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Introduccion

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

Los metabolitos primarios son compuestos esencigesa la vida como
intermediarios de las rutas bioquimicas, compuesttsicturales de membranas, pigmentos
captadores de luz, etc. Ademas, son identificado®@os los organismos y difieren poco
estructuralmente entre unos organismos y otroseptando funciones universales de tipo

enzimatico, estructural y de transmision del matdvereditario.

Ademas de estos compuestos, las plantas producanamplia variedad de
metabolitos secundarios. El término de “metabolis®aoundario” fue introducido en 1891
por Kossel (citado en Baas, 1989): “Mientras quenwtabolitos primarios estan presentes
en cada célula de la planta que es capaz de reseluos metabolitos secundarios estan

presentes sélo accidentalmente y no son impresdasdpara la vida”.

En la practica, no esta clara la diferencia ente¢abolitos primarios y secundarios,
ya que los primeros se considera que se sinteti@grocesos metabdlicos primarios como
son la respiracion (glicolisis del ciclo de krebsroel ciclo del acido citrico) y la fotosintesis
con sus rutas derivadas; y los metabolitos seciosdson sintetizados en rutas biosintéticas
claramente derivadas del metabolismo primario. Mactie las hormonas vegetales como
son las giberelinas, auxinas, etileno, kinetinasadcorbico, y compuestos estructurales de
las paredes celulares como el acido cinamico, namio derivados poliméricos, son

intermediarios entre el metabolismo primario yegundario (Haslam, 1986).

Muchos de estos compuestos pueden acumularse ercgmidad, encontrandose

normalmente asociados con metabolitos primarios.t&wo, la cantidad de compuestos
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secundarios encontrados en las plantas es el aggsutte un equilibrio entre sintesis-
almacenamiento-degradacion. De los consideradaholdébs secundarios, se conocian mas
de 20.000 en los afios ochenta, describiéndoseatadaerca de 1000 nuevos compuestos
(Hartmann, 1985). Otros investigadores van mas wligolo en el grupo de los terpenos
consideran mas de 14.000 moléculas diferentes li&aze y Croteau, 1992). Ademas, la
regulacién del metabolismo secundario es complajgue esta estrechamente relacionada
con el estado de desarrollo del organismo, con wammorfolégicos y citoldgicos del

mismo, y con otros factores derivados del entoHaslam, 1986; Essemberg, 2001).

El origen evolutivo de los compuestos secundarmdaodios los organismos esta
basado en cambios o mutaciones del material genétiginalmente asociado a rutas del
metabolismo primario. Aunque el proceso probabldmen es completamente aleatorio, los
cambios producidos en el ADN-ARN responsables defolanacion de compuestos
secundarios particulares son accidentales. La reyde los productos de estas rutas
alteradas son eliminados, y los genes que los perdson rapidamente corregidos por la
seleccidn natural, aunque los cambios en las mi&gbdlicas secundarias y los compuestos

resultantes, generalmente son mas tolerados qpeddscidos en las rutas primarias.

En los organismos procariotas, los cuales tienematabolismo bastante basico
(respiracidn y sintesis) basado en una Unica a®p@genes, la mayoria de las mutaciones son
probablemente letales, pero si se produce algungajeeselectiva son mantenidas. En
contraste, existe una gran cantidad de materiadtgenen plantas y otros eucariotas. Esto
hace que se organice este material en cromosomigicedo generalmente dos copias
(diploide) del mismo dependiendo del estado dehmiggno. La acumulacion de caracteres
recesivos es posible, y en muchos casos no sopsaxws inmediatamente, acumulandose
variaciones genéticas (alelos). Si un metabolittiquar es tolerado y confiere una ventaja
positiva para el organismo bajo ciertas circunsémncéste se sintetizara y se acumulara
(Theis y Lerdau, 2003). Aunque los mecanismos iraplos en esta seleccidén natural son
muchos y mal entendidos, dos elementos deben estsentes; un material inicial

preexistente y la influencia sobre estos de algénte estocastico (Seigler, 1998).
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Existen varias hipotesis que argumentan el origefa yacumulacion de estos

compuestos:

“Productos de desecho”

Mothes (1966) define a los metabolitos secundararso “productos de
desecho”. Compuestos del metabolismo primario pcaths por “error”, que no
son esenciales para la existencia de las plantaeg/ gy sintesis y su presencia es

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

Investigaciones posteriores (Tukey, 1970; Hasla®861 Williams y
Stones, 1989; Hrazdina y Jensen, 1992) sugierenegtee teoria no explica el
origen de los metabolitos secundarios ya que ldesis de estos compuestos
requiere muchas kilobases de ADN, y por tantonegraceso altamente ordenado
que requiere de energia. Si los metabolitos fugrasductos de desecho, las
plantas que los tuvieran tendrian una desventajasicerable respecto a las que

no, y por tanto serian eliminados por el processeleccion natural.

Otros, sugieren que los metabolitos secundariosgggne un papel
metabdlico muy importante en los organismos queptoslucen. De tal manera
que muchos de estos compuestos son intermediati@sed metabolismo primario
y el secundario, estando a menudo asociados akddisade las plantas como en
el caso de las hormonas vegetales. También puedikraracomo reserva de

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

Los metabolitos secundarios presentarian diferestdubilidad vy
propiedades fisicas que sus precursores primairiestal manera que también
podrian estar implicados en mecanismos de transppricumulacion en plantas
(Wink, 1987,1999).
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“Balance carbono-energia”

El carbono generalmente no es limitante en la biesis de las plantas,
y la formacion de compuestos basados en el carlpouria jugar un papel
beneficioso en plantas bajo altas condiciones licas) ayudando asi a dispersar
el exceso de energia asociada a la fotosintesimé®e1992). Pero existen otros
elementos que si son limitantes como el nitrdgeqoeyimplican un alto coste en
la produccion de metabolitos. Existen teorias qakaaionan este coste en la
produccion de compuestos secundarios con funcideetefensa de la planta, ya
que muchos de estos compuestos con caracteristiGdativas o de movilidad
presentan nitrdgeno, mientras que la mayoria dentedéculas cuantitativas o

inmoviles no lo presentan (Feeny, 1990).

Sin embargo, en la préactica, las plantas estantasj@ una variedad de
restricciones fisiolégicas que varian con la disipdidad de recursos y el coste
relativo de los diferentes tipos de compuestos.tdbananera que las plantas
adaptadas a condiciones de alta intensidad luminjcahabitats pobres en
nutrientes, tienen un excedente relativo de carbountilizan moléculas basadas en

este elemento.

Del mismo modo, las plantas que ocupan habitatéadesables y son
limitantes en su productividad, no pueden creceqridamente, por tanto deben

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

La hipdtesis del “fitness”, sugerida principalmentgor ecologos,
descansa en la idea de que los metabolitos seciosdaumentan la “buena
forma” de los individuos que los poseen, siendosstdividuos favorecidos por la

seleccion natural (Harborne, 1986).

De la gran cantidad de compuestos existentes empléagas, no todos
serian en un principio beneficiosos, aunque se ugersdo que la retencién de
compuestos inactivos es una manera de incremeatdaliviersidad quimica y la
probabilidad de producir compuestos activos comti@s organismos. Por tanto,
estos productos aumentarian las probabilidadesuf®vivencia en ausencia de
un sistema inmune (Jones y Firn, 1991). Para qumsesnetabolitos sean
seleccionados evolutivamente deben tener un cespratiuccion suficientemente

bajo para que sea rentable su sintesis.

En este sentido, el coste en la produccién de robtab secundarios es
dificil de estimar, como pone de manifiesto la aeidn encontrada en las
publicaciones que existen al respecto; hay autqreslo estiman entre un 8-10%
del coste energético total (Robinson, 1980), y tconsideran el coste cero

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

Otra hipotesis es la denominada del “rebosadero” exceso de
metabolitos primarios. Cuando se produce un desibgoi en el crecimiento, una
de las maneras de evitar un aumento anormal en dacentracion de
constituyentes celulares seria sintetizar enzimesighadas a llevar a cabo el

metabolismo secundario.

