otoflo, invierno y primavera (56.4, 41.3 y 49.6 % respectivamente) y una menor
contribucién de las apigeninas en esta estacion. Esto significa que la sintesis de los

flavonoides esta potenciada hacia el K-3,7 en verano.

Con respecto a los diterpenos, el comportamiento es distinto, es en invierno
cuando se potencia la sintesis de los mismos, disminuyendo considerablemente en

verano.

30 -
25 4
20
15

10 - d

Flavonoides y diterpenos totales (mg/g PS)

Verano Otoiio Invierno Primavera

Figura 18. Flavonoides y diterpenos totales (mg/g PS) de C. ladanifer obtenidos en
las estaciones de verano, otoflo, invierno y primavera, (n=15x2x3x3=270). Barras
de error representan * desviacion estandar. a, b, ¢, d: diferentes letras significan

diferencias significativas, p < 0.05 (Test de Wilcoxon).
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Tabla 6. Flavonoides y diterpenos (mg/g PS) en C. ladanifer obtenidos en

las diferentes estaciones estudiadas. Entre paréntesis la desviacién

estandar. (n=15x2x3x3=270).

Verano Otofio Invierno Primavera
Flavonoides
(mg/g PS)
Ap 0.10(0.05)2 0.13(0.09)> 0.08(0.06)2 0.09(0.10)2
K-3 1.40(0.08)2 1.51(0.97)2 0.63(0.50)> 0.76(0.67)>
Ap-4 1.07(0.40)2 1.35(0.90)2 1.11(0.47)b 1.18(0.70)<
Ap-7 1.77(0.69)2 1.82(0.98)2 1.18(0.56)b 1.38(0.61)¢
K-3,7 12.54(7.70)2 8.21(3.43)b 3.15(1.78)c 4.57(2.82)d
Total 16.93(9.32)2 13.01(5.00)b 6.13(2.60)c 7.98(3.97)d
Diterpenos
(mg/g PS)
Dt-1 0.91(0.51)a 1.39(1.52)2 1.26(1.25)2 1.09(0.69)2
Dt-2 0.05(0.03)2 0.07¢0.11)a 0.06(0.07)a 0.05(0.04)a
Dt-3 0.03(0.04)2 0.06(0.06)> 0.18(0.22)a 0.06(0.05)>
Total 0.99(0.56)2 1.53(1.66)P 1.50(1.41)be 1,21(0.76)a

4 b,e.d diferentes letras significan diferencias significativas entre estaciones p < 0.05
Ap-7: 7-O-
metilapigenina; K-3: 3-O-metilkamferol; K-3,7: 3,7-di-O-metilkamferol; Dt-1:
Acido 6B-acetoxi-7-ox0-8-labden-15-oico; Dt-2: Acido 7-oxo-8-labden-15-0ico;

(Wilcoxon Test).

Ap:

Dt-3: Acido oxocativico.

apigenina; Ap-4:  4’-O-metilapigenina;
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Tabla 7. Porcentajes relativos de flavonoides y diterpenos

de C. ladanifer en las cuatro estaciones estudiadas.
(n=15x2x3x3=270).

Verano Otofio  Invierno Primavera

Flavonoides (mg/g

Ap 0.56 0.87 1.06 1.01
K-3 7.80 10.38 8.00 8.28
Ap-4 5.99 9.27 14.53 12.89
Ap-7 9.88 12.51 15.46 14.98
K-3,7 70.24 56.48 41.33 49.68

Diterpenos (mg/g PS)

Dt-1 5.10 9.55 16.47 11.89
Dt-2 0.26 0.50 0.84 0.58
Dt-3 0.16 0.44 2.30 0.71

Ap: apigenina; Ap-4:  4’-O-metilapigenina; Ap-7:  7-O-
metilapigenina; K-3: 3-O-metilkamferol; K-3,7: 3,7-di-O-
metilkamferol; Dt-1: Acido 6B-acetoxi-7-oxo-8-labden-15-oico;

Dt-2: Acido 7-ox0-8-labden-15-oico; Dt-3: Acido oxocativico.
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Por otra parte, cuando se cuantifica la variaciéon estacional en hojas y tallos,
los resultados ponen de manifiesto que existen diferencias significativas entre ellos en
una misma estacion (Figura 19), asi como variaciéon estacional en los diferentes

organos (Figura 20).

Es de destacar que las diferencias entre las tres partes de la planta
estudiadas, no son las mismas en todas las estaciones (Figura 19). De esta forma, en
verano existe una clara diferencia significativa entre ellos, destacando las hojas
jovenes con una mayor presencia de compuestos, mientras que en otoflo se
diferencian hojas maduras y tallos de hojas jovenes, y en invierno y primavera hojas
maduras de hojas jévenes y tallos. Otro hecho importante a resaltar es que las hojas
jovenes y hojas maduras, cuya diferencia es el estado de desarrollo, muestran

cantidades significativamente diferentes en las cuatro estaciones.

Por otra parte, las diferencias estacionales en hojas jovenes, maduras y
tallos muestran patrones diferentes (Figura 20). Asi, las hojas jévenes y maduras
presentan cantidades significativamente diferentes en las cuatro estaciones mientras
que la secrecién en los tallos es mas homogénea entre estaciones, inicamente otoflo

es la estacion donde la secrecion es significativamente supetior.

Si analizamos cada grupo de compuestos por separado (Tabla 8), podemos
destacar que los diterpenos totales muestran cantidades significativamente diferentes
entre las partes de la planta estudiadas en las cuatro estaciones. Este comportamiento
se repite para cada uno de los tres diterpenos, excepto para el Dt-2 en primavera y el
Dt-3 en verano donde las hojas jévenes muestran mayor cantidad de estos
compuestos. Con respecto a los flavonoides, si observamos el total, unicamente
existen diferencias significativas entre hojas jovenes, maduras y tallos en verano. En
invierno y primavera se diferencian las hojas maduras, que presentan menor cantidad
que hojas jovenes y tallos. En otono sélo existen diferencias significativas en las
cantidades secretadas en hojas jévenes frente a hojas maduras. Destacar que dentro

de los flavonoides, la cantidad secretada de Ap-4 muestra valores significativamente
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diferentes en hojas jévenes, maduras y tallos en las cuatro estaciones, el K-3,7
presenta cantidades diferentes en las estaciones de verano, invierno y primavera, el
K-3 también es diferente significativamente en tres de las cuatro estaciones (verano,
otoflo y primavera) y la cantidad de Ap-7 es diferente en estos 6rganos en otoflo y
primavera. Por ultimo, la cantidad de Ap en hojas maduras es significativamente
diferente en las cuatro estaciones a las cantidades que muestran los tallos y las hojas

jovenes.

Si observamos cémo varfan los flavonoides y diterpenos en cada estacion
en hojas jovenes, maduras y tallos (Tabla 9) puede destacarse que cuando se
cuantifica el total de flavonoides, las hojas presentan diferencias significativas en
todas las estaciones; sin embargo en tallos no hay diferencias significativas entre
verano y otoflo ni entre invierno y primavera. Respecto al total de diterpenos, en
hojas jovenes la cantidad secretada en otofo e invierno es significativamente superior
a la de primavera y verano; en hojas maduras hay una cantidad significativamente
mayor en verano que en el resto de estaciones, y en tallos durante el verano-otofio se
secretan cantidades significativamente menores a invierno-primavera. Entre los
flavonoides, destaca el K-3,7 que presenta en hojas jévenes cantidades
significativamente diferentes en las cuatro estaciones, siendo muy supetior en verano;
sin embargo en tallos aunque se da una mayor cantidad, ésta no es significativa. En
los diterpenos, destaca el Dt-3 por presentar diferencias significativas en todas las
estaciones en las hojas jévenes; el Dt-1 y el Dt-2 muestra mayor cantidad significativa
en hojas jévenes durante el otofio, mientras que en maduras, la mayor cantidad
significativa se observa en verano. Con respecto a los tallos, aparecen mayores

cantidades significativas en primavera-otofo.
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40

B Hojas jovenes @ Hojas maduras @ Tallos

Flavonoides y diterpenos totales (mg/g PS)

Verano Otoiio Invierno Primavera

Figura 19. Flavonoides y ditetpenos totales (mg/g PS) obtenidos en las
estaciones de verano, otofio, invierno y primavera en el exudado de hojas
jovenes, maduras y tallos de C. ladanifer (n=15x3x2=90). Barras de error
representan T desviacién estindar. a, b, c: diferentes letras significan
diferencias significativas en hojas jévenes, maduras y tallos, p <0,05 (Wilcoxon
Test).
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40

@ verano @ otoflo @ invierno @ primavera

Flavonoides y diterpenos totales (mg/g PS)

Hojas jovenes Hojas maduras Tallos

Figura 20. Flavonoides y diterpenos totales (mg/g PS) obtenidos en las estaciones de
primavera, verano, otofio e invierno en hojas jévenes, maduras y tallos de C. ladanifer
(n=15x3x2=90). Barras de error representan * desviaciéon estindar. a, b, c, d:

diferentes letras significan diferencias significativas entre estaciones p <0,05
(Wilcoxon Test).
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IV. 3. VARIACION CUANTITATIVA INTERANUAL DE LOS
COMPUESTOS DEL METABOLISMO SECUNDARIO EN HOJAS
JOVENES, MADURAS Y TALLOS DE Cistus ladanifer

Para estudiar la variaciéon interanual en la sintesis de flavonoides vy
diterpenos en C. /adanifer se han procesado los datos de forma diferente: por un lado
se ha calculado la media de hojas jovenes, maduras y tallos de los 15 individuos y las
cuatro estaciones para cada ano (Figura 21); por otro lado, se ha calculado la media
de hojas jovenes, maduras y tallos de los 15 individuos para cada estaciéon por afio
(Figura 22) y finalmente se ha cuantificado la variacién interanual diferenciando hojas
jovenes, maduras y tallos (Figura 23). En la Tabla 10 se muestran los porcentajes de
cada uno de los flavonoides y diterpenos obtenidos como media en hojas jovenes,
maduras y tallos en las cuatro estaciones de cada afio. En la Tabla 11 se exponen las
cantidades de flavonoides y diterpenos totales como media de los diferentes tejidos
analizados de C. ladanifer por estacion en cada ano estudiado y finalmente en la Tabla
12 se han representado las cantidades de cada uno de los flavonoides y diterpenos
obtenidos como media de los 15 individuos en cuatro estaciones, diferenciando entre

hojas jovenes, maduras y tallos.

Los resultados muestran (Figura 21) que la cantidad total de compuestos
(suma de flavonoides y diterpenos) presentes en el exudado de hojas y tallos es
significativamente mayor en el 2006 que en el 2007. Pero es de destacar, que la
contribucién porcentual de cada uno de los compuestos en los dos afios estudiados
(Tabla 10) es practicamente la misma, no mostrandose variaciones cualitativas entre

un afo y otro.

Al examinar las cantidades totales de flavonoides y diterpenos en la planta
en su conjunto (Figura 22) en las distintas estaciones de cada afio que comprende el

estudio, puede observarse que en las cuatro estaciones, las mayores cantidades son
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superiores en el afilo 2006, aunque sélo son significativamente diferentes entre los

inviernos.

Si analizamos los datos considerando las diferentes partes de la planta
estudiadas (Figura 23), podemos destacar que en el 2006 se dan cantidades
ligeramente superior al 2007, aunque sélo existen diferencias significativas en la

cantidad presente en hojas jovenes.

Observando las cantidades totales de flavonoides y diterpenos de hojas
jovenes, maduras y tallos de forma estacional y por afios (Tabla 11), puede destacarse
que las mayores cantidades significativas para el 2006 se dan en hojas jovenes en las
estaciones de invierno y primavera y en tallos en la estaciéon de primavera; en el afio

2007 las mayores cantidades significativas aparecen en tallos en verano.

Al analizar los grupos de compuestos por separado (Tabla 12) en las
diferentes partes de la planta estudiadas durante los dos afios de estudio, en relacion
al total de flavonoides, las mayores cantidades se obtienen en el afio 2006 aunque
s6lo son significativas en hojas jovenes. Por compuestos puede destacarse que las
mayores cantidades significativas secretadas se dan en el afio 2006 en la Ap-4 y Ap-7
en hojas jovenes y el K-3,7 en hojas jovenes y maduras. Respecto al total de
diterpenos, se segregan mayores cantidades significativas en el 2006 en hojas jévenes
y tallos y en el 2007 en hojas maduras. Los Dt-1 y Dt-2 aparecen en mayor cantidad
significativa en el 2006 en hojas jovenes y tallos, sin embargo el Dt-3 muestra
cantidades significativamente superiores en el 2007 en hojas jovenes y maduras al

igual que el Dt-1 en hojas maduras.
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Flavonoides y diterpenos totales (mg/g PS)

2006 2007

Figura 21. Flavonoides y diterpenos totales (mg/g PS)
obtenidas como media de hojas jovenes, maduras y tallos
de C. ladanifer en cada afio de muestreo
(n=15x4x3x3=540). Barras de error representan =

desviacion estandar. a, b: diferentes letras significan

diferencias significativas, p <0,05 (Wilcoxon Test).
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Tabla 10. Porcentajes relativos de flavonoides
y diterpenos respecto al total obtenidos como
media de hojas jovenes, maduras y tallos de C.
ladanifer y en las cuatro estaciones de cada afio

de muestreo (n=15x4x3x3=540).

2006 2007

Flavonoides (mg/g PS)

Ap 0.76 0.88

K-3 8.07 9.39
Ap-4 9.94 8.98
Ap-7 12.70 11.95
K-3,7 57.67 58.35
Total 89.14 89.55

Diterpenos (mg/g PS)

Dt-1 9.86 9.01
Dt-2 0.53 0.41
Dt-3 0.47 1.03
Total 10.86 10.45

Ap: apigenina; Ap-4: 4’-O-metilapigenina; Ap-7: 7-
O-metilapigenina; K-3: 3-O-metilkamferol; K-3,7:
3,7-di-O-metilkamferol; Dt-1: Acido 6B-acetoxi-7-
ox0-8-labden-15-o0ico; Dt-2: Acido 7-oxo-8-labden-

15-oico; Dt-3: Acido oxocativico.
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Flavonoides y diterpenos totales (mg/g PS)

Verano Otoiio Invierno Primavera

Figura 22. Flavonoides y ditetpenos totales (mg/g PS) obtenidos como media de
hojas jévenes, maduras y tallos de C. /adanifer en las diferentes estaciones que
comprende el estudio (n=15x3=45). Barras de error representan * desviacion

estandar.* diferencias significativas entre afios, p < 0,05 (Friedman Test).
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_ O Hojas jovenes B Hojas maduras @ Tallos
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Flavnoides y diterpenos totales (mg/g PS)

2006 2007

Figura 23. Flavonoides y diterpenos totales (mg/g PS) obtenidos en
hojas jévenes, maduras y tallos de C. /adanifer en cada uno de los afios de
muestreo (n=15x4x3=180). Barras de error representan * desviacién

estandar.* diferencias significativas entre afios, p < 0,05 (Friedman Test).
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Tabla 12. Flavonoides y diterpenos (mg/g PS) en hojas jévenes, maduras y

tallos de C. /adanifer analizados en los dos afios de estudio (n=15x3x4=180).

Hojas jovenes Hojas maduras Tallos
2006 2007 2006 2007 2006 2007
Flavonoides (mg/g PS)
Ap 0120.04)  0.100.09)  0.050.03) 0060.03) 0.120.09)  0.14(0.10)
K-3 1.290.87)  130(1.04) 0.67(0.57) 0.610.42) 1.190.91) 1.320.91)
Ap-4 1L67(0.76)%  1.13045%  0.71021)  0.670.19)  1.5300.75)  1.26(0.45)
Ap-7 2300.89%  1.57(0.68)* 1.11(0.48) 1.05(0.39) 1.55(0.82) 1.45(0.43)
K-3,7 10.51(8.55%  9.19(7.16)%  6.56(4.54)% 581(3.07% 5.37(3.59)  5.17(3.40)
Total  15.89(9.65% 13.29(8.89% 9.11(5.40) 8.19(3.74) 9.76(5.10) 9.34(4.65)
Diterpenos (mg/g PS)
Dt-1 228130y 1.79(0.09)% 0.49(0.32)% 0.64(0.31)* 1.10(1.13)* 0.65(0.32)*
Dt-2 0.130.12%  0.09(0.05% 0.0200.02)  0.03(0.03) 0.050.06)* 0.03(0.01)*
Dt-3 0110.11%  0.21(0.24*  0.01(0.01* 0.050.05* 0.06(0.06)  0.08(0.10)
Total 252(L44y%  2.09(111)*%  0.53(0.34% 0.72(0.33)% 1.21(1.22)% 0.76(0.37)*

* diferencias significativas entre afios, p <0.05 (Friedman Test). Ap: apigenina; Ap-4:

4’-O-metilapigenina; Ap-7: 7-O-metilapigenina; K-3: 3-O-metilkamferol; K-3,7: 3,7-
di-O-metilkamferol; Dt-1: Acido 68-acetoxi-7-oxo-8-labden-15-oico; Dt-2: Acido 7-

ox0-8-labden-15-oico; Dt-3: Acido oxocativico
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IV. 4. VARIACION CUANTITATIVA POR EDAD DE LOS COMPUESTOS
DEL METABOLISMO SECUNDARIO EN HOJAS ]OVENES, MADURAS
Y TALLOS DE Cistus ladanifer

Si analizamos los flavonoides y diterpenos totales del exudado de los 52
individuos seleccionados segin la edad (véase Materiales y Métodos apartado II1.1.3
y II1.1.4), podemos destacar que existe una variacion cuantitativa dependiente de la
edad (Figura 24). Las jaras mas jovenes (de menos de un afo de edad) segregan
significativamente una cantidad menor de metabolitos secundarios que el resto de
individuos con edades mayores. La secrecion de compuestos a partir de una cierta
edad (de 1 a 6 afios) se mantiene mas o menos constante hasta una edad mas
avanzada (a partit de 20 afios) donde la secreciéon es menor aunque no es

significativamente diferente.

El estudio de la variacién de cada uno de los grupos de compuestos
estudiados en jaras con edades diferentes (Tabla 12) mostré que todas las jaras
estudiadas presentaban la misma cantidad de diterpenos independientemente de la
edad, y cuando se analizan cada uno de ellos se observa que unicamente existen
diferencias significativas en el Dt-3 en los individuos con edades de 1 a 6 afos
respecto al resto. Con respecto al grupo de flavonoides, tanto el total como cada uno
de ellos por separado, la cantidad secretada por los individuos menores de 1 afio es

significativamente inferior.
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Figura 24. Flavonoides y diterpenos totales (mg/g PS) en el exudado de C.
ladanifer segun la edad (n=52x3x3=468). Barras de error representan £ desviacion
estandar. a, b: diferentes letras implican diferencias significativas entre edades
(Wilcoxon Test, p<0.05).