Se permitiria a las enzimas del metabolismo primasontinuar la
funcidon una vez las circunstancias vuelvan a sepjoias para reanudar la

actividad metabolica de crecimiento.

La confirmacion de este balance carbono/nutrient@ssido encontrada
en especies que se desarrollan en medios con ligpardbilidad de nutrientes y
agua, produciéndose un aumento en la concentradgdtaninos, lignina y fenoles
(Bryant y col., 1983; Gershenzon, 1984; Waring ly, cd®85; Nicolai, 1988). Por
contra, investigaciones recientes muestran quesestetabolitos secundarios se
encuentran incluso en plantas acuaticas cdbmpatophilum demersunaonde se

han encontrado flavonoides glicésidos (Bankovaly &£695).

En algunas plantas, cerca del 38% del carbono &jpdr la fotosintesis
es luego eliminado en forma de CMediante la fotorespiracion, siendo este un
claro mecanismo de liberacion o “rebosadero” de Wdterman y Mole, 1989).
Aunque esta teoria pueda ser valida en algunasugstancias, no explicaria la

gran cantidad de compuestos conocidos (William®ges 1989).
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En resumen, ninguna hipotesis de las comentadasrianmente explica
completamente el origen de los metabolitos seciogjay por el contrario, encontramos
casos que pueden ser explicados por mas de uma, teogue convierte a este asunto en un

verdadero enigma.

Un numero considerable de metabolitos secundaiitdstigzados por las plantas
estan involucrados en la interaccién con otrosrasgaos, desempefiando una gran variedad
de funciones. En presencia de la presion selegtieaejercen otros organismos y el medio
ambiente en general sobre las plantas, la ausdecidiferentes fenotipos implicaria una
posible reduccién de la poblacién. Si la presidardusuficiente y se mantuviera en el
tiempo, esa poblacion podria desaparecer. Grad@asaiabilidad fenotipica de las plantas,
este hecho raramente se da de forma natural engeismos, no asi ante la presion fisica.
Si una planta con un cierto fenotipo es evitad&lezaso de un herbivoro, se producira un
cambio hacia ese fenotipo en la poblacion, y aexj en la poblacion de herbivoros se
seleccionaria el fenotipo que sea capaz de utili|gjor a la planta. A este fenémeno se le
conoce como coevolucién (Berenbaum, 1983; FutuymKegse, 1992). Este tipo de
interaccion probablemente ha sido muy comun emrslocde la evolucion, ya que todos los
organismos han evolucionado en presencia de ®pganto, la presencia de gran cantidad
de metabolitos secundarios en las plantas podriarespuesta a la presidbn de otros

organismos y a la presion del medio ambiente eargé(irheis y Lerdau, 2003).

En este escenario, cambios o modificaciones erutas biosintéticas béasicas de los
metabolitos son frecuentes, produciéndose nuevdsbaidos secundarios. Un organismo
evolutivamente més avanzado presentara unos mitbats#cundarios mas complejos y mas
alterados respecto a la estructura de los pre@ssht andlisis de estas relaciones quimicas
ayuda a los cientificos a establecer relacionekiivas, y es una herramienta muy potente

en los estudios taxondémicos y filogenéticos ertseplantas (Sumner y col., 2003).

Independientemente de las hipétesis que se plaritsametabolitos secundarios no
son producidos al azar, ya que han sido modeladoptiynizados durante la evolucién

(Jarvis, 2000). Muchos son utilizados por el homtmeo farmacos, especias, fragancias,
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pesticidas, venenos, alucindgenos, estimulantdsrares, etc. Ademés su estudio ha
implicado a ramas de la ciencia tan dispares canesdlogia, quimica organica, bioquimica,
zoologia, botanica, sistematica, micologia, figitdp ciencia evolutiva, agronomia,

antropologia e incluso arqueologia (Seigler, 1998).

10



Introduccion

l.2.- FUNCIONES ECOLOGICAS DE METABOLITOS SECUNDARI OS DE
PLANTAS.

Los compuestos del metabolismo secundario puedsengeeiiar una amplia
variedad de funciones ecoldgicas, tales como: @¢ila, disuasorio de herbivoros, atraccion
de polinizadores (Chou y Kou, 1986; Harborne, 1#8&s, 1989), o proteger a la planta de
las radiaciones UV (Zobel y Lynch, 1997), pudiemtcrementar ésta la concentracion de

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

Muchas de estas moléculas se ha demostrado querpuddbir el desarrollo de
insectos (Stamp y col., 1997; Zhang y col., 199@matodos (Blum, 1996), e incluso
hongos (Oliva y col., 1999). También pueden estaslucrados en la resistencia a virus, por
ejemplo metoxiflavonas y metoxiflavonoles confiegela planta del tabaco esta capacidad
frente al virus del mosaico (French y col., 199 ambién encontramos flavonoides con

capacidad antibacteriana (Grayer y Harborne, 1994).

Muchos pueden ser secretados dentro de las cékmasacuolas, o excretados
extracelularmente como resinas o material de ledpeglular. También incluyen compuestos
venenosos, donde la concentracion puede reduciligestibilidad de la planta y la
palatalabilidad de los herbivoros (Lindroth y Bat2B84; Baas, 1989; Sosa y col., 2004).
Los que reducen la digestibilidad son en su mayaeiaaturaleza fendlica, predominando

los taninos (Gross, 1981).

11
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Todos estos estudios demuestran que los compuestosdos del metabolismo
secundario de plantas pueden ser de gran impatpaca proteger a la planta del ataque de
microorganismos, animales, o para aumentar la @gzhde una especie para competir con

otras en un habitat dado (Bell, 1980)

En Cistus ladanifelL., una de las funciones que pueden desempefiaretamente
los flavonoides del exudado en la hoja, es la deaacomo filtro de luz ultravioleta para
evitar los dafios celulares que causa esta radiateEmbién puede actuar como agentes
téxicos para la protecciéon contra herbivoros, evidtaques de patégenos y como agente

antioxidante (Wittstock y Gershenzon, 2002; Sosaly 2004).

Por otra parte, al igual que otros constituyentesedudado deC. ladanifer los
flavonoides pueden actuar como agentes alelopatiduibiendo la germinacion y desarrollo
de las plantulas herbaceas que compiten con etl@lpmismo espacio, en general suelos
pobres en nutrientes, lo que ofrece claras ventjdacilitar la colonizacion para esta
especie (Chaves, 1994; Chaves y Escudero, 199%e€hacol., 2001 a y b). Cuando la
especie donadora y receptora de los compuestdéxiitos es la misma, estamos ante un
caso especial de alelopatia llamado “Autotoxicidadha de las posibles funciones o
implicaciones de este fenbmeno es el control paiiat de la propia especie. Se ha
observado en campo, que la colonizacion del esmaeitiguo a un jaral es rapida, debido
posiblemente al gran numero de semillas que prodste especie a pesar de la baja
capacidad de germinacién de las mismas en condgioaturales. Sin embargo, en el nlcleo
de un jaral desarrollado, el establecimiento devamigplantas es nulo. Ante este hecho,
cabria pensar la posibilidad de que, entre otrasnfienos (competencia), exista un
mecanismo autotdxico de autocontrol poblacionaliqyeda la germinacion y desarrollo de
nuevos individuos dentro del jaral. Se ha demostrpgk el exudado de. ladaniferinhibe
su propia germinacion y desarrollo, pudiendo esfge@e controlar su propia regeneracion

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

[.3.1.- Aspectos Conceptuales.