MENU SALIR

Resultados

Tabla 13. Flavonoides y diterpenos (mg/g PS) de C. ladanifer dependientes de la

edad.
Edad (afios) <1 1-6 7-12 13-19 > 20
Flavonoides (mg/g PS)
Ap 0.05(0.02)  0.11(0.03)>  0.13(0.03)>  0.12(0.08)>  0.12(0.04)>
K-3 1.640.69»  3.32(0.73)>  3.72(0.65)>  3.23(1.74)2>  3.08(0.97)>
Ap-4 08700397  1.32(0.30)>  1.140.14y 120021  1.25(0.27)
Ap-7 1130520 159032  1.48(0.25)c  1.39(0.38)abc  1.43(0.19)ac
K-3,7 2.79(1.58)  5.68(1.85)2  5.69(1.26)>c  5.91(1.26)c  4.55(0.89)abc
Total 6.49(3.17)r  12.02(2.25)>c  12.15(1.40)c  11.85(2.54)2c  10.43(2.18)ab
Diterpenos (mg/g PS)
Dt-1 1.17(1.07»  1.30(0.30)»  1.17(0.33)»  1.29(0.61)x 1.37(0.51)2
Dt-2 0.050.04y  0.07(0.02)r  0.08(0.022  0.08(0.04)  0.07(0.03)
Dt-3 0.080.04y  0.13(0.06)>  0.16(0.11)®  0.10(0.02  0.09(0.04)
Total 130(1.15)  1500.32: 141030  147(0.657¢  1.53(0.55)

a b, e diferentes letras implican diferencias significativas entre edades (Wilcoxon Test,

p=0.05). Ap: apigenina; Ap-4: 4’-O-metilapigenina; Ap-7: 7-O-metilapigenina; K-3: 3-O-
metilkamferol; K-3,7: 3,7-di-O-metilkamferol; Dt-1: Acido 6B-acetoxi-7-oxo-8-labden-

15-0ico; Dt-2: Acido 7-0x0-8-labden-15-oico; Dt-3: Acido oxocativico.
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IV.5. VARIABILIDAD EN LA SECRECION DE FLAVONOIDES Y
DITERPENOS EN EL EXUDADO DE Cistus ladanifer

Con el objetivo final de estudiar la variabilidad fenotipica en una poblacién de
C. ladanifer, una vez que se han calculado las diferencias cuantitativas de los
compuestos del metabolismo secundario en el exudado de hojas jovenes, maduras y
tallos, entre las diferentes estaciones, afios y edades, a continuacion, se ha calculado la

variabilidad de éstos.

Para el calculo de esta variabilidad entre los individuos muestreados se ha
utilizado el parametro estadistico denominado coeficiente de variaciéon (CV) que es el

cociente entre la desviacion tipica y el valor medio, expresado en porcentaje.

IV. 5.1. Variabilidad entre hojas jovenes, maduras y tallos

En la Tabla 14 se muestra el CV de hojas jévenes, maduras y tallos respecto a
la concentracion de flavonoides y diterpenos totales. Posteriormente se diferencia
entre flavonoides y diterpenos: en la Tabla 15 se representa respecto a la cantidad

total de flavonoides y en la Tabla 16 respecto al total de diterpenos.

En estas tablas, puede observarse que el CV para hojas jovenes, maduras y
tallos tanto en la cantidad de compuestos totales como de flavonoides y diterpenos
por separado supera el 50 %. Si consideramos la cantidad total de compuestos, el
organo que muestra mayor variacion son los tallos (59.5%), al igual que para la
cantidad total de diterpenos (98%). Sin embargo, al cuantificar los flavonoides por
separado, las hojas jovenes son las que presentan mayor variacion (64.2%), seguidas

de hojas maduras y tallos (54.3 y 51.2 % respectivamente).
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Tabla 14. Coeficiente de variacion (%) del total de flavonoides y
diterpenos obtenido en muestras de hojas jovenes, maduras y

tallos de C. ladanifer. (n=15x3x8=360).

Flavonoides y

diterpenos Desviacion Coeficiente de
totales tipica variacion
(mg/g PS)
Hojas jovenes 16.852 9.36 55.5
Hojas maduras 8.90p 5.14 57.7
Tallos 10.05¢ 5.98 59.5

a b e diferentes letras significan diferencias significativas entre hojas

jovenes, maduras y tallos, (p < 0,05 Wilcoxon Test).

Tabla 15. Coeficiente de variacion (%) del total de
flavonoides obtenido en muestras de hojas jévenes, maduras y

tallos de C. ladanifer. (n=15x3x8=360).

Flavonoides Desviacion Coeficiente
totales tipica de variaciéon
(mg/g PS) P
Hojas jovenes 14.462 9.33 64.2
b
Hojas maduras 8.67 4.73 54.3
Tallos 9.61¢ 4.93 51.2

4 b, diferentes letras significan diferencias significativas entre hojas

jovenes, maduras y tallos (p < 0,05 Wilcoxon Test).
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Tabla 16. Coeficiente de variacion (%) del total de diterpenos
obtenido en muestras de hojas jovenes, maduras y tallos de C.

ladanifer. (n=15x3x8=360).

Dit
Hiexpenos Desviacion Coeficiente
totales o o
tipica de variacion
(mg/g PS)
Hojas jovenes 2.31s 1.31 56.4
Hojas maduras 0.62> 0.34 54.1
Tallos 0.96be 0.95 98.1

a b, e diferentes letras significan diferencias significativas entre hojas

jovenes, maduras y tallos (p < 0,05 Wilcoxon Test).

IV.5.2. Variabilidad estacional

La cuantificacion de la variabilidad en la sintesis de compuestos derivados del
metabolismo secundario en las diferentes estaciones, se ha realizado haciendo la
media en hojas jévenes, maduras y tallos (Tabla 17, 18 y 19) y posteriormente se ha

diferenciado entre hojas jévenes, maduras y tallos (Tabla 20).

Si consideramos la planta en su conjunto y cuantificamos la suma de
flavonoides y diterpenos (Tabla 17), los resultados ponen de manifiesto que en la
estacion donde la secrecién varfa menos es la de otofio (40.4%) seguido del invierno
y primavera (45.1 y 48.2 % respectivamente) y la variacion individual mas elevada se
obtiene durante el verano (54.7%). Si diferenciamos flavonoides de diterpenos
(Tablas 18 y 19), con respecto a los flavonoides estudiados el comportamiento es el
mismo: la menor variacién se da en otofio (38.4%) seguida de invierno y primavera

(42.4 y 49.7 %) y la mayor en verano (55.1%); aunque en este caso cabe destacar que
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las diferencias entre otofio y verano son mayores. Si sélo consideramos los
diterpenos, el orden que se establece es diferente, ahora el verano es la estacion que
presenta menor variabilidad (56.5%) y el otofio la que mas (108.1%). Resaltar que los

diterpenos presentan mayor variabilidad que los flavonoides a lo largo de todo el afio.

Si consideramos la variabilidad estacional diferenciando hojas jovenes,
maduras y tallos (Tabla 20), podemos destacar por una parte que al considerar la
suma total de compuestos, es el tallo la parte de la planta que mayor variabilidad
muestra en las cuatro estaciones. La variabilidad en éste es muy parecida entre otofio
e invierno (41.2 y 43.8 % respectivamente) y aumenta en verano y primavera (50.3 y
48.5 %). Con respecto a las hojas jovenes, la variabilidad es practicamente la misma
en varano, otofio e invierno (29.5, 28.3 y 29.2 % respectivamente), aumentando en
primavera (37.3 %). Por dltimo, en hojas maduras obtenemos un CV muy parecido
en verano, otoflo y primavera (26.1, 27.5 y 27.2 % respectivamente) y crece en

invierno (34.1 %).

Si separamos flavonoides y diterpenos, el comportamiento de los flavonoides
es el mismo que el descrito para los compuestos totales. Con respecto a diterpenos,
es necesario sefialar que los CV son superiores a los flavonoides y el comportamiento
en las estaciones también es diferente. De esta forma, en hojas jévenes, la estacion
con un CV menor es el verano (29.5 %) seguido de invierno y primavera (42.3 y 40.7
% respectivamente) y por ultimo el otofio (52.6%); en hojas maduras, el verano y
otofio (32.0 y 38.4 % respectivamente) muestran los menores valores seguidos de la
primavera e invierno (66.1 y 752 % respectivamente) con una diferencia
considerable. Por dltimo, los tallos en verano, otofio y primavera (50.1, 59.4 y 52.3 %
respectivamente) presentan CV parecidos, incrementindose la variabilidad en

invierno (69.4%).

106



MENU SALIR

Resultados

Tabla 17. Coeficiente de variaciéon (%) del total de
flavonoides y diterpenos de C. Jadanifer en las estaciones
estudiadas. (n=15x3x3x2=270).

Flavonoides
y ditetpenos  Desviacién  Coeficiente de
totales tipica variacion
(mg/g PS)

Verano 17.922 9.81 54.7
Otofio 14.54b 5.87 40.4
Invierno 7.62¢ 343 45.1
Primavera 9.194 4.45 48.2

a b, ¢ d: diferentes letras significan diferencias significativas entre

estaciones (p < 0,05 Wilcoxon Test).

Tabla 18. Coecficiente de variacién (%) del total de
flavonoides de C. /Jadanifer en las cuatro estaciones

estudiadas. (n=15x3x3x2=270).

Flavonoides L, .
totales Des,w‘acmn Coeﬁ(‘:lex‘lfe de
tipica variacion
(mg/g PS)

Verano 16.932 9.32 55.1
Otofio 13.01b 5.00 38.4
Invierno 6.14¢ 2.60 42.4
Primavera 7.98¢ 3.57 49.7

a b e diferentes letras significan diferencias significativas entre

estaciones (p < 0,05 Wilcoxon Test).
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Tabla 19. Coeficiente de variacién (%) del total de

diterpenos de C. ladanifer en las cuatro estaciones

estudiadas. (n=15x3x3x2=270).

Diterpenos L, .
totales Desrvl'aCIOH Coeﬁ(':ler'lfe de
tipica variacion
(mg/g PS)

Verano 0.99a 0.56 56.5
Otofio 1.53b 1.66 108.1
Invierno 1.50bc 1.41 94.1
Primavera 1.212 0.76 62.8

a b e diferentes letras significan diferencias significativas entre

estaciones (p < 0,05 Wilcoxon Test).

Tabla 20. Coeficiente de variacién (%) de flavonoides y diterpenos totales en

hojas jovenes, maduras y tallos de C. /adanifer estudiadas por estaciones.

Hojas jovenes Hojas maduras Tallos

\% o I P \% (0] I P \'% o I P

Flavonoides |, | 3,4 311 302|272 273 355 266|513 426 422 531
totales

Diterpenos | )9 5 506 423 407|320 384 752 661|501 594 694 523
totales
Total |95 283 292 373|261 275 341 272|503 412 438 485

compuestos

V: verano; O: otofio; I: invierno; P: primavera
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IV. 5.3. Variabilidad por edades

Si se analiza la variabilidad para la cantidad media de flavonoides y diterpenos
totales de C. ladanifer segin la edad (Tabla 21), podemos destacar que la mayor
variabilidad se produce en jaras con edades menores a 1 afio (54.0%). A partir de esta
edad la variabilidad disminuye (16.9 y 9.0 %) en los intervalos de edad 1-6 y de 7-12,

volviendo a aumentar (22.9 y 22.6 %) en edades superiores.

Si diferenciamos por grupos de compuestos podemos destacar que los
diterpenos (Tabla 23) presentan en todas las edades una mayor variabilidad que los
flavonoides (Tabla 22), llegando incluso a CV cercanos al 88% en edades menores a
1 afo. Sin embargo, en flavonoides el mayor CV es del 48.8%, coincidiendo también
con esa edad. Puede destacarse que en ambos grupos, la edad que menor variabilidad
registra es la comprendida entre 7 y 12 afos (11.5 % para flavonoides y 21.2 % para

diterpenos).

Tabla 21. Coecficiente de wvariacién (%) de

flavonoides y diterpenos totales de C. ladanifer segin

la edad.

Flavonoides y Coefici

ditetpenos Desviaciéon oe (licelente

totales estandar N
variacion
(mg/g PS)

<1 7.79a 4.21 54.0
1-6 13.52b 2.29 16.9
7-12 13.55b 1.23 9.0
13-19 13.32b 3.06 22.9
> 20 11.96b 2.71 22.6

4 b: diferentes letras significan diferencias significativas

entre edades (p < 0,05 Wilcoxon Test).
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Tabla 22. Coeficiente de wvariacion (%) de

flavonoides totales de C. ladanifer obtenido segin la

edad.
Flavonoides .., Coeficiente
totales DesYlaclon de
estandar ..,
(mg/g PS) Variacion
<1 6.492 3.17 48.8
1-6 12.02b 2.25 18.7
7-12 12.15b 1.40 11.5
13-19 11.85b 2.54 21.4
> 20 10.43b 2.18 20.9

a b diferentes letras significan diferencias significativas

entre edades, (p < 0,05 Wilcoxon Test).

Tabla 23. Coeficiente de wvariacion (%) de

diterpenos totales de C. ladanifer obtenido segin la

edad.
Diterpenos Desviacié Coeficiente
totales esYlacmn de
estandar . ..
(mg/g PS) Variacion
<1 1.30a 1.15 87.9
1-6 1.50a 0.32 214
7-12 1.41a 0.30 21.2
13-19 1.47a 0.65 44.2
> 20 1.53a 0.55 36.0

a ¢ diferentes letras significan diferencias significativas

entre edades (Wilcoxon Test).
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IV. 5.4. Variabilidad anual

Cuando calculamos el CV anual para flavonoides y diterpenos totales (Tabla
24), la variabilidad es patente en ambos afios, siendo mayor en el 2007 (45.5%) que
en 2006 (38.6%) aunque este comportamiento difiere si se considera a los
flavonoides y diterpenos por separado. Los flavonoides muestran un CV mayor en el
2007 (49.5%) y los diterpenos en el 2006 (47.8%) existiendo mayor diferencia en la
variabilidad de estos compuestos entre los dos afos de estudio. Estos resultados,
nuevamente corroboran la mayor variabilidad de los diterpenos frente a los

flavonoides.

Si analizamos el CV diferenciando hojas jévenes, maduras y tallos (Tabla 25),
respecto al total de los compuestos analizados, los mayores CV se dan en el ano 2007
para hojas jovenes (59.5%) y en el afio 2006 para hojas maduras y tallos (58.2 y 49.6
%). Por grupos de compuestos, tanto flavonoides y diterpenos presentan mayor
variabilidad en hojas maduras y tallos en el 2006 (59.3 y 64.0 % para flavonoides y
diterpenos respectivamente en hojas maduras y 52.2 y 101.3 % respectivamente en
tallos). Sin embargo, en hojas jovenes los flavonoides presentan mayor variabilidad
en el 2007 (66.8%) y los diterpenos en el 2006 (57.2%). Esto implica que las hojas
jovenes son las mas variables entre afios. Ademas cabe destacar que cuando se realiza
la media de hojas jovenes, maduras y tallos (Tabla 24), la mayor variabilidad para el
total de los compuestos en el 2007 puede deberse a la contribucién de las hojas

jovenes, en especial a los flavonoides.
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Tabla 24. Coeficiente de variacion (%) de flavonoides
y diterpenos totales de C. ladanifer en los dos afios que

comprende el estudio (n=15x3x3x4=540).

2006 2007
Flavonoides 43.7 49.5
Diterpenos 47.8 35.9
Total compuestos 38.6 45.5

Tabla 25. Coeficiente de variacién (%) de flavonoides y diterpenos

totales de C. Jadanifer en hojas jévenes, maduras y tallos en los dos

afios de estudio (n=15x3x4=180).

Hojas jovenes | Hojas maduras Tallos

2006 2007 | 2006 2007 2006 2007

Flavonoides totales 60.7 66.8 59.3 45.6 52.2 49.7

Diterpenos totales 57.2 53.0 64.0 45.2 101.3 48.9

Total compuestos 51.2 59.5 58.2 43.1 49.6 46.4
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IV.6. VARIACION INTRAPOBLACIONAL DE LOS COMPUESTOS DEL
METABOLISMO SECUNDARIO EN Cistus ladanifer

La primera observacion que podemos destacar de los resultados obtenidos al
analizar 100 individuos de una misma poblacion de C. ladanifer, es que la variacion
entre los individuos es cuantitativa y no cualitativa (Anexo I). Los individuos
analizados secretan los mismos compuestos, siendo mayoritarios los flavonoides
agliconas: Ap, Ap-4, Ap-7, K-3 y K-3,7 frente a los diterpenos Dt-1, Dt-2 y Dt-3.
Entre los flavonoides, el K-3,7 es el compuesto mayoritario, siendo la cantidad media
de la poblacién de 18.66 mg/g PS. Respecto a los diterpenos, el Dt-1 es el
compuesto mayoritario, secretado con una media de 1.30 mg/g PS en la poblaciéon

analizada.

Las cantidades medias de flavonoides y diterpenos totales y del total de
compuestos en los 100 individuos analizados (y como media de 3 muestras por cada
individuo) se muestran en la Tabla 26. Con estos datos, se pone de manifiesto que
como media, existen mayores cantidades de flavonoides (28.63 mg/g PS) que de
diterpenos (1.45 mg/g PS). También podemos destacar que el coeficiente de
variacion en diterpenos (41.82 %) es ligeramente superior al de flavonoides (40.37
%), resaltando esta mayor variabilidad en la secreciéon de diterpenos que de

flavonoides, como se ha demostrado en apartados anteriores.

Por otro lado, para estudiar las posibles similitudes entre estos 100 individuos
pertenecientes a la misma poblacién, se agruparon segun la sintesis de los
metabolitos secundarios mediante el dendrograma obtenido segun el método de
clasificacion UPGMA (Figura 25). Este dendrograma nos indica que podemos
obtener 4 grupos diferentes (A, B, C y D). También se han calculado el valor medio
de la cantidad de compuestos secretados en los individuos que forman cada uno de
los grupos (Figura 26). De forma general, la agrupacion obtenida en el dendrograma
pone de manifiesto que los valores en la concentraciéon de estos compuestos (Tabla
27) oscilan entre 52.74 mg/g PS de flavonoides (en el grupo B) y 23.00 mg/g PS (en
el grupo A) y entre 2.10 mg/g PS de diterpenos (en el grupo D) y 1.21 mg/g PS (en
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el grupo A). Estas variaciones en las cantidades de compuestos son significativas. A

continuacion se destacan las siguientes particularidades de cada grupo (Figura 20).

Tabla 26. Cantidad (mg/g PS) de compuestos totales, flavonoides
totales y diterpenos totales en hojas de C. ladanifer (valor medio de
los 100 individuos muestreados). Desviacion tipica y coeficiente de
vatiacién (CV) (n=100x3=300).

Cantidad Desviacion tipica CV
(mg/g PS) (mg/g PS) (%)

Compuestos totales 30.08 11.86 39.43
Flavonoides totales 28.63 11.56 40.37
Diterpenos totales 1.45 0.60 41.82

El grupo A esta constituido por 66 individuos, siendo éstos los que muestran
las concentraciones mds bajas tanto de flavonoides (23.00 mg/g PS) como de
diterpenos (1.21 mg/g PS).

Los 8 individuos que componen el grupo B constituyen un perfil quimico con
altas concentraciones de flavonoides, de hecho, son las cantidades mas elevadas
encontradas (54.72 mg/g PS). Sin embargo, el Dt-1 aunque se cuantifica en gran
cantidad (1.4 mg/g PS), no es la mas elevada de todos los grupos.

Un tercer grupo (C) lo forman también 8 individuos. Estos presentan altas
concentraciones de K-3,7 (27.2 mg/g PS) pero cantidades bajas del resto de los
flavonoides (parecidas a las del grupo A). El Dt-1 es cuantificado en grandes
cantidades (1.4 mg/g PS) y destaca el Dt-3 que presenta la mayor cantidad de todos
los grupos (0.2 mg/g PS).