El término alelopatia proviene del griegibon = uno al otropathos= sufrir; efecto
injurioso de uno sobre otro. Desde muy antiguoasedbservado y citado casos de efectos

perjudiciales de unas plantas sobre otras. Yad?lkmi el afio 1 a.D., observé que...
“El garbanzo y la cebada abrasan la tierra de p&var”.
También escribio sobre la sombra del nogal que...

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

cualquier cosa plantada en su vecindad”.

Ya en aquella época, Plinio era consciente déé&adcion de sustancias por plantas

al escribir:

“La naturaleza de algunas plantas, a pesar de noesactamente mortal, es nociva
debido a su mezcla de fragancias o a sus jugos.ejeonplo, el laurel es dafiino para la
vid; puede inferirse que la vid posee un sentidmtato y es afectada por las fragancias en

un sentido prodigioso...".

13
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Pero fue en los inicios del siglo XX cuando se @mna a estudiar este fendmeno y
a realizarse experimentos cientificos en esta matéo seria hasta 1937 cuando el fisidlogo
austriaco Hans Molisch diera el nombre formalAdelopatia a los efectos perjudiciales o
beneficiosos que de forma directa o indirecta preduciertos compuestos quimicos

liberados por una planta sobre otra (Molisch, 1937)

Una definicion clasica de alelopatia es la dadeRice, 1984:

“Es la interaccion quimica planta-planta, incluyemdentro del término planta a los

microorganismos y dentro del término interacciénttaefecto estimulador como inhibidor”.

Con la intencion de unificar criterios, la Sociedatgrnacional de Alelopatia (IAS),

en su primer congreso celebrado en Cadiz en 18%&fine como:

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

crecimiento y desarrollo de sistemas cultivadogjobicos”.

Pero la definicion de la alelopatia ha creado @ cmea gran controversia debido a la
dificultad de establecer sus limites dentro deolapmejidad de las interacciones naturales.
Por tanto, el desafio es separar el efecto aletmpd@le otros procesos en condiciones
naturales. En este sentido, la interaccién enteolganismos, y concretamente entre las
plantas, es bastante compleja y juega un papalatemt la evolucién y distribucion de las

mismas (Callaway, 1995; Gniazdowska y Bogatek, 2005

Uno de estos mecanismos dificiles de separar @déelapatia es la competencia,
aunque son términos conceptualmente diferentesotrgpetencia se podria definir como la
interaccion negativa entre individuos producida lgonecesidad de compartir un recurso
limitado. Esto conduciria a la reduccion del nimedeoindividuos supervivientes o a la

limitacion del crecimiento (Begon y col., 1990).rRanto, si los recursos fuesen ilimitados,
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no existiria competencia. Sin embargo, la alelapatta basada en la interaccién entre
individuos mediante la secrecion de compuestos iganEn la competencia, el mediador
en la interaccion es un recurso limitado, mienttas en la alelopatia el mediador es un
compuesto quimico producido por una planta donadonana receptora. Por tanto, la
competencia como tal, es un fendmeno independidmtéa alelopatia, aunque dificil de
diferenciar en condiciones naturales ya que sugafeson similares (cuando hablamos de

un efecto alelopético pernicioso para una de ellas)

Sucede en muchos casos que en el medio naturalddesfendmenos estan
estrechamente relacionados debido a los factorestdés que sufre la planta, entre ellos la
competencia (Mallik, 2002), y que desencadenantesis de aleloquimicos. Dado que es el
estrés el factor determinante en la sintesis des estmpuestos, seria conveniente hacer la

siguiente reflexion respecto a este concepto.