Finalmente, el grupo D lo componen 18 individuos con una secrecién media
de K-3,7 y K-3 (224 y 6.9 mg/g PS respectivamente). Este grupo lo constituyen
individuos donde destaca la cantidad de Dt-1 que es superior a la del resto de grupos

(1.93 mg/g PS),
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Figura 25. Dendograma UPGMA de similaridad
quimica en los metabolitos secundarios de C.
ladanifer entre los individuos muestreados (n=100).
————— Corte a partir del cual se han elegido los
grupos.

115



MENU SALIR

Resultados

Como se puede apreciar en la Tabla 28, en general, los diterpenos presentan
mayor CV que los flavonoides. Los mayores CV aparecen en el grupo A tanto para
flavonoides (32.29%) como para diterpenos (41.10%), destacando con mayor CV la
Ap-4 (45.39 %) entre los flavonoides y el Dt-3 (47.62%) entre los diterpenos. Los
menores CV se cuantifican en el grupo B (14.78%) para flavonoides y en D para
diterpenos (19.69%), en este caso la Ap-7 muestra el menor CV (15.59%) para
flavonoides y el Dt-1 (21.57%) para los diterpenos.

En la Figura 27 se muestran las cantidades medias de cada compuesto en los
diferentes grupos. Respecto a los flavonoides se observa que el grupo A es el que
menor cantidad presenta de todos los flavonoides cuantificados y el grupo B el que
mayort, siendo siempre estas diferencias significativas entre estos dos grupos. Los
grupos C y D presentan cantidades intermedias. Las cantidades cuantificadas en el
grupo C son menores que en el D excepto para K-3,7. Sélo se encuentran diferencias
significativas entre A y C para Ap-7 y K-3,7, mientras que entre B y D las diferencias
significativas se encuentran en Ap, K-3 y K-3,7.

Respecto a Dt-1 y Dt-2, es en el grupo A donde se han cuantificado las
menores cantidades y en D las mayores, siendo estas diferencias significativas. Los
grupos B y C presentan cantidades intermedias aunque no son significativamente
diferentes al resto de los grupos. El Dt-3 aparece con mayor cantidad significativa en

el grupo Cy en el A con menor cantidad significativa.
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Tabla 27. Cantidad (mg/g PS) de compuestos totales, flavonoides totales y ditetpenos totales
segun los grupos establecidos por el dendograma. Desviacion tipica entre paréntesis.

Grupo

A B C D

Compuestos totales 2420 (7.66)a 5434 (7.91)b 3849 (6.80)c  37.70 (7.08)c
Flavonoides totales  23.00 (7.43)a 5274 (7.80)b  36.84 (6.54)c  35.60 (7.01)c

Diterpenos totales 1.21 (0.50)a 1.60 (0.35b  1.65 (0.55)bc 2.10 (0.41)c

a. b. c: diferentes letras significan diferencias significativas entre grupos (p <0.05. ANOVA)

Tabla 28. Cocficiente de vatiacién (%) de compuestos totales,
flavonoides totales y diterpenos totales segun los grupos obtenidos
en el dendrograma.

Grupo
A B C D
Ap 37.07 20.84 22.17 16.62
Ap-4 45.39 17.89 39.49 16.03
Ap-7 35.00 15.59 24.95 9.33
K-3 42.14 18.02 36.33 36.05
K-3,7 39.14 18.72 18.44 26.44

Flavonoides totales 32.29 14.78 17.75 19.69

De1 4310 2393 3820 2157
De-2 40.86 31.96 2782 22.80
De-3 4762 43.82 1120 29.84
Diterpenos totales 4110 2209 3308  19.69

Compuestos totales 31.64 14.55 17.67 18.78
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ANOVA).
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dendrograma. Ap: apigenina; Ap-4: 4’-O-metilapigenina; Ap-7: 7-O-metilapigenina; K-3: 3-O-

Figura 27. Cantidades de flavonoides y ditetpenos (mg/g PS) en los 4 grupos obtenidos del
metilkamferol; K-3.7: 3.7-di-O-metilkamferol; Dt-1: Acido 6B-acetoxi-7-0x0-8-labden-15-oico;
Dt-2: Acido7-ox0-8-labden-15-oico; Dt-3: Acido oxocativico. A: grupo A; B: grupo B; C: grupo



MENU SALIR

Resultados

IV.6.1. Distribucién espacial de los individuos de la poblacién estudiada

En la Figura 28 se muestra como se distribuyen espacialmente los individuos
muestreados en la poblacion. Segun la diferenciacion de los grupos realizada, se
observa que el grupo A, al ser el mas numeroso (66 individuos), se encuentra
ampliamente distribuido por toda la zona. El grupo D (18 individuos) forma
pequenos grupos distribuidos aleatoriamente y sélo hay una columna en la que no se
encuentra ningun individuo de este grupo. Los grupos B y C son los grupos que
menores individuos poseen, 8 individuos cada uno. El grupo B se distribuye al azar
por todas las columnas menos por una y solo tres de ellos se encuentran juntos en la
zona centro. Los individuos del grupo C no se encuentran tan dispersos,

concentrandose Unicamente en las dos columnas exteriores de la zona estudiada.

De la distribucién observada cabe destacar que la mayoria de los individuos
que forman una poblacién (66%) presentan bajas cantidades de todos y cada uno de
los compuestos estudiados estando ampliamente distribuidos por toda la zona
ocupada por la poblacién. Por otro lado, tanto los individuos que presentan mayores
cantidades en la mayorfa de los compuestos (grupo B) como los que muestran
cantidades intermedias (C y D) se intercalan entre los individuos de menores
cantidades (grupo A). Los individuos de B y C estan distribuidos de forma aleatoria y
los del D formando grupos. Esta observacion muestra que la disposicion espacial de
los diferentes individuos hace que la poblacion presente una alta diversidad, de
manera que cualquier individuo esta rodeado de otro diferente a menos de 14,4 m de
distancia. Unicamente 11 de los individuos muestreados, el 11% de la poblacion, se
podrian encontrar rodeados de individuos del mismo grupo, siendo de 30 m la

distancia mas lejana a la que se podria encontrar un individuo de otro grupo.
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Grupo A
Grupo B
Grupo C

Grupo D

Figura 28. Distribucién espacial de los diferentes individuos
muestreados de C. /ladanifer. Se han sefialado los individuos que

pertenecen a cada uno de los grupos diferenciados en el dendograma.
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IV.7. VARIABILIDAD INTERPOBLACIONAL DE LOS COMPUESTOS
DEL METABOLISMO SECUNDARIO EN C istus ladanifer

Para estudiar la variabilidad interpoblacional en la secreciéon de los
compuestos del metabolismo secundario en C. ladanifer, es importante conocer las
diferencias y similitudes entre las poblaciones estudiadas, qué relacién hay entre esta
sintesis y las diferentes variaciones ambientales y finalmente analizar si la variabilidad
interpoblacional es mayor o menor que la intrapoblacional. Estos resultados nos
aportarfan informacioén sobre si la variacién entre poblaciones es mayor o menor que
dentro de una misma poblacién y por lo tanto si las condiciones ambientales son

determinantes en la sintesis de este tipo de compuestos.

IV.7.1. Diferencias y similitudes entre las poblaciones estudiadas

Los resultados obtenidos del muestreo realizado en el mes de Octubre de
2009 en 13 poblaciones de C. ladanifer distribuidas por la Peninsula Ibérica (Figura
14) ponen de manifiesto que la secrecion tanto de flavonoides como de diterpenos
difieren entre ellas. Teniendo en cuenta los compuestos totales, las poblaciones que
secretan mayor cantidad significativa (Tablas 29 y 30) son Ponferrada y Hervas (48.91
y 47.96 mg/g PS, respectivamente) mientras que las que secretan menores cantidades

son Huelva y Alburquerque (21.23 y 20.32 mg/g PS, respectivamente).

Si se realiza el analisis por grupos de compuestos, los flavonoides totales
muestran el mismo patrén de secrecion que el descrito anteriormente: las cantidades
son mayores significativamente (Tablas 29 y 31) en las poblaciones de Hervas y
Ponferrada (45.84 y 47.30 mg/g PS respectivamente) y las menores cantidades
aparecen en Huelva y Alburquerque (19.63 y 18.74 mg/g PS). En los diterpenos
totales se cuantifican mayores cantidades en Hervas y Monestetio (2.13 y 2.74 mg/g
PS, respectivamente) (Tablas 29 y 32) y menores en el Pantano de Ricobayo y Azuaga
(0.84 y 0.85 mg/g PS respectivamente).
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Para determinar la variabilidad en la cantidad de compuestos secretados en las
diferentes poblaciones se calculé el coeficiente de variacion, CV, (Tabla 29).
Destacando Huelva como la poblaciéon con el mayor coeficiente de variacion
(51.40%) para flavonoides totales y Alburquerque (50.57%) para diterpenos totales.
Destriana (2.28%) y Ricobayo (16.03%) presentan el menor coeficiente de variacion

para flavonoides y diterpenos respectivamente.

Las localidades con los mayores y menores CV difieren dependiendo de los
grupos de compuestos estudiados. Las localidades ordenadas en funcién de los
valores de los CV para la cantidad de flavonoides de mayor a menor cantidad son:
Huelva (51.40), Monesterio (38.48), La Nava (32.08), Cazalla (26.72), Alburquerque
(22.88), El Cubo (21.18), Azuaga (21.06), Ponferrada (18.31), Robledillo (15.45),
Hornachos (12.80), Hervas (9.01), Ricobayo (7.49) y Destriana (2.28). Para los
diterpenos totales, se estima el siguiente orden: Alburquerque (50.57), Huelva (36.61),
Ponferrada (31.94), Robledillo (25.20), Monesterio (24.74), El Cubo (24.63), Hervas
(23.64), La Nava (22.36), Azuaga (19.90), Hornachos (19.69), Destriana (16.58),
Cazalla (16.46) y Ricobayo (16.03).

Segun el andlisis de la varianza y cuantificando la cantidad de flavonoides
totales (Tabla 31), Hervas y Ponferrada son las poblaciones que presentan mayores
diferencias significativas con el resto. El mismo resultado se obtiene si se tienen en
cuenta los compuestos totales (Tabla 30). Sin embargo, la poblacién de Monesterio
es la que mas se diferencia del resto al analizar las cantidades de diterpenos totales

(Tabla 32).
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Tabla 29. Cantidad media de compuestos totales, flavonoides totales y diterpenos totales
(mg/g PS) en hojas jovenes presentes en las distintas poblaciones muestreadas. DS:
desviacion estandar (mg/g PS). CV: coeficiente de vatiacion (%) (n=10 x 5=50).

Compuestos totales Flavonoides totales Diterpenos totales

Media SD CV Media SD Cv Media SD CV

Alburquerque 2032 421 20.73 18.74 429 22.88 1.58 0.80 50.57
Azuaga 2844 576 20.25 2759 581 21.06 0.85 0.17 19.90
Cazalla 33.81 8.61 2546 3227  8.62 26.72 1.54 025 16.46
Destriana 3403 0.79 231 3271 075 228 132 0.22 16.58
El Cubo 2747 576 2098 26.15 554 21.18 132 0.33 24.63
Hervas 4796 427 8.90 45.84 413 9.01 213 0.50 23.64
Hornachos 26.69 341 1279 2483 3.18 12.80 1.86 037 19.69
Huelva 21.23 10.00 47.11 19.63 10.09 51.40 1.59 0.58 36.61
La Nava 21.93 693 31.61 20.81  6.68 32.08 14 031 2236
Monesterio 22.08 8.00 36.24 1934  7.44 38.48 274 0.68 24.74
Ponferrada 4891 9.16 18.74 4730  8.66 18.31 1.61 051 31.94
Ricobayo 32.07 232 7.23 3123 234 749 0.84 0.13 16.03
Robledillo 33.76 547 16.22 3276 5.06 1545 1.62 041 2520
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Tabla 30. Diferencias significativas (*, p < 0.05) en la cantidad total (mg/g PS)
de flavonoides y diterpenos en las distintas poblaciones muestreadas de C.
ladanifer (ANOVA).

Hue | Alb | Ric | Caz | Nav | Azu | Rob | Mon | Her | Des | Hor | Pon | Cub
Hue * *
Alb * *
RiC * *
Caz *
Nav * *
AZu * *
Rob *
Mon *
Her * *
Des *
Hor *
Pon *
Cub

Hue: Huelva; Alb: Alburquerque; Ric: Pantano de Ricobayo; Caz: Cazalla de la Sierra;
Nav: Nava de la Concepcién; Azu: Azuaga; Rob: Robledillo; Mon: Monesterio; Her:
Hervas; Des: Destriana; Hor: Hornachos; Pon: Ponferrada; Cub: El Cubo de la Tierra del

Vino.
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Tabla 31. Diferencias significativas (*, p < 0.05) en la cantidad (mg/g PS) total
de flavonoides en las distintas poblaciones muestreadas de C. ladanifer (ANOVA).

\ Hue | Alb | Ric | Caz | Nav | Azu | Rob | Mon | Her | Des | Hot | Pon | Cub
Hue * *

Alb * * * * *

Ric * *

Caz * *
Nav * *

Azu * *

Rob *
Mon * *

Her * *
Des *

Hor *

Pon *
Cub

Hue: Huelva; Alb: Alburquerque; Ric: Pantano de Ricobayo; Caz: Cazalla de la Sierra;
Nav: Nava de la Concepcién; Azu: Azuaga; Rob: Robledillo; Mon: Monesterio; Her:
Hervis; Des: Destriana; Hor: Hornachos; Pon: Ponferrada; Cub: El Cubo de la Tierra del

Vino.

127



MENU SALIR

Resultados

128

Tabla 32. Diferencias significativas (*, p < 0.05) en la cantidad (mg/g PS) total de
diterpenos en las distintas poblaciones muestreadas de C. ladanifer (ANOVA).

\ Hue | Alb | Ric | Caz | Nav | Azu | Rob | Mon | Her | Des | Hor | Pon | Cub
Hue *

Alb *

Ric * * *

Caz *

Nav *

Azu * * *

Rob *

Mon * * *
Her

Des

Hor

Pon

Cub

Hue: Huelva; Alb: Alburquerque; Ric: Pantano de Ricobayo; Caz: Cazalla de la Sierra; Nav:
Nava de la Concepcidn; Azu: Azuaga; Rob: Robledillo; Mon: Monesterio; Her: Hervas; Des:
Destriana; Hor: Hornachos; Pon: Ponferrada; Cub: El Cubo de la Tierra del Vino.
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Los datos obtenidos de las distintas poblaciones elegidas en base a un
gradiente ambiental, se sometieron a un Analisis (ver apartado I11.5.2 de Materiales y
Métodos), mediante el cual se obtuvo el dendrograma que se muestra en la Figura 29.
Las distintas poblaciones aparecen agrupadas segun el patrén de secrecion. Como se
aprecia a partir del corte (------ ) elegido, las poblaciones se retnen en 4 grupos:
Grupo A formado por las poblaciones de Hervas, Destriana, Ricobayo y Cazalla de la
Sierra; Grupo B constituido por las poblaciones de Huelva, Robledillo de Trujillo,
Alburquerque, La Nava de la Concepcion, Azuaga y El Cubo de la Tierra del Vino.
El Grupo C lo forman Hornachos y Ponferrada, y finalmente el Grupo D esta

compuesto por Monesterio.

Las cantidades mis elevadas de compuestos (37.80 mg/g PS) secretados por
los individuos de las poblaciones que constituyen este estudio corresponden a las que
pertenecen al Grupo C (Tabla 33), éste mismo grupo también presenta la mayor
cantidad de flavonoides (36.07 mg/g PS) pero combinada con una cantidad
intermedia de diterpenos. El Grupo A también presenta altas cantidades de
flavonoides (35.51 mg/g PS) pero combinada con bajas cantidades de diterpenos. El
Grupo B muestra cantidades intermedias de flavonoides (24.28 mg/g PS) y bajas
cantidades de diterpenos (1.40 mg/g PS). El Grupo D es el que presenta la menor
cantidad de flavonoides (19.34 mg/g PS) combinada con la mayor cantidad de
diterpenos (2.74 mg/¢g PS).

Analizando el CV de cada grupo obtenido mediante el dendrograma (Tabla
34), podemos resaltar que los Grupos A y C son los que mayor y menor CV
presentan en relacion a los grupos de compuestos estudiados. Entre los flavonoides
el Grupo C es el que mayor CV presenta (44.06%), destacando la Ap (66.36%), y
entre los diterpenos en el Grupo A (36.70%), destacando el Dt-2 (39.02%). El menor
CV para flavonoides se da en el Grupo A (19.46%), distinguiéndose la Ap-7 (12.48%)
y para diterpenos en el Grupo C (10.45%), destacando igualmente el Dt-2 (9.56%).

Si se observan las cantidades medias de cada compuesto secretado por grupos
de poblaciones (Figura 30) segun el Analisis Cluster realizado, se puede destacar que

las poblaciones que pertenecen al Grupo A (Hervas, Destriana, Ricobayo y Cazalla
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de la Sierra) son las que secretan una mayor cantidad de K-3,7 (28.58 mg/g PS),
compuesto mayoritario entre los flavonoides; el resto de flavonoides y diterpenos son
secretados en cantidades bajas. Las poblaciones que pertenecen al grupo B (Huelva,
Robledillo de Trujillo, Alburquerque, LLa Nava de la Concepciéon, Azuaga y El Cubo
de la Tierra del Vino), presentan cantidades medias de K-3,7 (17.01 mg/g PS) y
cantidades bajas de los tres diterpenos. Los individuos de las poblaciones de
Hornachos y Ponferrada, pertenecientes al grupo C, presentan elevadas cantidades de
K-3,7 (24.86 mg/g PS), cantidades medias de Dt-1 (1.55 mg/g PS) y las mayores
cantidades de K-3 (5.69 mg/g PS) y Ap-7(3.56 mg/g PS) secretadas. Finalmente los
individuos del grupo D, la poblacién de Monesterio, presentan las menores
cantidades de K-3,7 (13.76 mg/g PS), K-3 (1.34 mg/g PS) y Ap-7 (2.33 mg/g PS) y
las mayores cantidades de Dt-1 y Dt-2 (2.51 y 0.14 mg/g PS respectivamente).

Las diferencias en la secrecién de cada uno de los compuestos entre grupos
(Figura 31) es significativa para los siguientes compuestos: K-3 se secreta en mayores
cantidades en el grupo C; K-3,7 se secreta en mayores cantidades significativas en el
grupo A y menores cantidades significativas en los grupos B y D; el grupo C presenta
cantidades intermedias sin diferenciarse significativamente de ninguno de los grupos.
Ap, Ap-4 y Ap-7 se distribuyen homogéneamente entre grupos. Si tenemos en cuenta
los diterpenos, Dt-2 y Dt-3 se cuantifica en cantidades similares en todos los grupos
y Dt-1 se secreta en cantidades significativamente mayores en el grupo D. En

resumen, el K-3, K-3,7 y Dt-1 son los compuestos que mas varfan entre grupos.
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Figura 29. Dendograma UPGMA de similaridad quimica en los compuestos del
metabolismo secundario de C. /adanifer entre las poblaciones muestreadas. - - - :

corte elegido para diferenciar grupos.

Tabla 33. Cantidad (mg/g PS) de compuestos totales, flavonoides totales y diterpenos
totales analizadas en hojas jévenes en las diferentes poblaciones segin los grupos

establecidos en el dendograma.

Grupo

A B C D

Compuestos totales  36.97 (7.38)*  25.68 (5.42)* 37.80 (15.71)»  22.08 (8.00)2

Flavonoides totales  35.51 (6.91) 24.28 (5.49)®  36.07 (15,89)®  19.34 (7.44)>

Diterpenos totales  1.46 (0.53)*  1.40 (0.30)* 174 (0.18)>  2.74 (0.68)°

a,b: diferentes letras significan diferencias significativas entre grupos (p<0.05, Test U Mann-Whitney)
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Tabla 34. Cocficiente de variacién (%) de compuestos totales,
flavonoides totales y diterpenos totales segun los grupos de
poblaciones establecidos en el dendrograma.

Grupo
A B C D
Ap 42.22 35.20 66.36 47.19
Ap-4 16.36 18.13 39.18 19.17
Ap-7 12.48 25.85 54.12 32.32
K-3 2717 32.19 46.88 49.70
K-3,7 21.03 23.04 42.10 41.10

Flavonoides totales 19.46 22.61 44.06 38.48

Dt-1 38.50 22.55 13.60 23.15
Dt-2 39.02 24.05 9.56 44.90
Dt-3 31.59 24.90 34.16 46.25

Diterpenos totales 36.70 21.33 10.45 24.74

Compuestos totales 19.97 21.12 41.56 36.24
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Figura 30. Cantidades de flavonoides y diterpenos (mg/g PS) segtun los diferentes
grupos establecidos en el dendrograma. Ap: apigenina; Ap-4: 4’-O-metilapigenina;
Ap-7: 7-O-metilapigenina; K-3: 3-O-metilkamferol; K-3,7: 3,7-di-O-metilkamferol;
Dt-1: Acido 6B-acetoxi-7-oxo-8-labden-15-oico; Dt-2: Acido7-ox0-8-labden-15-0ico;
Dt-3: Acido oxocativico.
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Figura 31. Cantidades de flavonoides y diterpenos (mg/g PS) segun los diferentes grupos establecidos
en el dendrograma. Ap: apigenina; Ap-4: 4’-O-metilapigenina; Ap-7: 7-O-metilapigenina; K-3: 3-O-
metilkamferol; K-3,7: 3,7-di-O-metilkamferol; Dt-1: Acido 6B-acetoxi-7-oxo-8-labden-15-oico; Dt-2:
Acido7-oxo0-8-labden-15-oico; Dt-3: Acido oxocativico. A: grupo A; B: grupo B; C: grupo C y D
grupo D-»b: diferentes letras significan diferencias significativas entre grupos (p<<0.05, Test U Mann-
Whitney.). Los diferentes grupos de compuestos tienen diferente escala de ejes de ordenadas.

134



MENU SALIR

Resultados

IV.7.2. Relacion de la sintesis de los compuestos del metabolismo secundario

con las variables ambientales

Para determinar la relacion existente entre las distintas variables ambientales y
las cantidades secretadas de flavonoides y diterpenos en las poblaciones muestreadas
se realiz6 un Analisis de Correlacion. Este analisis se realiz6 con las cantidades
medias de flavonoides y diterpenos segin los grupos obtenidos en el dendrograma
(Figura 29) y los valores medios de temperaturas y precipitaciones por grupos. Los
resultados (Tabla 35) sugieren que la cantidad media de flavonoides esta relacionada
de forma positiva con las temperaturas maximas (R= 0.140) y de forma negativa con
las temperaturas minimas (R=-0,850) y precipitaciones (R=-0,615; p < 0.05). Es
decir, las poblaciones que presentan mayores temperaturas maximas muestran mayor
sintesis de flavonoides y por el contrario, las poblaciones que presentan mayores
temperaturas minimas muestran menor sintesis. Respecto a los diterpenos, destacar
que estan relacionados negativamente con las temperaturas maximas (R=-0,527; p <
0.05) y de forma positiva con las temperaturas minimas (R=0.149) y precipitaciones
R=0.979; p < 0.05). Asi, las poblaciones con mayores temperaturas maximas
presentan menor sintesis de diterpenos y por el contrario, las poblaciones con
mayores temperaturas minimas y precipitaciones muestran una mayor sintesis de los

mismos.

La altura del relieve modifica sustancialmente el clima, un aumento de la
altitud implica un descenso progresivo de las temperaturas y un aumento progresivo
de la radiacion ultravioleta y las precipitaciones. Por todo ello, para esta variable se
realiz6 una regresion lineal teniendo en cuenta los datos de cada poblacion. Los
resultados reflejaron que la altitud estaba relacionada de forma positiva con la
cantidad media de flavonoides (R= 0.154; p < 0.05) y con la cantidad media de
diterpenos (R=0.172).
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Tabla 35. Cocficientes de correlaciéon de Pearson (R) obtenido entre la
cantidad media de flavonoides y diterpenos (mg/g PS) y las temperaturas
(°C) y precipitaciones (mm) medias obtenidas por grupos, segun el

dendrograma.

dex Tmin Tmed P
Flavonoides 0.140 -0,850 -0,509 -0,615
Diterpenos -0,527 0,668 0,149 0,979

Tmax: temperatura maxima (°C); Tin: temperatura minima (°C); Tiea:
temperatura media (°C); P: precipitaciones (mm).

IV.7.3. Estimacion de la variabilidad intra e interpoblacional

El Analisis de las Componentes de la Varianza (ver Materiales y Métodos
apartado II1.5.3) nos muestra la variabilidad en la secreciéon de los compuestos del
metabolismo secundario en C. ladanifer interpoblacional [Var (pob)] e intrapoblacional

[Var (etror)] como se puede apreciar en la Tabla 306.

Si analizamos cada compuesto secretado en estas poblaciones por separado,
se puede destacar que Ap, Ap-7, K-3, K-3,7 y Dt-1 presentan una mayor
componente interpoblacional que intrapoblacional, es decir, la variabilidad de estos
compuestos es mayor entre las poblaciones muestreadas que dentro de cada
poblacion. Sin embargo, la variabilidad encontrada en las cantidades de Ap-4, Dt-2 'y
Dt-3 es mayor dentro de una poblacién (intrapoblacional) que entre poblaciones

(interpoblacional).

Considerando los grupos de compuestos, tanto flavonoides totales como
diterpenos totales presentan una mayor componente interpoblacional, es decir, en
general, los flavonoides y diterpenos presentan una mayor variacion entre las distintas

poblaciones muestreadas que dentro de una misma poblacion.
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Tabla 36. Estimacion de las componentes de la varianza
intra [Var (error)] e interpoblacional [Var (pob)] entre las

diferentes poblaciones muestreadas en octubre de 2009.

Componente

Var(pob)  Var(error)

Ap 6*10-3 5%103
Ap4 0.08 0.08
Ap7 0.59 0.45
K-3 2.43 1.24
K-3,7 53.28 23.38
Total Flavonoides 79.30 37.90
Dt-1 0.19 0.17
Dt-2 6*¥104 8*104
Dt-3 0.61 0.95
Total Ditetpenos 0.21 0.20
Compuestos totales 78.81 40.01

Datos obtenidos a partir del Modelo lineal general en Pg/g PS
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Los resultados mostrados anteriormente corresponden al muestreo realizado
de hojas jovenes de las poblaciones en Octubre de 2009. Para confirmar las
variaciones en la secreciéon de los compuestos del metabolismo secundario de C.
ladanifer en estas poblaciones se opté por repetir el muestreo en abril de 2010
eligiendo en este caso hojas maduras, teniendo en cuenta asf los resultados obtenidos

en el estudio de variabilidad realizado anteriormente (apartado IV.5).

Los resultados obtenidos en este segundo muestreo corroboran lo ya
mencionado anteriormente: existen diferencias en cuanto a la secrecién de los
compuestos del metabolismo secundario de C. Jadanifer en las distintas localidades
(Anexo II). Las mayores cantidades significativas de flavonoides se muestrean en
Destriana (26.14 mg/g PS) y Hervas (27.78 mg/g PS) y menores en Cazalla (7.67
mg/g PS) y Hornachos (8.68 mg/g PS). Las mayores cantidades significativas de
diterpenos han sido secretadas en Ricobayo (5.72 mg/g PS) y Monesterio (4.90 mg/g
PS) y las menores en Hornachos (1.08 mg/g PS) y Cazalla (1.34 mg/g PS). Al igual
que en el muestreo de Octubre, Huelva es la poblacion que presenta mayor CV para
flavonoides (58.25%) y Robledillo para diterpenos (43.71%). La Nava (8.68 %) y
Hervas (6.16%) son las poblaciones con menores CV para flavonoides y diterpenos
respectivamente. Hervas y Destriana son las poblaciones que presentan mayores
diferencias significativas en cuanto a cantidad de flavonoides totales y Ricobayo y

Monesterio en los diterpenos.

En la Tabla 37 se muestran las componentes de la varianza intra e
interpoblacional del muestreo realizado en Abril de 2010. Como puede apreciarse, y
al igual que en el muestreo de Octubre de 2009, la componente interpoblacional es
mayor que la intrapoblacional en la mayorfa de los compuestos analizados. De esta
manera, flavonoides y diterpenos presentan una mayor variacion entre las distintas

poblaciones que dentro de una misma poblacion.
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Tabla 37. Estimacién de las componentes de la
varianza intra [Var (error)] e interepoblacional
[Var(pob)] entre las diferentes  poblaciones
muestreadas en abril de 2010.

Componente
Var(pob)  Var(error)
Ap 0,02 0,01
Ap4 0,18 0,26
Ap7 0,27 0,25
K-3 0,06 0,44
K-3,7 32,25 31,11
Total Flavonoides 48,24 37,79
Dt-1 1,25 1,10
Dt-2 3*10-3 2%¥10-3
Dt-3 0,05 0,01
Total Diterpenos 1,69 1,22
Compuestos totales 59,58 45,76

Datos obtenidos a partir del Modelo lineal general en Pg/g PS
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IV.8. RESPUESTA DEL GENOTIPO DE Cistus Iadanifer A DIFERENTES
AMBIENTES

En nuestro estudio con clones, en la Tabla 38 se muestra la cantidad media
de compuestos totales, flavonoides y diterpenos secretados como media de los tres
genotipos analizados. Algo importante a destacar es que aparecen mayores cantidades
de diterpenos que de flavonoides en todos los experimentos. Como puede apreciarse,
en los tres genotipos analizados, la sintesis de los compuestos del metabolismo
secundario es plastica: flavonoides y diterpenos (y compuestos totales) aumentan
significativamente con la radiaciéon ultravioleta y disminuyen de forma significativa
con el potencial hidrico y la suma de potencial hidrico y radiacién ultravioleta,
mostrandose plasticidad en la sintesis de estos compuestos en condiciones

ambientales diferentes.

IV.8.1. Estudio de las normas de reaccion en C. Iadanifer

Como ya ha comentado en Materiales y Métodos, la manifestacion de la
plasticidad se suele expresar por medio de graficos conocidos como “normas de
reacciéon” en los que se representa en el eje de abscisas los distintos valores

ambientales y en el de ordenadas los fenotipicos.

En las figuras 32, 33 y 34 se muestran las normas de reaccién para las
cantidades totales de compuestos, flavonoides totales y diterpenos totales de cada
genotipo analizado segun los distintos estreses ambientales: radiaciéon ultravioleta,
potencial hidrico elevado (y= 0.80 MPa), potencial hidrico muy elevado (y= 1.5
MPa), combinaciéon de radiacién ultravioleta y potencial hidrico elevado vy

combinacién de radiacion ultravioleta y potencial hidrico muy elevado.

En relacion a la radiaciéon ultravioleta (Figura 32), podemos decir que
flavonoides y diterpenos aumentan su sintesis con la radiacién ultravioleta siendo
significativa pata el genotipo 2 (0.09 mg/g PS) en flavonoides y para el genotipo 1y 2
en diterpenos (0,50 y 0,53 mg/g PS, respectivamente). Si se tiene en cuenta la
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totalidad de compuestos, este tipo de estrés también aumenta la sintesis en los tres
genotipos originando mayores cantidades significativas respecto al control (0.59, 0.61

y 0.49 mg/g PS, respectivamente).

Cuando se simula un elevado potencial hidrico (y= 0.80 MPa) (Figura 33) se
observa una disminucién significativa de las cantidades de compuestos totales
secretadas en los tres genotipos (0.22, 0.28 y 0.23 mg/g PS). Si se simula un potencial
hidrico muy elevado (y=1.5 MPa), los genotipos 1 y 2 disminuyen ain mas las
cantidades de compuestos totales secretados (0.18 y 0.14 mg/g PS), mientras que el
genotipo 3 presenta un comportamiento diferente, aumentando significativamente la
sintesis. Esta misma pauta se observa cuando analizamos los diterpenos por
separado; el estrés hidrico elevado (0.80 MPa) origina una disminucién significativa
de la secrecién en los diferentes genotipos (0.16, 0.21 y 0.20 mg/g PS) y cuando se
potencia este potencial (1.50 MPa) disminuyen significativamente mas las cantidades
en dos de los genotipos (0.15 y 0.12 mg/g PS). Si se analiza la cantidad de
flavonoides totales en los tres genotipos, para un potencial de 0.80 MPa los
genotipos 1y 3 secretan una cantidad significativamente menor (0.032 y 0.028 mg/g
PS), sin embargo, si aumenta el potencial hidrico se dan mayores reducciones en la
sintesis de flavonoides totales para los tres genotipos analizados, aunque sélo son
significativamente menores en el genotipo 1 y 2 (0.028 y 0.019 mg/g PS

respectivamente).

Respecto a la combinacién de radiacién ultravioleta y potencial hidrico
elevado o muy elevado (Figura 34), se observa una disminucién significativa de
compuestos totales, flavonoides y diterpenos en los diferentes genotipos, siendo
mayor la diferencia cuando el potencial aplicado es muy elevado. Unicamente
encontramos un comportamiento diferente en la cantidad de flavonoides de los
genotipos 2 y 3 sometidos a radiacion ultravioleta y potencial hidrico muy elevado,
observandose un aumento respecto a las cantidades encontradas en la combinacion

de radiacion ultravioleta y potencial hidrico elevado.

En resumen, podemos destacar que la radiaciéon ultravioleta potencia la
sintesis de los diferentes compuestos estudiados, y sin embargo, el potencial hidrico y

la combinacién de potencial hidrico con radiaciéon ultravioleta la inhiben, de manera
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que esta disminucion es tanto mayor cuanto mayor es el potencial hidrico aplicado,

no siendo esta diferencia entre potenciales significativa.

En general, los genotipos estudiados poseen normas de reacciéon inclinadas y
paralelas, esto nos indicarfa que los genotipos reaccionan de forma similar ante el
estrés ambiental (aunque no cuantitativamente) y la existencia de plasticidad en la
sintesis de metabolitos secundarios (los genotipos son similarmente plasticos).
Destacar que no existirfa interaccion de los genotipos estudiados respecto al

ambiente, ya que todos reaccionan de forma paralela ante el mismo estrés ambiental.

Asi, respecto a la radiacion ultravioleta, los genotipos responden mediante
normas de reaccién con pendiente positiva (aumentando la sintesis) sin embargo en
relacién al potencial hidrico y a la suma de potencial hidrico y radiaciéon ultravioleta,
la pendiente es negativa (disminuye la sintesis). De esta manera, se pone de
manifiesto la importancia del efecto del ambiente en el fenotipo, en nuestro caso, la
sintesis de los compuestos del metabolismo secundario y la plasticidad existente en
estos genotipos, al reaccionar de forma distinta ante distintas condiciones

ambientales.

Cuando se analiza como varfan las cantidades secretadas de compuestos
totales, y flavonoides y diterpenos totales entre los diferentes genotipos ante los
diferentes estreses (Figura 35) se observa que, en general, los genotipos no difieren
en la secreciéon de compuestos. Solo es significativa la secreciéon de los compuestos
totales y diterpenos totales en el genotipo 3, frente a la radiaciéon ultravioleta y el
potencial hidrico muy elevado (1.5 MPa); y en los flavonoides totales en el genotipo

1, en el ambiente control.

143



Resultados

[01jU09 [& 0300dsaI SEAIEOTUSIS SLIOUSINIP :

(oo »10 (oo 910 (oo 810 (oo .0c0 (o0 80 (00 9¢0 souadran
o0 zoo (oo .00 (oo .00 o0 »00 (100 600 (100 900 SOPIOUOAR[]

(o0 910 G000 .00 (S00) 220 00 .sT0 (200 S0  (€00) THO  sowIol soysandwo)

edpy edy 08°0

ed . ed . (0351300}
GTH+ AN b+ AN WSTh W o080 ¢ AN I o)

(01xg=u) srsauored onuo vdrdp UoLEIASI(T "sopezieut sodnouas
ST} SOT 9P BIPAW OWO) SEPIUANO (S 3 /3w) souadionp £ soprouoarfy ap ‘soisandwiod op [e103 [9P SLIPAW SIPEPNUL)) ‘g¢ BIqE T,

144



SALIR

Resultados

07 1 —8—GEN. 1
* —®— GEN.2

06 1 GEN.3

Compuestos totales (mg/g PS)

Control uv

010 ——GEN. 1
— j|: —8— GEN. 2
0 0,09 )
4 * GEN. 3
&0 0,08 1
)
g 0071
N2
@ 0,06 7
15}
=
8 005 /
<}
S
@ 0,047
FA
£ L
3 003
§
S 002
5
=
I 001
0,00 . :
Control uv
06 1
—e—GEN. 1
*
~ —#—GEN. 2
w . *
A0S GEN. 3
o0
)
g 041 iy
a2
w
&
S 031
5]
S
»
o
g 021
)
&
3]
=019
ac°
0 ! .
Control uv

Figura 32. Normas de reaccién de la cantidad total de
compuestos, flavonoides totales y diterpenos totales
(mg/g PS) secretadas por los diferentes genotipos frente
a la radiacion UV. GEN: genotipo. * : diferencias
significativas respecto al control (p < 0.05, Test U-Mann
Whitney).

145



MENU SALIR

Resultados

071 —— GEN. 1
—®— GEN. 2

~
n ]
g oo GEN. 3
a0
~
& 05
g
=2
@ 4
9 04
g
]
W 031
<]
: I.
2"
g
014
g °
0 T T ]
Control } 0.80 Mpa } 1,50 Mpa
0,10 7 ——GEN. 1
—8®—GEN. 2
> 0091
o GEN. 3
80 0,08
~
%” 0,07 1
N
w006
15}
=
8 o005
<}
S
» 1
o 004
el
‘3 0037
§
> 0027
<
=~
B 001 4
0,00 ; . :
Control $ 0.80 Mpa ¢ 1.50 Mpa
067 ——GEN. 1
—®— GEN. 2
@ 05 GEN. 3
=%
o0
P
E 04 7
N
1]
15}
=
8 03
<}
]
w
g
5 021
j=
3
0
3
=
a ol
0 : . :
Control 4 0.80 Mpa  1.50 Mpa

Figura 33. Normas de reaccién de la cantidad total de
compuestos, flavonoides totales y ditetpenos totales (mg/g
PS) secretadas por los diferentes genotipos frente al estrés
hidrico (y). GEN: genotipo. * : diferencias significativas
respecto al control (p < 0.05, Test U-Mann Whitney).