En general, las plantas viven dentro de unas camgis Optimas para desarrollarse
(de forma continua o durante algunas partes déeckude vida). Por tanto, tradicionalmente
se ha dicho que una planta esta estresada cuanutodiece alguna reduccién en alguna
funcion fisiol6gica, ya sea absorcion de agua orienies, fotosintesis, respiracion,
crecimiento, desarrollo, reproduccion, etc., pdrajie del rango maximo posible atendiendo
a las condiciones o6ptimas y no al potencial geitatifLambers y col., 1998). Existen
factores ambientales que pueden limitar el crecitoi® desarrollo y por tanto producen
estrés en la planta. Levitt (1980) propuso unafidasion de estos factores entre bidticos y
abioticos(Tabla ), pero otros autores han encontrado ciertos eryogean controversia en

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

estrés en plantas terrestres. Lichtenthaler (19%&igosa y col. (1999)

Factores de Estrés

Factores Medioambientales

Factores Abidticos

Factores Bioticos

Factores de Origen Humano

Temperatura
Baja temperatura
Alta temperatura
Duracidn extrema

Agua
Déficit hidrico
Exceso de humedad

Radiacion
Infrarojo
Visible (fotoinhibicién,
fotooxidacion)
UV-A, UV-B
I6nica

Quimica
lones
Sales
Exceso/deficit mineral
pH inadecuado
Ozono, exceso de oxigeno

Otros
Viento
Presion
Sonido
Campo magnético
Campo eléctrico
Etc.

Patdgenos
Virus
Hongos
Bacterias

Animales
Fitofagia
Efecto de insectos
Efecto mecanico

Otras Plantas
Parasitismo
Alelopatia

Competencia

Herbicidas
Fungicidas
Pesticidas
Contaminacion
Ozono
Lluvia acida
Suelos &cidos
iDéfineral causado por
pérdida de suelo o lluvia acida
Metales pesados
Exceso de nitr6geno
Eofizacion
Incrementolarsalinidad del suelo
Cambio climaticabghl
Compactacion del suelo
Ruidos
Fuegos
Etc.
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Con el fin de unificar criterios en torno a estenaapto, se han descrito dos
objetivos. El primero seria distinguir entre acoamdn de las plantas a pequefias
fluctuaciones del medio y las respuestas de pidatico adaptacion al estrés. Y el segundo
seria establecer una clara distincion entre fastdecestrés y la respuesta a ese estrés (entre

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

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

crénica e incluso la muerte.

Por lo tanto, el fendmeno del estrés es un prodesomico que se desarrolla en
distintas fases (Figura 1). La primera es previt@aetor estresante e incluye las variaciones
medioambientales, las cuales no se considerargseximo tal. Cuando se produce el estrés
como tal existe una respuesta mas o menos rapikpuBs de esto, si el estrés continta
activo, se produce el proceso de aclimataciénjal tiene una base genética ya que implica
a varios posibles fenotipos en los procesos figiotis, algunos de los cuales solamente son
funcionales bajo situaciones de estrés. Si lo®fastde estrés siguen activos, el proceso de
aclimatacion pasa a ser de adaptacion, favorecéénelocambio en la composicion genética

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

El efecto ante los factores de estrés no soélo diepéa la intensidad y del tiempo de
exposicion del mismo, sino también de la espeeigedad e incluso del individuo, asi como

de las condiciones de vida previas (Lichthenth4l@®6).

Agentes estresantes diferentes producen respusistdares en las plantas. Este
fendmeno viene definiéndose como co-estrés o sitelide adaptacion general (GAS). De
tal manera que la resistencia a algunos tipostdésesignificaria una co-resistencia a otros
factores de estrés (Lichthenthaler, 1998; PrasRengel, 1998; Leshem y col., 1998). En

este sentido, el impacto de un estrés combinadougsdificil de predecir (Chapin y col.,
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1997), ya que la accion de un tipo de estrés phader a la planta més sensible a otros tipos

0 en otros casos aumentar la tolerancia a difesdattores.

Figura 1: Fases de la respuesta a factores de estréspmriado de tiempo largo. (Lambers
y col., 1998)

Existen varias respuestas ante el estrés consaeranunes en las plantas, como
pueden ser: efecto antioxidante para prevenir dafshscidos por reactivos oxigenados,
sintesis de jasmonato, sintesis de proteinas d&sgestntesis de fenoles y flavonoides en
defensa a ataques, contra competidores o paragprote la planta de condiciones

ambientales extremas, etc.