146



SALIR

Resultados

0,7 7 —®—GEN. 1
—#— GEN. 2
P
@n B GEN.3
& 0,6
&n
S~
eh 0,5
g
<
S 041 b
=
<
S
9]
8
w 0,3
g *
]
9] T
2 021 «
g 1 e
Q 0,11 T
0
Control Uv + ¢ 0.80 Mpa Uv + ¢ 1.50 Mpa
0,10 7
—— GEN. 1
> 009 1
-9 —=— GEN. 2
20 0087 GEN. 3
%” 0,07 1
N
® 0,06
15}
=
S 0,05 1
<]
S
» i
@ 004
el
‘B 0,03 1
=}
S o002
2 +
=
B 001 A
0,00 ; : :
Control Uy + ¢ 0.80 Mpa Uv + ¢ 1.50 Mpa
06 7
——GEN. 1
@ —8— GEN. 2
R 5 i
a0 GEN. 3
~
an
g 041
N
»
17}
=
g 037
<}
S
8
s 029
Q *
_ I
&‘ IiQi )k
15} 1 *
= 0,1
(=]
0 ; . :
Control Uv + ¢ 0.80 Mpa Uv + ¢ 1.50 Mpa

Figura 34. Norma de reaccién de la cantidad total de
compuestos, flavonoides totales y diterpenos totales (mg/g
PS) secretadas por los diferentes genotipos frente a la
radiacion UV y estrés hidrico (y). GEN: genotipo. *
diferencias significativas respecto al control (p < 0.05, Test
U-Mann Whitney).

147



SALIR

Resultados

0.7 7 I GEN. 1
_ B GEN. 2
Z 06 OGEN. 3
P
% 0,5 *
g
g
3 041
<
g *
% 037
2
7
5 02
B, 0
g
Q
Q 01
04
Control Uy 0.8 Mpa Y15Mpa Uy +¢08Mpa Uv+¢1.5Mpa
0,12 7
B GEN. 1
014 * B GEN. 2
@ OGEN.3
~
2
5 0.08 1
&
w
2
S 0,06 1
=}
2
w
L3
-]
§ 0,04 4
]
=
0,02
0
Control Uv 0.8 Mpa $1.5Mpa Uy +9$0.8Mpa Uv+1.5Mpa
0,7 7
B GEN. 1
—~ 0,61 B GEN. 2
172}
~ O GEN. 3
)
< 05
o
& %
§ 0,4 4
<
g
e
2 05 *
[=]
=
3
80,2
2
A 0,1 4
0
Control Uv 0.8 Mpa 1.5 Mpa Uv+908Mpa  Uv+d1.5Mpa

Figura 35. Variacién de las cantidades totales, flavonoides totales y
diterpenos totales (mg/g PS) sectetadas por los diferentes genotipos
segun el tratamiento. Uv: radiacién ultravioleta; ¢= potencial hidrico;
GEN: genotipo. *: diferencias significativas entre genotipos (p < 0.05,
Test U-Mann Whitney).

148



MENU SALIR

Resultados

IV.8.2. Estimacion de la heredabilidad en C. /adanifer

A partir del Analisis de los Componentes de la Varianza (ver apartado
I11.5.3.2 Materiales y Métodos), se ha determinado la heredabilidad (H?) en la
secrecion de compuestos del metabolismo secundario en C. /adanifer (Tabla 39). De
esta manera, se estimoé el grado de determinaciéon genética en relacion a la sintesis de
compuestos del metabolismo secundario, es decir, se pudo estimar la proporcion de
la variacién fenotipica (fenotipo) que es explicada por la variacion genética (genotipo)

en los genotipos analizados de esta especie.

Como se puede observar en la Tabla 39, se obtuvieron valores bajos de
heredabilidad (H?) respecto a los distintos estreses a los que se sometieron los clones.
Esto significa que el porcentaje de la variaciéon fenotipica debido a la variabilidad
genotipica es bajo. Segun los datos, el mayor valor de heredabilidad es de 0.23, es
decir, un 23% de la variacién fenotipica es debida a la variaciéon genotipica. El resto

se deben a factores no genotipicos.

Si analizamos las estimaciones de la heredabilidad en el total de compuestos
del metabolismo secundario, los mayores valores aparecen cuando los clones estan
sometidos a un potencial hidrico de 0.80 MPa, y a la combinacién de radiacion
ultravioleta y ambos potenciales hidricos, en cuyo caso el valor es de 0.01 (1 %). En
el resto de las condiciones la heredabilidad estimada es 0, en cuyo caso, la varianza
fenotipica se debe enteramente a la variaciones no genotipicas (variacion ambiental y

muestral).

Atendiendo al total de flavonoides, los mayores valores de heredabilidad se
dan con un potencial hidrico de 1.5 MPa (23%) seguido de la combinacién de
radiacion ultravioleta y potencial hidrico de 0.80 MPa (21%). Heredabilidades mas
bajas se estiman cuando se combina radiacién ultravioleta y potencial hidrico de 1.5
MPa, radicacion ultravioleta y potencial hidrico de 0.80 MPa cuyos valores son

respectivamente de 3, 7 y 12%.

En relacion a los diterpenos, los mayores valores de heredabilidad se estiman

al combinar radiacion ultravioleta y potencial hidrico (8% y 6% para el potencial de
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1,5 y 0.8 MPa respectivamente), bajo un potencial de 0.80 MPa se da una
heredabilidad de 0.05 (un 5%) y sin embargo, bajo radiacién ultravioleta y potencial
hidrico de 1.5 MPa este valor es 0.

Destacar que los mayores valores de heredabilidad se han estimado en
flavonoides totales bajo condiciones de ambos potenciales hidricos, en estos casos,
un 23 y 21 % de la variabilidad del fenotipo es explicada por el genotipo. En todas las
condiciones a las que se han sometido los clones de C. /ladanifer el valor de
heredabilidad es mayor en flavonoides que en diterpenos, siendo en alguno de los
casos muy superior (por ejemplo cuando se combina radiacién ultravioleta y
potencial hidrico de 0.80 MPa, cuyos valores son 21% y 6% respectivamente). La
excepcion es la combinacion de radiacion ultravioleta y potencial hidrico de 1.5 MPa,
en el cual el valor de heredabilidad entre flavonoides y diterpenos es similar, 3% y 8%

respectivamente.
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Tabla 39. Estimacion de la heredabilidad

(H?) en la sintesis de metabolitos secundarios

de

distintos  genotipos de C.

ladanifer

sometidos a diferentes estreses ambientales.

Estrés Hz2
Total 0.00

Radiaciéon Uv Flavonoides  0.07
Diterpenos 0.00

Total 0.01

v 0.80 Mpa Flavonoides  0.12
Diterpenos 0.05

Total 0.00

y 1.5 Mpa Flavonoides  0.23
Diterpenos 0.00

Total 0.01

Uv+ywy 0.80 Mpa Flavonoides (.21
Diterpenos 0.06

Total 0.01

Uv+wy=1,5Mpa Flavonoides 0.03
Diterpenos 0.08

H2: SZ gcnotipo/ (SZ genotipo + SZ genotipo x estrés + SZ

crror) .
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Los compuestos derivados del metabolismo secundario tienen una amplia
distribucion en las plantas (Rhodes, 1994). A lo largo de la evolucion, los diferentes
grupos de compuestos y sus enzimas biosintéticas han aparecido en diferentes
momentos (Stafford, 1991; Koes y col., 1994) y por ello, la composicién en las
plantas varfa intra e interespecificamente (Harborne y Turner, 1984). Estos
compuestos desempeflan una gran variedad de funciones ecoldgicas. La mayoria
cumplen funciones de defensa contra depredadores y patdgenos: inhiben el
desarrollo de insectos (Stamp y col., 1997; Zhang y col.,, 1999), nematodos (Blum,
1996; Bryant y col., 1991), hongos (Oliva y col,, 1999) y bacterias (Grayer y
Harborne, 1994), mejorando el crecimiento de la planta (Lattanzio y col., 1994).
También incluyen compuestos venenosos, reductores de la digestibilidad de la planta
y la palatalabilidad a los herbivoros (Lindroth y Batzli, 1984; Baas, 1989; Sosa y col.,
2004). Otra funciéon importante es la de favorecer la atracciéon de polinizadores
(Chou y Kou, 1986; Harborne, 1988; Baas, 1989, Bergstrom, 1978; Beker y col,
1989), dispersores de semillas (Swain, 1973; Levin, 1976; Cronquist, 1977) y actuar
como agentes alelopaticos. Ademas, en diversos estudios se ha confirmado su
funcién protectora frente a las radiaciones UV (Zobel y Lynch, 1997), pudiendo
incrementar ésta la concentracién de metabolitos, tanto en las células como en la
supetficie de la planta (Zobel y col., 1999). Otra funcién es la de reducir el efecto
pernicioso de los metales pesados en el desarrollo de las plantas (Delgado, 2008).
Ademas, tienen un papel importante en la descomposiciéon de la hoja (Grime y col.,
1996), actividad microbiolégica del suelo (Vokou y Margaris, 1984) y en la adaptacion
climatica (Seufert y col., 1995).

Todos estos estudios apoyan la idea de que una elevada variacion quimica en
una especie puede jugar un papel muy importante en la adaptacién de la planta a
diferentes factores bidticos y abioticos (Van der Meijden, 1996; Laitinen y col., 2000).
La complejidad en la quimica de la planta dentro de una poblacién podria
proporcionar proteccion contra diferentes factores de estrés. Asi, a mayor variacion,
mayor es la posibilidad que la especie sea resistente. Por lo tanto, cuantificar la

variabilidad fenotipica en la presencia de metabolitos secundarios de una especie,
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podtia aportarnos informacién de su capacidad de respuesta a cambios ambientales.
Para ello, hay que tener en cuenta que las concentraciones de metabolitos
secundarios en una especie pueden variar en diferentes partes de la planta (Palo y
col., 1985; Tahvanainen y col., 1991), con la ontogenia (Reichardt y col., 1984; Bryant
y Julkunen-Tiitto, 1995; Julkunen-Tiitto y col., 1996; Hartley y Jones, 1997), y
también puede depender de diversos factores ecolégicos como cambios estacionales
de luz, temperatura (Chaves y Escudero, 1999), humedad, nivel de nutrientes y

presion osmotica (Waterman y Mole, 1989; Waterman, 1992; Dixon y Paiva, 1995).

En C. ladanifer, numerosos trabajos han demostrado las diversas funciones
ecologicas de los diferentes metabolitos secundarios de esta especie. Estos
compuestos actian como filtro de luz ultravioleta (Chaves y Escudero, 1999), como
agentes toxicos para la protecciéon contra herbivoros (Sosa y col., 2004) y finalmente
como agentes alelopaticos inhibidores de la germinacién y desarrollo de las plantulas
herbaceas que compiten con ella por el mismo espacio, lo que oftrece claras ventajas
al facilitar la colonizacioén para esta especie (Chaves, 1994; Chaves y Escudero, 1997,
Chaves y col., 2001 a y b).

Los resultados obtenidos en este nuevo trabajo amplian el conocimiento
sobre el metabolismo secundario de C. /ladanifer, mostrando en primer lugar, que
existen diferencias cuantitativas significativas de estos compuestos en los diferentes
organos estudiados. Las hojas jovenes secretan mayor cantidad de flavonoides y
diterpenos que los tallos, y éstos a su vez, mas que las hojas maduras. Los fenoles
(flavonoides) son los compuestos mas abundantes, y dentro de ellos el K-3,7,
encontrandose diferencias significativas entre hojas jovenes, maduras y tallos. Si
analizamos la contribucién porcentual de cada uno de estos compuestos en
flavonoides, ésta es parecida en hojas jovenes y maduras, diferenciandose claramente
la composicion que muestran los tallos. Con respecto a los diterpenos, la

contribucién porcentual en cada érgano difiere considerablemente entre ellos.

Caracteristicas de la planta como el contenido de agua, proteinas vy
metabolitos secundarios, generalmente cambian durante la estaciéon de crecimiento y
estado de desarrollo de un 6rgano (Krischik y Denno, 1983). La existencia de una

mayor cantidad de compuestos en hojas jovenes que en hojas maduras se explicaria
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debido a que en las primeras fases de crecimiento se secreta mayor cantidad de estos
compuestos unido a que la relacién secrecion/degradacién va disminuyendo a
medida que la edad de la hoja aumenta. Por ejemplo, algunos microbios pueden
degradar estos compuestos (Tiarks y col., 1989; Gamble y col., 1996) o producir
compuestos intermedios (Hopper y Mahadevan, 1991) a medida que pasa el tiempo
tras la secrecion. En estudios realizados por otros autores en especies como
Empetrum bermaphroditum y Betula pendula se observa un gran decrecimiento en el
contenido de metabolitos secundarios durante la senescencia de la hoja (Nilson y col,,
1998; Gallet y col., 1999; Laitinen y col., 2005). En Ewmpetrum hermaphroditum soélo el
33% de la suma de fenoles en hojas jovenes esta presente en hojas maduras, y la
proporciéon de compuestos de un estado de desarrollo a otro varfa dependiendo del
compuesto. Este hecho esta también comprobado en Quwercus robur donde estudios
realizados por Covelo y Gallardo (2004) demuestran que las concentraciones de
fenoles de hojas jévenes a maduras decrecia en un 37%. En C. ladanifer, 1a reduccion
en la presencia de flavonoides desde hojas jévenes a maduras es aproximadamente de
un 40%, valores muy parecidos a los encontrados en otras especies. Aunque se den
estas reducciones de compuestos de hojas jovenes a maduras, hay que destacar la
presencia de este tipo de compuestos en las hojas maduras y su implicacién en el
reciclado de nutrientes en ecosistemas terrestres, debido a la influencia que tienen
estos compuestos en la tasa de descomposicion de la hojarasca y la forma en que el

nitrégeno es liberado al suelo.

Por otra parte, nuestros resultados muestran una clara variacion estacional de
los compuestos del metabolismo secundario en C. /adanifer. Estos datos corroboran
los ya constatados en estudios anteriores, donde se demostré la existencia de
variaciones cuantitativas dependientes de la estacion, estando la sintesis inducida por
factores externos, especialmente durante la estaciéon estival (Chaves, 1994). La
induccion de la sintesis de los flavonoides depende de la luz ultravioleta y del
contenido de agua en las hojas, siendo la suma de estos dos factores especialmente
relevantes en su produccion total (Chaves, 1994; Chaves y col., 1997). Otros estudios
demostraron que la sintesis de determinados compuestos como el K-3,7 es
estimulada por las altas temperaturas. Estrés hidrico, altas temperaturas y alta

radiacion ultravioleta son condiciones que se producen en verano, estacion en la cual
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la secrecion de flavonoides es potenciada. Por otro lado, en estudios de C. ladanifer
realizados por Alias (2006), se ha comprobado que la cantidad de diterpenos en el
exudado de la hoja es inducida por las bajas temperaturas y que la sintesis de los
mismos aumenta en invierno. En el presente estudio se ha reflejado el mismo
comportamiento, reafirmando la importancia de los factores meteorolégicos en la
sintesis de terpenos y fenoles. Estudios realizados por otros autores apoyan esta
hipétesis, donde se ha demostrado que factores externos, tales como las
precipitaciones (Mole y Joern, 1993), luz (Bryant y col., 1987; Pramanik y col. 2000) y
disponibilidad de agua (Gershenzon, 1984) estan implicados en la sintesis de los

metabolitos secundarios.

Esta variabilidad y respuesta a parametros meteorolégicos se hace mas
patente cuando se comparan los resultados obtenidos en los dos afios de estudio. En
este caso, se pone de manifiesto que la cantidad total de compuestos presentes en el
exudado (flavonoides y diterpenos) de hojas y tallos es significativamente mayor en el
2006 que en el 2007. Esta diferencia cuantitativa entre afios puede deberse a las
caracteristicas meteoroldgicas de cada afio. El efecto de las variables meteorologicas
en plantas de larga vida es generalmente dificil de detectar, no asi el efecto del
microclima como determinante de la produccién de compuestos fenodlicos. En
nuestro estudio, si analizamos las precipitaciones medias estacionales (Tabla 1,
Materiales y Métodos) que se registraron durante los dos afios del estudio, podemos
destacar que durante la primavera del primer afio se registraron menores
precipitaciones (132.0 mm) que durante la primavera del segundo ano (221.9 mm).
La diferencia encontrada de metabolitos secundarios entre 2006 y 2007 viene
determinada, principalmente, por la cantidad que se ha cuantificado en la estacion de
primavera (13.48 mg/g PS en 2006 frente a 7.97 mg/g PS en 2007), pudiendo ser
responsable de estas diferencias las precipitaciones recibidas. Por lo tanto, es
importante destacar que las diferencias meteorolégicas interanuales podtian ser
determinantes en la secreciéon de estos compuestos. Nilsson y col, en 1998
demostraron que en Empetrum hermaphroditum los niveles de fenoles producidos y
especialmente la actividad fitotoxica del extracto difiere significativamente entre afios,
al igual que en estudios realizados con hojas de Betula pendula (Laitinen y col., 2000).

Hay que resaltar que hay autores que defienden que la variabilidad interanual en la
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sintesis de compuestos derivados del metabolismo secundario probablemente puede
ser atribuible a un conjunto de factores, tanto internos como externos y que la
adaptacion y la resistencia de un individuo respecto a otros individuos de la misma
poblacién es dependiente de condiciones especificas y de un aflo en particular
(Laitinen y col., 2000).

En el presente trabajo se pone de manifiesto que existen diferencias
significativas estacionales en la secrecioén de estos compuestos tanto en hojas jovenes,
como maduras y tallos. Ademas también existen diferencias entre ellos dentro de una
misma estacion. Asi, en la estacion de verano aparecen diferencias significativas entre
las tres partes de la planta estudiadas, y en el resto de estaciones, claramente entre

hojas jévenes y maduras.

Si los niveles de metabolitos secundarios varian de forma estacional, el nivel
de resistencia de una planta puede cambiar estacionalmente (Pilson, 1992). Por tanto,
la variacién estacional registrada en este estudio y en otros estudios parecidos podria
tener consecuencias ecoldgicas para un individuo y en ultima estancia para la especie.
La mayoria de las especies vegetales tienen compuestos pertenecientes a diferentes
familias quimicas como forma de defensa. Los compuestos fendlicos y terpénicos
han sido considerados como productos de defensa contra herbivoros y sus
concentraciones pueden responder a la seleccion natural. El comportamiento del
herbivoro influye en la evoluciéon de la planta y por tanto en la evoluciéon de los
metabolitos secundarios. En estudios realizados por Riipi y col. (2004) se comprobé
co6mo el estado de la resistencia de un arbol varia a lo largo de la estacion en relacion
al contenido de metabolitos secundarios. Se evidencié que habfa un cambio en la
aparicion de compuestos desde hojas jévenes a hojas maduras y que a partir de una
edad se estabilizaban los compuestos. Asi, por ejemplo, si una planta es atacada por
un herbivoro puede pasar de ser “resistente” a “susceptible”, lo que quiere decir que
las plantas “resistentes” sufririn menos dafios que las plantas “susceptibles”. Esto
permitirfa un cambio evolutivo en la poblacién como respuesta a la presion del
herbivoro. Por lo tanto, el estado de resistencia de una planta no es constante en el

tiempo y por ello es importante estudiar la dinamica temporal de estos compuestos y
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las implicaciones en la evoluciéon que producen las variaciones estacionales de los

mismos (Riipi y col., 2004).

Es importante destacar que estudios realizados por Lattanzio y col. (2000)
encontraron una correlacién positiva entre el contenido de flavonoides glicésidos y la
resistencia a ciertos herbivoros. Los perfiles metabdlicos pueden predecir los niveles
de resistencia de la planta hacia los herbivoros (Brennan y col., 1992; Brignolas y col,,
1998; Smith, 2005), o dicho de otra forma, si la resistencia o capacidad de respuesta a
factores ambientales de una especie esta determinada por la composicion de

aleloquimicos, el analisis de los mismos podtia servirnos para caracterizar la especie
(Ranger, 2007).

Otro aspecto es la dependencia de los factores climaticos en la sintesis de
estos compuestos. En la mayoria de los ecosistemas existen grandes diferencias en las
variables meteorolégicas a lo largo del afo e interanualmente. Esto es muy
importante al afectar a la variabilidad temporal en la produccién de metabolitos
secundarios. Dicha variaciéon temporal, como se ha comentado, podria afectar a las
interacciones bidticas en las que las plantas estan involucradas (por ejemplo,
interaccién con herbivoros), pero también podria afectar al comportamiento
ecofisiolégico, variando éste dependiendo de las caracteristicas meteorologicas del
habitat donde se encuentre. Esto significa que si una especie tolera un amplio margen
en los valores de temperatura y precipitacion, como es el caso de C. ladanifer (Cabezas
y Escudero, 1989), su comportamiento ecofisiolégico puede diferir bastante de un

lugar a otro con condiciones meteorologicas diferentes.

Otro factor importante a tener en cuenta para la cuantificaciéon del
metabolismo secundario en una especie es la edad de los individuos. Durante el
crecimiento de la planta y la ontogenia, los metabolitos secundarios pueden cambiar
considerablemente, tanto cualitativa como cuantitativamente. En general, estados
mas juveniles expresan mas defensas que edades mas maduras (Bryant y Julkunen-
Tiitto, 1995), lo cual les puede permitir soportar mejor diferentes tipos de estrés. En
este estudio los resultados han puesto de manifiesto que en C. Jadanifer la variacion de
los metabolitos secundarios es dependiente de la edad: los individuos mas jévenes (de

menos de un afio de edad) segregan significativamente menos cantidad total de
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compuestos que el resto de individuos con edades mayores. Ademas, la secrecion de
compuestos a partir de 1 a 6 aflos se mantiene mas o menos constante hasta una
edad mas avanzada (a partir de 20 afios) donde la secreciéon es menor aunque no es
significativa. Este comportamiento anteriormente descrito se mantiene para
flavonoides, sin embargo, los diterpenos se secretan en cantidades practicamente
iguales en todas las edades. Resultados diferentes obtuvieron Laitinen y col. (2005) en
estudios con Betula pendula en las que las concentraciones de terpenos eran mas

elevadas en edades de 1 afio respecto a edades mas avanzadas.

Es importante destacar que cuando cuantificamos la cantidad de metabolitos
secundarios en una planta, estamos cuantificando un caracter fenotipico. Los niveles
de compuestos del metabolismo secundario estin en parte controlados
genéticamente y en parte determinados por las condiciones ambientales (Jones y
Hartley, 1999). La variabilidad genética y fenotipica de una especie es un indicador de
la plasticidad ecolégica y capacidad de respuesta de la misma a los cambios
ambientales y juega un importante papel en el comportamiento de las plantas ante
condiciones desfavorables o adversas. La variacién fenotipica, cuantificada mediante
la variacién en la produccion de compuestos derivados del metabolismo secundario,
es muy importante en la ecologia y evoluciéon de las plantas, contribuyendo a la
capacidad de una especie para sobrevivir en condiciones ambientales heterogéneas y
representando una oportunidad para que las especies aumenten su rango de
distribucion (Cariveau y col., 2004; Cahill y col., 2005; Moore y Foley, 2005).

Como se ha comentado con anterioridad, es importante cuantificar la
variabilidad fenotipica del metabolismo secundario en las plantas. Pero resolver esta
cuestion plantea ciertas complicaciones en el disefio experimental, debido a la
variabilidad en la secreciéon de los aleloquimicos descrita anteriormente. Por ello,
previamente es necesario cuantificar las variaciones dentro de un propio individuo,
que pueden ser debidas a diferencias entre 6rganos y estados de desarrollo de los
mismos, entre estaciones y entre edad de los individuos. Igualmente es importante
determinar la variabilidad de cada uno de los parametros responsables de esta
variacion; o lo que es lo mismo: ¢En qué 6rgano o estado de desarrollo, estaciéon o

edad se produce mas variabilidad en la sintesis de estos compuestos? Atendiendo a
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nuestros resultados y analizando la variabilidad desde un punto de vista general
(Tabla 40) a mas especifico (Tabla 41) puede apreciarse que dentro de los
compuestos del metabolismo secundario dominantes en C. /adanifer, los coeficientes
de variacién son mayores en diterpenos (91.9%) que en flavonoides (64.9%) (Tabla
40). Destacar que la variabilidad en la cuantificaciéon de flavonoides y el total de
compuestos (suma de flavonoides y diterpenos) es semejante (64.9% y 61.2%,
respectivamente). Este comportamiento se mantiene cuando analizamos los valores
desglosados obtenidos en las diferentes partes de la planta y en las distintas
estaciones, de ahi que a partir de ahora nos referiremos a datos obtenidos de

compuestos totales.

Tabla 40. Cocficiente de variacién (%) de hojas jévenes,

maduras, tallos y la planta en su conjunto de forma anual.

Total Flavonoides Diterpenos

Hojas jovenes 55.5 64.2 56.4
Hojas maduras 55.7 533 54.1
Tallos 59.5 51.2 98.1
Planta 61.2 64.9 91.9

En las diferentes partes de la planta estudiadas (Tabla 40), los coeficientes de
variacion son elevados (mayor de 50%); la menor variabilidad se encuentra en hojas y
la mayor en tallos, aunque estas cantidades no difieren considerablemente entre ellos.
Estudios realizados por Covelo y Gallardo (2004) obtienen resultados diferentes,
existiendo una mayor diferencia en los CV entre hojas maduras (38.1%) y hojas
jovenes (27.2%). Si cuantificamos la variabilidad diferenciando entre estaciones

(Tabla 41) y no consideramos las diferentes partes de la planta, la estacién que
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presenta una menor variabilidad es el otofio (40.4%), seguido del invierno (45.1%) y

primavera (48.2%) y finalmente el verano (54.7%).

Si observamos los coeficientes de variaciéon obtenidos con los datos
cuantificados en los diferentes 6rganos y estado de desarrollo de los mismos por
estacion (Tabla 41), en hojas jovenes los coeficientes de variaciéon son similares en
verano (29.5%), otofio (28.3%) e invierno (29.2%) y mayores en primavera (37.3%).
Con respecto a las hojas maduras los coeficientes de variacion en verano (26.1%),
otofio (27.5%) y primavera (27.2%) son semejantes, aumentando en invierno
(34.1%). Finalmente en tallos los coeficientes de variaciéon en otofio (41.2%) e
invierno (43.8%) son parecidos frente a los cuantificados en primavera (48.5%) y
verano (50.3%).

Al realizar el analisis a diferentes edades de las jaras seleccionadas, los
individuos con edades inferiores a 1 afio presentan variabilidades muy superiores
respecto a otras edades. La menor variabilidad se obtiene en edades de 7 a 12 afios
(9.04%).

Los resultados anteriores ponen de manifiesto que previamente a realizar un
estudio para determinar la variabilidad fenotipica intrapoblacional mediante la
cuantificacién del metabolismo secundario en una poblacion, es necesario responder
a cuestiones como: ¢Existen variaciones de los metabolitos secundarios dentro de un
mismo individuo, dependiendo del 6rgano y estado de desarrollo del mismor ¢Estas
variaciones son dependientes de las condiciones estacionales? ¢La variabilidad es la
misma para todos los 6rganos, edades y estaciones? Por una parte, se ha podido
establecer qué organo, edad y estacion deberfamos elegir para determinar las
diferencias individuales en la secrecién de los metabolitos secundarios en C. ladanifer.
Segun nuestro criterio, deberfa elegirse el parametro que menor variabilidad presente,
o lo que es lo mismo aquel con un coeficiente de variacién menor, ya que si
encontraramos variaciéon entre los individuos, podriamos determinar con mayor
certeza que la variabilidad cuantificada deriva de la diferencia intrapoblacional. Por lo
tanto, en nuestro caso elegirfamos individuos con una edad comprendida entre 7 a 12
afios. El 6rgano serfa la hoja con un estado de desarrollo que variarfa en funcién de la

estacion elegida para la toma de las muestras. De tal forma que se podria elegir hojas
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jovenes en verano-otoflo-invierno, o bien hojas maduras en verano, otoflo o
primavera. Por todo ello, este estudio previo nos permite conocer la metodologia
mas apropiada para cuantificar la variabilidad y/o plasticidad en el metabolismo
secundario de C. ladanifer, para posteriormente estudiar el significado de dicha

plasticidad en la supervivencia exitosa de un individuo, una poblacién, o una especie.

Las plantas como organismos sésiles en un mundo cambiante, deberian
siempre obtener ventajas funcionales de una plasticidad fenotipica elevada. Son
muchos los estudios que han identificado situaciones en las que la selecciéon natural

ha maximizado la plasticidad fenotipica (Valladares, 2000).

Los niveles de compuestos del metabolismo secundario en la planta pueden
ser modificados por variables genéticas o ambientales (Berenbaum y Zangerl, 1992;
Herms y Mattson, 1992). Por ejemplo, las variaciones estacionales de diferentes
metabolitos encontradas en varios estudios reflejan las distintas demandas fisiolégicas
asociadas con el crecimiento, la defensa, y la reproduccion (Crawley, 1983; Coleman,
1986; Herms y Mattson, 1992; Simms, 1992; Zangerl y Bazzaz, 1992; Wilkens y col.,
1996). Al mismo tiempo, una diversidad de factores ambientales tales como agua, luz,
o deficiencia de nutrientes, temperaturas extremas, la contaminacion, o la presencia o
ausencia de organismos patégenos contribuyen a la variacién espacial de los
compuestos del metabolismo secundario dentro y entre poblaciones (Mihaliak y
Lincoln, 1989; Muzika y col., 1989; Waterman y Mole, 1989, Coleman y Jones, 1991;
Dudt y Shure, 1994; Wilkens y col., 1996). El patrén espacial y la magnitud de la
concentraciéon de metabolitos secundarios en las poblaciones naturales son
practicamente desconocidos, a pesar de existen multiples evidencias que los recursos
que influyen en la cantidad de compuestos fendlicos de las hojas (como la
disponibilidad de luz o nutrientes) muestran variabilidad espacial en la escala de

metros a decenas de metros.
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En nuestro estudio, una vez conocido el tipo de muestra a elegir y cuando es
mejor realizar el muestreo, para conocer el aporte genético y la plasticidad en el
metabolismo secundario de C. /ladanifer frente a los factores ambientales, se ha
trabajado a dos niveles: a nivel de poblaciéon (variabilidad intrapoblacional) y a nivel

interpoblacional (variabilidad interpoblacional).

Los resultados obtenidos a nivel intrapoblacional han puesto de manifiesto
que existe una clara variacién cuantitativa y no cualitativa entre los individuos que
constituyen la poblacién. Todos los individuos sintetizan los mismos compuestos
pero no en las mismas cantidades; y son mayores las cantidades de flavonoides que
de diterpenos. Esta continuidad del fenotipo puede resultar de dos fenémenos: la
expresion fenotipica de cada genotipo, que no es tnica sino una norma de reaccion
que cubre una amplia gama fenotipica, y/o puede haber segregado alelos en muchos
loci distintos que contribuyan a las diferencias en el fenotipo observado, si la sintesis

es poligénica (Griffiths y col., 2008).

Segun el Analisis Claster realizado, los individuos analizados se pueden
reagrupar en 4 grupos principales, que se diferencian en las cantidades secretadas de
cada uno de los compuestos. A pesar de que esta agrupacion es un método artificial,
constituye una herramienta util para obtener una vision global de la variacion de estos
compuestos dentro de una poblacién. Los resultados muestran que existe una gran
variabilidad espacial en la secreciéon de metabolitos secundarios en hojas de C.
ladanifer. E1 66% de los individuos (Grupo A) se distribuye aleatoriamente y presenta
bajas cantidades de todos y cada uno de los compuestos estudiados, un 16 %
(Grupos B y C) de los individuos se distribuye también al azar y presenta las mayores
cantidades de flavonoides y un 18% (Grupo D) se distribuye formando pequefios
grupos y presenta las mayores cantidades de diterpenos. Vourch y col. (2002)
explicaron la variacion de las defensas de las plantas dentro de una poblacién como
consecuencia de la interaccién de la variabilidad ambiental de los recursos vegetales,
las diferencias genotipicas entre los individuos, y los efectos de los herbivoros y
patégenos. Esta variabilidad intrapoblacional muestra la capacidad de la poblacion
para adaptarse a variaciones bidticas y abibticas del medio. Cabe destacar también el

hecho de que la mayoria de los individuos de la poblacién presente una baja
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concentracién de metabolitos secundarios, esto puede suponer un ahorro energético
para la especie sin perder variabilidad o capacidad de respuesta frente a factores

ambientales.

Debido a que la interacciéon entre las especies tiene lugar en el espacio, el
patréon espacial de los compuestos del metabolismo secundario puede influir en
cualquier proceso biolégico, afectando en su concentracion. La estructura espacial de
los metabolitos secundarios de las hojas puede ser relevante para la interaccion
planta-herbivoro, y puede crear patrones espaciales de ataque de los herbivoros sobre
las plantas (Karban y col.,, 1997; Dolch y Tscharntke, 2000). Segun lo sugerido por
Karban y col. (1997), las respuestas inducidas hacia la herbivorfa aumentan la
variabilidad temporal y espacial de los metabolitos secundarios de las plantas. La
probabilidad de que un individuo sea atacado puede ser mayor si los vecinos
cercanos han sido atacados. Este mecanismo podria crear dependencia espacial. Por
otra parte, Dolch y Tscharntke (2000) observaron un decrecimiento en la
palatabilidad de la hoja de individuos inducida por la defoliacion de los vecinos de las
inmediaciones. Destacar que la variacion espacial de la concentracién de fenoles en
hojas es importante porque puede ralentizar la adaptacién del herbivoro hacia los

compuestos de defensa de las plantas (Shelton, 2000; Karban y col., 1997).

Esta variabilidad en la secrecion de los compuestos del metabolismo
secundario en el espacio puede ser debida también a diferencias genotipicas entre los
individuos y a la variabilidad de los recursos ambientales, como se ha comentado
anteriormente. La luz podria ser el factor mas importante para explicar el contenido
de metabolitos secundarios, y su disponibilidad es especialmente importante para la
vegetacion. La disponibilidad de la luz muestra una autocorrelacion espacial en los
diversos ecosistemas y puede inducir a un patrén espacial de la concentraciéon de
compuestos fenolicos de la hoja (Becker y Smith, 1990; Nicotra y col., 1999). La
disponibilidad de nutrientes, especialmente nitrégeno, también puede influir en la
concentraciéon de polifenoles (Koricheva y col, 1998; Haukioja y col, 1998;
Keindnen y col., 1999). Estudios de Covelo y Gallardo en 2004 mostraron una
correlacién positiva entre la radiacion total transmitida y la disponibilidad de

nutrientes del suelo respecto al contenido de fenoles en hojas de Quercus robur.
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Los factores espaciales pueden ser criticos para cada uno de estos procesos, y
aunque hay una fuerte evidencia de la importancia de la distribuciéon espacial de las
diferentes especies de plantas (Baraza y col., 2000), patrones espaciales complejos
también influyen en la variacién intraespecifica y pueden tener una influencia similar
(Klinkhamer y col., 2001). Por lo tanto, los factores que originan una estructura
espacial en los fenotipos de las plantas deben ser considerados como moderadores de
los procesos ecoldgicos y evolutivos en los que estan implicadas las plantas. Esta
fuerte variacion intraespecifica en la concentracién de compuestos de defensa se
produce en muchas especies de plantas y es a menudo hereditaria (Carroll y col.,
2000, Orians y col., 2003).

Las caracteristicas genéticas de cada individuo asi como las variables del
medio en que se desarrollan son determinantes para la planta, de tal manera que la
variabilidad intrapoblacional refleja mayoritariamente la influencia del genotipo,
mientras que la interpoblacional manifiesta la importancia del medio. Por ello, es
importante también estudiar cémo varfan los compuestos del metabolismo
secundario entre poblaciones de C. ladanifer en diferentes condiciones ambientales

(variabilidad interpoblacional).

Existen estudios realizados con otras especies (Wolfson, 1982; Woodhead,
1981; Waterman y col., 1985; Wilkens y col., 1996) que han demostrado que las
caracteristicas bioquimicas y fisicas de las plantas varfan como resultado de cambios
fenologicos y en respuesta a estreses ambientales como temperatura, valores de
humedad extremos, disponibilidad de nutrientes minerales, agua, altitud, latitud,
contaminacién, dafios mecanicos, O interacciones con Otros  Organismos
(Gershenzon, 1984; Waterman y Mole, 1989). Asi, las diferencias encontradas en la
cantidad secretada de compuestos del metabolismo secundario en las poblaciones
muestreadas pueden servirnos para reconocer los mecanismos que influyen en la

secrecion de estos compuestos de C. ladanifer en el rango de distribucion.

Los resultados obtenidos muestran en primer lugar, que existe una elevada
variacién interpoblacional en los compuestos del metabolismo secundario en C.
ladanifer, es decir, las cantidades de flavonoides y diterpenos totales varian en las

distintas poblaciones. Esta vatiacion estd comprendida entre 18.74 mg/g PS
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(Alburquerque) y 47.30 mg/g PS (Ponferrada) para flavonoides y entre 0.84 mg/g PS
(Ricobayo) y 2.74 mg/g PS (Monesterio) para diterpenos. Las poblaciones que
secretan mayor cantidad significativa de compuestos totales son Ponferrada y Hervas
(48.91 y 47.96 mg/g PS, respectivamente) mientras que las que sectetan menotes
cantidades son Huelva y Alburquerque (21.23 y 20.32 mg/g PS, respectivamente).
Las localidades con los mayores y menores CV (variabilidad) difieren dependiendo de
los grupos de compuestos estudiados. Para flavonoides el mayor CV aparece en
Huelva (51.54%) y el menor en Destriana (2.28%), y en diterpenos esta distribucion

es distinta: mayor CV para Alburquerque (50.57%) y menor para Ricobayo (16.03%).

Estos resultados corroboran el efecto del ambiente en la sintesis de los
distintos compuestos. Ademas, las cantidades medias de flavonoides cuantificadas
presentan una relacion lineal positiva con las temperaturas maximas (r=0.140) y
negativa con las temperaturas minimas (r=- 0.850) y precipitacion (r=-0.615). Los
diterpenos, si embargo presentan una relaciéon negativa con las temperaturas maximas
(r= -0.527), y positiva con las temperaturas minimas (r=0.668) y precipitacion
(=0.979). Estos resultados coinciden con resultados obtenidos en estudios anteriores
en C. ladanifer (Chaves, 1997; Sosa, 1994; Alias, 2006) y apoyan la idea de que la

secrecion de flavonoides es potenciada a altas temperaturas y la de diterpenos a bajas.

En nuestro estudio, la altitud influye significativamente de forma positiva en
la secrecion de flavonoides (r= 0.154; p < 0.05). Las localidades con mayor altitud
secretan mayor cantidad de flavonoides que las de menor altitud. Por ejemplo, en
Destriana, a 902 m, la cantidad media secretada de flavonoides fue de 32.71 mg/g PS
y sin embargo en Alburquerque, a 289m, se secret6 una cantidad media de 18.74
mg/g PS. Resultados patecidos obtuvieron Zidorn y col. (2005) en estudios con
Hieracium pilvsilla en donde las cantidades de flavonoides variaban desde 54 mg/g PS
a los 230 m hasta 67 mg/g PS a los 840 m. Nikolova e Ivancheva (2005) y Alonso-
Amelot y col. (2006) demostraron la relacién dependiente de la altitud con la
concentracion de flavonoides en Veronica chamaedrys 1.y Pteridinm arachnoidenm. La
radiaciéon ultravioleta varfa con la altura debido a la disminucién de la masa
atmosférica. El crecimiento de las plantas a elevadas altitudes hace que la planta se

exponga a elevadas concentraciones de radiacion ultravioleta, de un 8 a un 10% mas
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cada 1000 m de altura, y de esta manera la sintesis y almacén de los fenoles como
compuestos de defensa en la planta, aumentaria (Korner, 1999). Esto concuerda con
anteriores estudios en C. ladanifer donde se ha demostrado que la radiacion
ultravioleta induce la sintesis de flavonoides en las hojas (Chaves, 1994). También
existen trabajos con otras especies que corroboran esta relacion (Lois, 1994; Cuadra y
col., 1997).

Para los diterpenos se observa también que la sintesis de estos compuestos
presenta una correlacién positiva con la altura, aunque no es significativa. Teniendo
en cuenta que a mayor altitud menor temperatura (6,5 °C menos cada 1000 m), estos
resultados concordarfan con los obtenidos en anteriores estudios de C. ladanifer en los
cuales se demostréd que la secrecion de diterpenos estd potenciada por las bajas

temperaturas (Alfas, 2000).

En relaciéon al andlisis de las Componentes de la Varianza realizado, nuestros
resultados ponen de manifiesto que los compuestos totales en C. ladanifer tienen una
componente interpoblacional mayor que la intrapoblacional, es decir, existe mayor
variabilidad en la sintesis de metabolitos secundarios entre poblaciones que dentro de
una misma poblacion. Estos resultados se obtienen en los muestreos realizados tanto
en Octubre como en Abril. Esta diferencia sugiere que ademas de variabilidad
genética existirfa otro aporte de variabilidad que serfa debido a la plasticidad

fenotipica y/o a la interaccién genotipo-ambiente.

En todo caso, se observa una elevada variacién inter e intrapoblacional en la
secrecion de los compuestos del metabolismo secundario, lo que podria dar
informacién de la capacidad adaptativa de C. Jadanifer a ajustarse a diferentes
ambientes. Los fenoles y terpenos se sintetizan en las plantas no sélo por
determinacién genética, sino también por la influencia de estreses medioambientales,
demanda fisiolégica y necesidades defensivas controladas evolutivamente (Bryant y
col,, 1991; Woodhead, 1981; Waterman y Mole, 1989; Lovelock y col., 1992). Si
consideramos que C. ladanifer presenta un amplio rango de distribucién, podemos
apuntar que su éxito colonizador puede ser debido, por un lado, a que existen
ecotipos localmente adaptados, lo que supone que cada poblacién de la especie, una

vez establecida, experimenta cambios diferenciales en sus frecuencias alélicas como
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resultado de las presiones de seleccion locales. De este modo, la diferenciacién en
ecotipos especializados se acomodaria a las diferencias ambientales entre habitats, y el
rango de distribucion de la especie surgirfa del agregado total de estas poblaciones
localmente adaptadas (Dudley y Schmitt, 1996). Por otro lado, podria ocurrir que los
individuos conservan el potencial de responder plasticamente a una amplia gama de
cambios ambientales. Asi, el rango de distribucién de la especie surgiria de la
amplitud de la tolerancia ambiental (plasticidad fenotipica) de sus individuos (Novak
y col,, 1991; Sultan y Bazzaz, 1993). Se considera que esta alternativa entra en juego
cuando existe poca variabilidad genética en las poblaciones (Williams y col., 1995).
En general, estas evaluaciones sobre el mecanismo del rango de distribucién de una
especie han sido realizadas a lo largo de gradientes ecoldgicos, tanto latitudinales (Li y
col., 1998; Weber y Schmid, 1998) como altitudinales (Galen y col., 1991; Williams y
col., 1995). La evidencia acumulada hasta ahora no apoya la hipdtesis de una relacion

necesariamente inversa entre plasticidad fenotipica y diferenciacion ecotipica.

En nuestro estudio, para profundizar e intentar conocer el mecanismo que ha
llevado a Cistus a estar ampliamente distribuida, se sometieron clones de diferentes
genotipos a distintas condiciones ambientales, con el objetivo de conocer la
plasticidad de los genotipos ante condiciones ambientales diferentes. Las experiencias
realizadas con clones apoyan la hipétesis de que C. /adanifer presenta una respuesta
plastica en la sintesis de los compuestos del metabolismo secundario ante estreses
ambientales. Los resultados reafirman que la radiacion ultravioleta potencia la sintesis
de flavonoides y diterpenos y que en esta sintesis existen variaciones, cuantitativas y
no cualitativas de estos compuestos. Este aumento en la concentraciéon de
flavonoides en las hojas en respuesta a la radiacion UV también ha sido encontrado
en algunas especies herbaceas (Lott, 1960; Koeppe y col., 1969; Li y col., 1993;
Sheahan, 1996). En ensayos con Betula pendula (Lavola, 1997) se obtuvo que la
secrecion de los flavonoides identificados estaba también estimulada por la radiacion
UV, dando lugar a variaciones cuantitativas y no cualitativas. Sin embargo, en
estudios con Salkix (Tegelberg y col., 2003), la radiacién ultravioleta potenciaba una
sintesis elevada de fenoles en hojas, los cuales eran muy diferentes cualitativamente.
Por otro lado, en trabajos con coniferas y especies de arboles de hoja caduca, Sullivan

y col. (1996) no encontraron un cambio en la concentracién de estos compuestos en
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respuesta a la radiacion UV, con dosis similares o incluso mas elevadas a las
realizadas en nuestro estudio. Todo esto sugiere que estas diferencias cualitativas
entre especies (arboles y arbustos) acenttan las diferencias que existen entre especies
en relacion a la capacidad y disparidad en respuesta a la radiacién UV. De cualquier
manera, la radiacion UV modifica la expresion de los metabolitos secundarios
constitutivos e inducibles en las hojas, al igual que todos los mecanismos de
resistencia. Asi, la modificacién en la secrecién de estos compuestos dependera de la
plasticidad fenotipica en la secreciéon de los metabolitos secundarios, originados por
las condiciones de crecimiento. En nuestro caso, los clones de los diferentes
genotipos tienen una respuesta plastica similar ante la exposicion de radiacion
aultravioleta: aumentan la sintesis de los compuestos de defensa ante la exposicion a

radiacién ultravioleta, aunque difiere cuantitativamente entre genotipos.

Por otro lado, los resultados obtenidos muestran que las cantidades
secretadas tanto de flavonoides como de diterpenos disminuyen significativamente
cuando se somete los clones a estrés hidrico, siendo esta disminucién tanto mayor
cuanto mas elevado sea el potencial hidrico aplicado. Asi, la disminucién de
flavonoides y diterpenos respecto al control ante un potencial hidrico elevado (0.80
MPa) fue de un 32 y 29% respectivamente. Mayores reducciones en la secrecion de
estos compuestos encontramos cuando se le aplicaba un potencial hidrico mas
elevado (1.5 MPa): 48% para flavonoides y 50% para los diterpenos. Resultados
similares obtuvieron Upadhyaya y col. (2008) en estudios con clones de Camelia
sinensis en el cual el contenido de fenoles totales en hojas decrecia cuando aumentaba
el estrés hidrico, siendo este decrecimiento maximo del 37%. Esta reduccién del
contenido de fenoles en hojas ante un estrés hidrico puede ser debida a que el agua es
la materia prima para la realizaciéon de la fotosintesis en plantas y esto puede afectar
directamente a la sintesis de compuestos organicos tanto para el crecimiento de la
propia planta como para la defensa. De esta manera, la planta ante un estrés hidrico
elevado utiliza la energfa para aumentar su vigorosidad, en vez de sintetizar

compuestos de defensa, pudiendo asi explicar la disminuciéon de los mismos.

Tanto la disponibilidad del agua por si sola (Levizou y Manetas, 2001) o en

combinacién con la radiacion ultravioleta (Kyparissis y col., 2001) puede influir en la
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producciéon de fenoles. Asi, al analizar como responden los diferentes genotipos
combinando un medio con potencial hidrico (elevado y muy elevado) y radiacion
ultravioleta, destacamos que al igual que con el potencial hidrico sélo, disminuye la
sintesis de los metabolitos secundarios (de forma significativa) mas cuanto mayor es

el potencial hidrico.

Destacar que respecto a las cantidades relativas de los diferentes compuestos
analizados en los diferentes clones, se cuantificaron, contrariamente a lo observado
en individuos naturales, mayores cantidades de diterpenos que de flavonoides en
todos los clones (en muchos casos hasta 5 veces mas). Resultados parecidos
obtuvieron Laitinen y col. (2005) en estudios con clones de Betula pendula en donde se
obtenfan mayores cantidades de terpenos totales que de flavonoides agliconas (casi
25 veces mas). Estas diferencias en estados juveniles podrian ser debidas a las
diferentes funciones que poseen estos compuestos durante el desarrollo de la
plantula. En estados jévenes algunos flavonoides pueden tener una funcién mas
estructural (Seigler, 1998) que de defensa, sin embargo, los diterpenos tendrian un
papel mayoritariamente de defensa en las plantulas (Reichardt y col. 1984),

explicando que aparezcan en mayor cantidad.

Del estudio de las normas de reacciéon de los diferentes genotipos clonados
podemos concluir que el exceso de radiacion ultravioleta y la disponibilidad del agua
son factores importantes que influyen en la aclimatacién de las plantas como
respuesta al estrés. Asi, en C. /adanifer se potencia la sintesis de los compuestos del
metabolismo secundario con la radiacién ultravioleta y por el contrario, disminuye
con el potencial hidrico o la combinacién de potencial hidrico y radiacion
ultravioleta. En general, las normas de reaccién inclinadas y paralelas nos podtia
indicar la existencia de una respuesta plastica similar entre los genotipos, una
variacion genética aditiva en la sintesis de estos compuestos y poca interaccion entre
los genotipos, ya que todos reaccionan de forma similar ante el mismo estrés

ambiental.

La variaciéon entre genotipos en la respuesta a determinados estreses
ambientales (elevada concentracion de radiacion UV, diferentes potenciales hidricos

o la combinacién de ambos) puede tener consecuencias evolutivas. Si los genotipos
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de las especies varfan en respuesta a estos estreses ambientales, y si la respuesta es
heredable, entonces la seleccion natural podria aumentar la frecuencia de los
genotipos con mayor aptitud. Asi, el rango de respuestas determina el potencial

evolutivo de los diferentes genotipos.

Si se demuestra que un rasgo es parcialmente heredable en una poblacién, es
posible cuantificar su grado de heredabilidad. El grado de heredabilidad se puede
definir como la proporciéon de varianza total que se debe a la varianza genotipica. A
partir del Analisis de las Componentes de la Varianza se ha estimado la heredabilidad
(HZ), en sentido amplio (Falconer, 1989), en la secrecion de compuestos del
metabolismo secundario en C. /ladanifer. De esta manera, se ha podido estimar el
grado de determinacién genética en relacion a la sintesis de compuestos del
metabolismo secundario, es decir, la proporcion de la variacion fenotipica (fenotipo)
que es explicada por la variacién genética (genotipo) de los genotipos analizados en

esta especie.

Los resultados muestran diferencias en la heredabilidad de los distintos
compuestos frente a los diferentes estreses ambientales a los que se han sometido los
clones. Los flavonoides presentan mayores valores de heredabilidad que diterpenos.
Estas diferencias en la heredabilidad podria ser debida al origen y bioactividad de los
compuestos (Orians y col., 1996). Los mayores valores de heredabilidad en
flavonoides indicarfan que existe una menor presion selectiva sobre estos
compuestos frente al estrés ambiental o que son compuestos que tienen un origen

evolutivo mas reciente.

Segtin los datos, se estiman valores relativamente bajos de heredabilidad (H?)
respecto a los distintos estreses. El mayor valor de heredabilidad (para flavonoides y
con estrés hidrico de 1.5 MPa) es del 23% (H’=0.23), esto quiere decir que el 23%
de la de la variacién en la secrecion de metabolitos secundarios ante un estrés hidrico
es debida a diferencias genéticas entre clones, el 77% restante es atribuible a
diferencias no genéticas, concretamente como indican las normas de reaccion,

podrian ser debidas a la plasticidad fenotipica.

Un valor de heredabilidad bajo significaria que el porcentaje de la variacién

tfenotipica que es debido a la variabilidad genotipica es bajo. Estos valores bajos de
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heredabilidad pueden deberse a que la componente de la varianza genética sea
cercana a 0 (Falconer y Mackay, 1996), es decir, que la variabilidad fenotipica se debe
en mayor medida a factores no genéticos. Si la heredabilidad es baja, podria indicar
también que hubo una elevada presion selectiva que reducirfa la varianza genética
durante generaciones o una gran varianza ambiental (Merild y Sheldon, 2000). De esta
manera, cambios en las condiciones ambientales (radiacion UV y disponibilidad
hidrica en nuestro caso) no seran tan decisivos para la supervivencia de los genotipos
de esta especie. Debido a esta baja heredabilidad se podrian originar limitaciones en
la evolucién respecto a la secrecion de compuestos. Otros estudios han analizado el
aumento de la variacién genética bajo estreses ambientales (Hoffmann y Parsons,
1991; Hoffmann y Merild, 1999) indicando que el valor de la aptitud relativa de un
rasgo con bajos niveles de heredabilidad es especulativo y merece un estudio

adicional.

El ajuste funcional entre organismos y el medio en el que viven es el principal
motor de la biodiversidad, siendo multiples las estrategias a través de las cuales los
sistemas bioldgicos sacan partido a los recursos disponibles (Darwin, 1859; Ackerly,
2004). Cada una de estas estrategias es, de forma aislada, el resultado de una multitud
de factores, algunos dificiles de cuantificar, cuya interaccioén origina la aparicioén de
fenotipos especificos. El numero de fenotipos posibles es siempre inevitablemente
superior al de los observables, que se limita a la manifestacién en un punto en el
tiempo de una cuantia determinada de genotipos en una serie de ambientes
concretos. Las relaciones de casualidad son complejas, pero es razonable suponer que
la variacién de fenotipos observables sera mayor cuanto mayor sea el numero de
genotipos y ambientes (Rubio, 20006). Asi, la heterogeneidad espacial y temporal,
inherente al entorno del ecosistema mediterraneo, posibilitan la coexistencia en
espacios relativamente reducidos de caracteristicas fenotipicas multiples (Blondel y
Aronson, 1999).

Hay una serie de condicionantes que son dificiles de evitar en el estudio con
clones. Por una parte, las condiciones experimentales en las que se ha llevado a cabo
el estudio no fueron las naturales, por ejemplo, el crecimiento y desarrollo de los

clones se realiz6 en las camaras de cultivo. Ademas, los fenotipos expresados en esas
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condiciones no responden sino a un nimero reducido de meses de crecimiento, y

pueden no ser representativos del rango fenotipico potencial.

Otra dificultad que aparece a la hora de realizar este tipo de estudios es la
adecuada representaciéon de la wvariabilidad genética en los experimentos. Es
inapropiado afirmar que el nimero y la naturaleza de los genotipos incluidos en
cualquier experimento son los adecuados para explicar el comportamiento evolutivo
de una poblacién, y mucho menos de una especie. Fenémenos frecuentes como la
hibridacién, importante en ecologia y evolucion de las plantas (Hegarty y Hiscock,
2005), pueden estarse obviando inadvertidamente al escoger sélo unos propagalos de
naturaleza taxonémica bien definida. En nuestro caso y debido a la poca viabilidad de
las plantulas se partié de 5 genotipos y finalmente se realizaron los estudios con tres
de ellos. Ademas, la propia forma de seleccionar genotipos en la naturaleza origina

una escasa representacion de la variabilidad genética de las poblaciones naturales.

En cualquier caso, estudiar cual es y ha sido el papel de la plasticidad
fenotipica en la respuesta de caracteres aparentemente estaticos a condiciones
ambientales cambiantes no deja de ser un reto para entender la evolucién de la

vegetacion mediterranea (Balaguer y col., 2001; Valladares y col., 2002).

Teniendo en cuenta lo comentado anteriormente, la variacién de las repuestas
entre los genotipos clonados sugiere que el medio ambiente puede modificar
fuertemente la secreciéon de los compuestos de defensa produciéndose asi una
respuesta plastica. De esta manera, una especie como C. ladanifer, que es capaz de
desarrollar el fenotipo 6ptimo en distintos ambientes, se comportarfa como una
especie generalista ya que los genotipos evolucionan alterando adaptativamente la
expresion de los metabolitos secundarios. Puesto que las plantas no pueden elegir sus
competidores, la sintesis de este tipo de compuestos podria considerarse como una

estrategia adaptativa, dotando a las especies con una mayor capacidad competitiva.

176



MENU SALIR

CONCLUSIONES

177



MENU SALIR

Conclusiones

178



SALIR

Conclusiones

Las conclusiones obtenidas en este estudio son las siguientes:

1. Al determinar la variacién cuantitativa de los metabolitos secundarios en C.
ladanifer en hojas jovenes, maduras y tallos los resultados ponen de manifiesto que
existen diferencias cuantitativas significativas entre las tres partes de la planta. La
cantidad porcentual de flavonoides es parecida en hojas jévenes y maduras, sin
embargo en tallos es diferente. En diterpenos esta contribucién porcentual en cada

parte de la planta estudiada difiere considerablemente entre ellos.

2. Al cuantificar la variacién estacional en hojas y tallos, los resultados ponen de
manifiesto que existen diferencias significativas entre éstos en una misma estacion,
asi como variacion estacional en los diferentes 6rganos. Las diferencias encontradas
no son las mismas por estaciones, siendo el verano la estacion que presenta
diferencias significativas en las tres partes de la planta, destacando las hojas jovenes
con una mayor presencia de compuestos. Algo importante a resaltar es que las hojas
jovenes y maduras, cuya diferencia es el estado de desarrollo, muestran cantidades

diferentes en las cuatro estaciones.

3. Las diferencias interanuales en la concentracién de estos compuestos
cuantificados podrian ser consecuencia de la diferencia en los factores
meteorolégicos de los afios estudiados. Esto reafirmarfa la importancia de los

factores ambientales en la sintesis de terpenos y fenoles.

4. Cuando se estudia la variacién de fenoles y terpenos en individuos de C.
ladanifer con diferentes edades, se aprecian variaciones dependiente de la edad. Los
individuos mas jovenes (de menos de un afio) segregan significativamente menos

cantidad de compuestos que el resto de individuos con edades mayores.

5. Al determinar la variabilidad existente entre las diferentes partes de la planta,
se pone en evidencia que el 6rgano que mayor variabilidad presenta es el tallo. Por
estaciones, la menor variabilidad se produce durante el otofio seguido de invierno y

primavera,  siendo en verano donde encontramos mayor variabilidad. Si
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diferenciamos por érganos y estaciones, los CV de las hojas jévenes son similares y
menores en verano, otofio e invierno; en las hojas maduras en verano, otofio y
primavera; y en tallos los CV en otofio e invierno son parecidos frente a los
cuantificados en primavera y verano. Se destaca que la edad que menor variabilidad

registra en los dos grupos de compuestos es la comprendida entre 7 y 12 afios.

6. En cuanto a la variacién intrapoblacional estudiada, destacamos que la
variacién es cuantitativa y no cualitativa. Existe una mayor cantidad de flavonoides
que de diterpenos en los individuos muestreados aunque los mayores coeficientes de
variaciéon se dan en diterpenos. Respecto a las similitudes entre los individuos
muestreados se pueden distinguir 4 grupos principales que se diferencian en las
cantidades secretadas de cada uno de los compuestos analizados. De la distribucion
espacial observada cabe destacar que el 66% de los individuos (grupo A) que forman
una poblacién de C. ladanifer presentan bajas cantidades de todos y cada uno de los
compuestos estudiados estando ampliamente distribuidos por toda la zona ocupada
por la poblacién. Por otro lado, tanto los individuos que presentan mayores
cantidades en la mayoria de los compuestos (grupo B) como los que presentan
cantidades intermedias (grupo C y D) se intercalan entre los individuos de menores
cantidades (grupo A). Los individuos de los grupos B y C estan distribuidos de forma
aleatoria y los del grupo D formando grupos. Esta variabilidad intrapoblacional
muestra la capacidad de la poblacion de C. ladanifer para adaptarse a variaciones

bidticas y abioticas del medio.

7. Los resultados obtenidos del estudio de la variabilidad interpoblacional en
la sintesis de los compuestos del metabolismo secundario secretados por C. ladanifer
muestran que existen diferencias significativas entre las diferentes poblaciones
estudiadas, pudiéndose diferenciar 4 grupos caracterizados principalmente por las
diferentes cantidades secretadas de K-3, K-3,7 y Dt-1. Por tanto, cada poblacion se
ajusta, segun sus caracteristicas genéticas, a las condiciones ambientales donde se
desarrolla. Ademds, se encontraron diferencias en los CV, lo que indica que cada

poblacién presenta una variabilidad genética diferente. Considerando tanto el total de
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compuestos como flavonoides totales y diterpenos totales se observa una mayor
componente interpoblacional que intrapoblacional, es decir, existe mayor variacion
en la sintesis de metabolitos secundarios entre las distintas poblaciones muestreadas
que dentro de una misma poblacién, lo que indicaria que las poblaciones de esta

especie ademas de presentar variabilidad genética presentan plasticidad fenotipica.

8. El estudio con clones de C. /adanifer pone de manifiesto la plasticidad en la
secrecion de los compuestos del metabolismo secundario. Cabe destacar que todos
los genotipos estudiados poseen normas de reaccion inclinadas y paralelas lo que
podria indicar la existencia de una respuesta plastica similar entre los genotipos, una
baja variacion genética en la sintesis de estos compuestos y poca interaccion entre los
genotipos y el ambiente (ya que todos reaccionan de forma paralela ante el mismo
estrés ambiental), pudiendo sugerir la evolucién adaptativa de esta norma de
reaccién. Ademas, en todas las condiciones a las que se han sometido los clones de
C. ladanifer los valores estimados de heredabilidad eran bajos (menores del 23%),
siendo mayor para flavonoides que para diterpenos. Que esta variabilidad genética en
la poblacién para la sintesis de flavonoides y diterpenos sea baja, indicaria que este
caracter ha sufrido un proceso de adaptacion y esta fijado. Asi, un genotipo es capaz
de alterar la expresiéon de los metabolitos secundarios para aclimatarse a las
condiciones donde se encuentra. Que los individuos de esta especie sean capaces de
desarrollar el fenotipo 6ptimo, en distintos ambientes, la caracteriza como especie

generalista.
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En sintesis, con los resultados aportados en esta memoria, se puede concluir
que la secrecién de los metabolitos secundarios varfa entre tejidos, estaciones, edad e
interanualmente. Por ello, antes de estudiar la variabilidad en la sintesis de los
compuestos del metabolismo secundario en C. /ladanifer, habtia que cuantificar estas
diferentes variaciones. Asi, se determinarfa con mayor precision la variabilidad
fenotipica de una poblacion de C. ladanifer en la secrecion de los metabolitos
secundarios. En este caso, deberfamos elegir muestras de hojas jévenes en verano,
otoflo o invierno; o bien de hojas maduras en verano, otofio o primavera en
individuos con una edad comprendida entre 7 a 12 afos. Aplicando estos criterios se
ha encontrado una gran variabilidad intra e interpoblacional en la secrecion de estos
compuestos siendo mayor la inter que la intrapoblacional. Ademas las condiciones
ambientales hacen que los distintos genotipos respondan diferente ante distintos
estreses ambientales, poniendo de manifiesto la plasticidad en la secrecién de
metabolitos secundarios de C. /ladanifer. Esta variacion puede tener consecuencias
evolutivas ya que la seleccion natural podria aumentar la frecuencia de los genotipos
con mayor aptitud. En conclusién, los individuos de esta especie serfan capaces de
desarrollar el fenotipo éptimo en distintos ambientes, lo que la caracterizarfa como

una especie generalista.
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Anexo 1

Tabla 1. Cantidad de flavonoides y diterpenos (mg/g PS) secretada en cada uno de los 100 individuos
muestreados en una poblacion de C. ladanifer. Cantidad media total,.desviacion tipica total y CV total.

Ap Ap-4 Ap7 K-3 K37 Dtl D2 Dt-3 Compuestos | Flavonoides | Diterpenos
totales totales totales
1 (015 096 217 3.09 2592 123 0.07 0.18 33.78 32.29 1.48
2 1019 091 269 365 2372 122 0.07 0.16 32.62 31.17 1.45
3 |1011 109 168 194 2301 093 0.07 0.11 28.95 27.84 1.11
4 | 011 086 185 200 2079 132 0.09 0.09 27.10 25.61 1.50
5 1017 145 258 227 18.69 125 0.08 0.08 26.57 25.15 1.42
6 | 009 091 159 0.4 855 1.07 0.05 0.03 12.93 11.78 1.14
7 1017 135 282 219 1820 1.38 0.07 0.06 26.24 24.73 1.51
8 | 027 125 199 4.064 1952 1.11 0.07 0.05 2891 27.67 1.24
9 | 018 1.12 1.83 3.00 1476 1.25 0.06 0.05 22.26 20.90 1.36
10 | 027 1.03 356 418 2514 132 0.08 0.09 35.68 34.19 1.50
11032 183 246 355 1820 1.10 0.06 0.05 27.57 26.36 1.21
12 | 0.17 098 428 449 2881 135 0.07 0.09 40.25 38.74 1.51
13 | 0.19 0.89 348 298 1693 0.72 0.06 0.08 25.33 24.47 0.86
14 | 011 0.82 175 287 1559 0.65 0.04 0.05 21.89 21.15 0.74
15 | 0.11 141 115 341 1046 0.53 0.02 0.04 17.14 16.55 0.59
16 | 0.13 0.73 135 392 1318 0.64 0.03 0.03 20.00 19.30 0.70
17 | 0.09 052 139 318 1600 051 0.03 0.05 21.77 21.18 0.59
18 | 013 086 141 371 1125 0.61 0.02 0.04 18.03 17.36 0.67
19 | 0.19 081 313 331 1430 0.60 0.05 0.06 22.44 21.74 0.71
20 | 005 051 0.69 113 441 033 002 0.01 7.15 6.79 0.36
21 | 014 096 161 270 9.65 049 0.03 0.03 15.61 15.06 0.55
22 1008 083 092 194 0634 039 002 0.02 10.55 10.11 0.44
23 1 011 095 1.68 254 828 057 0.03 0.04 14.19 13.55 0.64
24 | 007 0.63 118 235 751 041 0.02 0.03 12.20 11.74 0.46
25 1011 074 130 354 807 051 002 0.05 14.34 13.76 0.58
26 | 0.07 098 122 250 899 0.66 0.02 0.02 14.46 13.75 0.70
27 | 015 1.01 202 5.00 1630 0.66 0.03 0.03 25.20 24.48 0.72
28 | 0.12 081 136 282 0644 042 0.10 0.02 12.09 11.55 0.54
29 1 006 0.80 0.89 1.72 533 042 0.06 0.04 9.32 8.80 0.52
30 | 0.12 093 097 389 5064 041 002 0.04 12.04 11.56 0.48
31| 028 215 321 443 1283 217 0.05 0.09 25.23 2291 2.32
32 1031 198 4.63 742 2847 180 0.07 0.14 44.82 42.81 2.01
33 1030 207 301 o6.14 1380 1.06 0.07 0.05 26.51 25.33 1.17
34 | 018 192 317 6.10 2582 1.07 0.05 0.07 38.37 37.18 1.19
35 1013 139 204 458 1430 0.82 0.04 0.03 23.33 22.44 0.89
36 | 0.15 232 281 384 11.15 1.76 0.06 0.04 22.13 20.27 1.86
37 | 020 238 3.00 4.60 1372 294 0.06 0.12 27.03 23.91 3.12
38 | 0.16 193 252 331 22,65 054 0.05 0.11 31.27 30.57 0.69
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39
40
4
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
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0.27
0.28
0.38
0.42
0.32
0.34
0.28
0.38
0.18
0.21
0.17
0.29
0.23
0.49
0.30
0.28
0.40
0.16
0.21
0.27
0.13
0.19
0.21
0.26
0.28
0.34
0.20
0.22
0.27
0.30
0.36
0.18
0.18
0.21
0.31
0.23
0.50
0.49
0.36
0.25
0.61
0.30

293
1.73
2.76
2.52
2.10
2.42
2.81
3.09
2.02
2.10
1.98
291
1.72
2.71
2.97
3.39
3.65
2.83
3.23
2.98
1.86
2.01
2.39
2.69
3.63
3.46
2.76
3.32
3.38
3.61
3.23
2.01
1.93
2.67
213
2.40
3.26
2.98
2.98
2.10
3.75
2.73

2.98
2.01
3.57
4.58
4.62
4.52
4.07
4.54
2.98
3.72
2.01
3.93
3.46
5.44
3.60
3.77
4.39
3.24
3.21
3.37
2.62
2.57
2.80
3.52
4.01
4.31
3.37
3.71
4.16
4.10
3.92
2.67
2.86
3.19
3.79
227
5.41
4.42
3.80
2.72
5.01
3.79

3.85
7.35
8.66
11.34
7.56
4.75
4.34
4.76
3.44
5.65
4.77
2.84
3.88
8.93
7.47
3.79
11.07
2.78
2.01
3.29
1.16
2.67
2.99
3.87
4.18
492
1.69
213
2.75
3.90
6.17
3.59
3.08
4.80
11.04
5.98
14.57
8.21
6.04
5.75
12.44
7.66

12.72
1691
26.85
39.49
31.27
23.82
24.39
23.59
21.01
27.08
16.88
20.66
22.16
29.88
26.85
13.04
19.74
13.95
12.83
17.70
8.81
13.43
12.02
11.68
13.37
18.83
9.89
10.63
11.09
14.00
18.35
12.43
14.95
17.55
37.40
12.48
30.56
20.13
21.00
15.45
45.04
20.27

1.69
1.92
1.16
1.62
2.11
1.93
2.03
2.23
1.47
1.24
1.18
2.36
1.07
1.42
2.65
2.07
2.00
1.79
1.69
2.50
1.28
0.98
1.40
1.79
1.82
1.20
1.78
1.18
1.34
1.16
1.42
1.23
1.17
1.89
0.96
0.98
1.46
1.51
1.35
1.08
1.61
1.49

0.07
0.03
0.07
0.06
0.08
0.06
0.10
0.11
0.09
0.06
0.06
0.11
0.05
0.12
0.13
0.12
0.08
0.10
0.09
0.10
0.05
0.04
0.07
0.07
0.08
0.10
0.08
0.08
0.05
0.05
0.07
0.07
0.04
0.10
0.11
0.05
0.07
0.08
0.08
0.09
0.10
0.08

0.08
0.09
0.08
0.14
0.09
0.11
0.09
0.13
0.11
0.10
0.03
0.07
0.08
0.03
0.07
0.06
0.15
0.05
0.09
0.05
0.02
0.02
0.03
0.06
0.13
0.09
0.10
0.10
0.06
0.08
0.13
0.04
0.10
0.11
0.04
0.06
0.08
0.11
0.08
0.08
0.09
0.11

24.59
30.92
43.52
60.17
48.15
37.94
38.11
38.81
31.30
40.16
27.67
33.17
32.66
49.03
44.04
26.52
41.47
24.89
23.36
30.27
15.95
21.91
21.92
23.93
27.51
33.25
19.87
21.37
23.11
27.21
33.65
2222
24.30
30.52
55.78
24.44
5591
37.92
35.68
27.50
69.25
36.44

22.75
28.89
42.21
58.35
45.87
35.85
35.89
36.35
29.63
38.76
26.41
30.64
31.45
47.45
41.19
24.28
39.25
22.95
21.49
27.61
14.59
20.87
20.42
22.01
25.48
31.86
17.91
20.01
21.66
25.92
32.03
20.88
22.99
28.42
54.67
23.35
54.30
36.22
34.17
26.26
67.45
34.75

1.84
2.03
1.31
1.82
2.28
2.09
222
2.46
1.67
1.40
1.26
2.53
1.20
1.58
2.85
2.25
223
1.93
1.87
2.65
1.36
1.04
1.50
1.92
2.03
1.38
1.96
1.36
1.45
1.29
1.62
1.33
1.31
2.10
1.11
1.09
1.62
1.69
1.50
1.24
1.80
1.68
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81 | 0.20 1.60 2.66 634 2118 142 0.08 0.07 33.55 31.99 1.56
82 | 0.16 191 2,67 332 1282 159 0.08 0.04 22.58 20.88 1.70
83 | 049 287 548 10.13 30.32 2.06 0.07 0.08 51.51 49.29 2.22
84 | 0.30 2.06 345 587 2587 1.80 0.09 0.19 39.63 37.55 2.08
85 | 027 235 285 439 1935 1.61 0.06 0.05 30.91 29.19 1.72
86 | 0.27 3.00 3.75 4.08 2576 233 0.08 0.18 39.44 36.85 2.58
87 | 0.39 245 486 977 30.73 1.17 0.05 0.11 49.52 48.19 1.34
88 | 0.31 237 3.08 7.68 20.15 1.69 0.06 0.03 35.37 33.60 1.78
89 | 0.18 190 247 7.09 1248 090 0.05 0.11 25.17 2412 1.06
90 | 0.29 246 324 7.18 3843 1.82 0.09 0.19 53.70 51.59 211
91 | 0.31 1.89 505 246 2452 119 0.05 0.16 35.64 34.24 1.40
92 | 0.24 2.89 328 340 2270 0.77 0.04 0.23 33.55 32.51 1.03
93 | 0.17 1.75 256 441 20.52 0.66 0.04 0.09 30.19 29.40 0.78
94 | 0.19 196 3.70 432 2997 1.06 0.04 0.07 41.31 40.14 1.17
95 | 0.36 335 440 7.55 3526 207 0.12 0.09 53.19 50.92 2.27
96 | 0.19 197 288 2.14 830 095 0.05 0.11 16.60 15.48 1.11
97 | 0.13 1.64 270 242 2201 0.85 0.04 0.06 29.85 28.91 0.94
98 | 0.22 1.75 327 454 2870 0.85 0.05 0.18 39.56 38.48 1.08
99 | 0.24 1.88 2.61 252 1474 2.03 0.07 0.07 24.15 21.98 2.17
100 | 0.24 217 294 552 19.01 0.89 0.03 0.08 30.89 29.89 1.01
x | 023 203 304 4.67 18.66 1.30 0.06 0.08 30.08 28.63 1.45
Sz | 011 088 1.12 262 826 057 0.03 0.04 11.86 11.56 0.60
CV | 46.02 43.05 37.00 56.16 44.28 43.77 40.74 56.43 39.43 40.37 41.82

x: valor medio poblacional, s% desviacion tipica poblacional, CV: coeficiente de variacién poblacional.
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Tabla 1. Cantidad media de compuestos totales, flavonoides totales y diterpenos totales
(mg/g PS) en hojas maduras de las distintas poblaciones muestreadas en abril de 2010.
DS: desviacién estandar (mg/g PS). CV: coeficiente de variacién (%).

Compuestos totales Flavonoides totales Diterpenos totales

Media DS CV Media DS CV Media DS CV
Alburquerque 20.80 2.24 10.78 18.16 201 11.05 2.64 0.89 33.70
Azuaga 10.75 195 18.16 9.06 1.86  20.49 1.68 030 17.54
Cazalla 842 134 15.86 7.07 1.16 16.34 1.34  0.35 25.96
Destriana 28.16  3.72 13.20 26.14 330 12.61 202  0.63 31.41
El Cubo 17.72 548 30.93 1590 498 31.32 1.82 050 27.56
Hervas 30.43  4.67 15.35 2778 454 16.36 266 0.16 6.16
Hornachos 976 1.71 17.55 8.68 1.63 18.73 1.08 0.20 18.80
Huelva 12.94 644 49.81 10.55  6.15 58.25 2.67 0.54 20.05
La Nava 12.60 0.43 3.44 10.72 093  8.68 1.88 023 12.49
Monesterio 19.40 529 27.25 1450  3.38 23.30 490 128 206.14
Ponferrada 15.88  7.23 45.54 1439 644 44776 149 038 25.38
Ricobayo 26.72 547 20.49 21.00 589 28.07 572 1.01 17.67
Robledillo 11.87 225 18.99 10.82 1.82 16.84 1.75  0.77 43.71
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Tabla 2. Diferencias significativas (¥, p<0.05) en la cantidad total
(mg/g PS) de flavonoides y diterpenos en las distintas poblaciones
muestreadas en abril de 2010 de C.ladanifer (ANOVA)

Hue| Alb| Ric | Caz|Nav| Azu| Rob|Mon| Her| Des| Hot| Pon| Cub

Hue
Alb
Ric *

Caz * *

Nav

Azu * *

Rob O

Mon

Her *

DCS *

Hor

Pon

Cub

Hue: Huelva; Alb: Alburquerque; Ric: Pantano de Ricobayo; Caz: Cazalla de la Sierra;
Nav: Nava de la Concepcién; Azu: Azuaga; Rob: Robledillo; Mon: Monesterio; Her:
Hervis; Des: Destriana; Hor: Hornachos; Pon: Ponferrada; Cub: El Cubo de la Tierra
del Vin
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Tabla 3. Diferencias significativas (*, p<0.05) en la cantidad (mg/g PS)
total de flavonoides en las distintas poblaciones muestreadas en Abril

de 2010 de C.ladanifer (ANOVA).

Hue| Alb| Ric | Caz|Nav| Azu| Rob|Mon| Her| Des| Hor| Pon| Cub|

Hue
Alb
Ric
Caz Ol
Nav
Azu * |k
Rob ¥ ox
Mon
Her *
Des *
Hor

Pon

Cub
Hue: Huelva; Alb: Alburquerque; Ric: Pantano de Ricobayo; Caz: Cazalla de la Sierra;

Nav: Nava de la Concepcién; Azu: Azuaga; Rob: Robledillo; Mon: Monestetio; Her:
Hervas; Des: Destriana; Hor: Hornachos; Pon: Ponferrada; Cub: El Cubo de la Tierra
del Vin
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Tabla 4. Diferencias significativas (*, p<0.05) en la cantidad (mg/g ps)
total de diterpenos en las distintas poblaciones muestreadas en Abril de

2010 de C.ladanifer (ANOVA)

Hue| Alb| Ric | Caz|Nav| Azu| Rob|Mon| Her| Des| Hot| Pon| Cub
Hue *

Alb *

Caz *
Nav
Azu *
Rob *

Mon * * * *

Her

Des

Hor

Pon

Cub

Hue: Huelva; Alb: Alburquerque; Ric: Pantano de Ricobayo; Caz: Cazalla de la Sierra;
Nav: Nava de la Concepcién; Azu: Azuaga; Rob: Robledillo; Mon: Monesterio; Her:
Hervias; Des: Destriana; Hor: Hornachos; Pon: Ponferrada; Cub: El Cubo de la Tierra
del Vin
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