Los metabolitos implicados en alelopatia puedersiséetizados por la planta desde
el inicio de su crecimiento y desarrollo (consiito$) o por una estimulacién exdgena
(inducidos) (Agrawal y col., 1999). Todos estos pagstos incrementan su concentracion
cuando la planta esta sometida a estrés. Por ejedqiios fisicos en la planta normalmente
inducen la produccion de compuestos volatiles qu@/gean la respuesta de defensa

(Takabayashi y Dicke, 1996). Otros factores citaglos producen estrés en la planta son los
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metales pesados (Sutfeld y col., 1996), la radmti&y/ (Zobel y col., 1999), incluso la
aplicacién de herbicidas (Inderjit y Mallik, 1996), el mismo estrés medioambiental,
puediendo producir diferentes efectos en la prdducae aleloquimicos (Thomas y

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

1.3.2.- Aspectos Metodoldgicos.

A lo largo de la historia del conocimiento de lael@batia, este fenomeno siempre se
ha considerado del tipo “donador-receptor”, en @ gna planta producia compuestos
guimicos que afectaban al crecimiento de una platana. Este hecho ha sido considerado
principalmente en agricultura. La idea de la alettgpcomo un fenémeno ecolégico que
puede determinar la estructura de las comunidaglgstaies es bastante reciente. Hasta los
afios 60-70 no se encuentran estudios que muesiranflulencia de plantas sobre
comunidades vecinas ya sea de forma directa, oestdmente afectando a la rizosfera
(Muller, 1969; Rice, 1965; Whittaker y Feeny, 197@e cred una corriente esceéptica
entorno a este fendmeno encabezada por J.L. Hatpewal, no negando el fenédmeno,
concluia en la imposibilidad de probarlo (Harp&79). En las dltimas cuatro décadas, estas
consideraciones han sido superadas y archivademga la experimentacion creativa y al

uso de técnicas analiticas avanzadas (Bais y26dl3; Vivanco y col., 2004).

En un principio, los trabajos estaban dirigidosaadéteccion y el estudio de los
aleloguimicos liberados por la planta donadoragfedto en la receptora. Se ha demostrado
que los extractos acuosos obtenidos de plantas &wolygonum orientale, Erica vagans,
Calluna vulgaris, Daboecia cantabrica, Vacciniumrtitijys, Pinus densiflora, Pilocarpus
goudotianus y Echinacea angustifglidacos en compuestos fendlicos, producen inhihicié

en la germinacion de semillas y de cotiledonesifigetes especies de plantas ensayadas

19



Introduccién

(Datta y Chatterjee, 1980; Ballester y col., 198aderlund y col., 1996; Viles y Reese,
1996).

Estos compuestos son secretados por una plantaesadios al medio mediante
volatilizacién, descomposicién de residuos o séarepor diferentes partes de la planta
como hojas, tallos, raices y flores, pudiendo aueionar con otra planta o microorganismo
y/o con los componentes bidticos y abidticos detrato, produciendo un efecto positivo o
negativo sobre ella (Putnang y Tang, 1986; IndegyjitDakshini, 1996). Metabolitos
secundarios como compuestos fendlicos, terpencédieapides, poliacetilenos y esteroides
pueden actuar como aleloquimicos (Rice, 1984; Wdl87; Inderjit y Dakshini, 1995), sin
embargo, su mera presencia no establece compontanaielopatico (Putnam y Tang, 1986;

Heisey, 1990).

El fendbmeno en su conjunto es mucho mas complagdando muchos aspectos en
el aire. Para demostrar el grado de participace&ersdos compuestos, no sélo es importante
establecer la relacién directa o indirecta entrg@lémta y los compuestos derivados que
encontramos en el medio (Ryan y col., 2001; Bdtugle, 2005), sino también conocer las
cantidades presentes, el tiempo de persistencel snelo necesarios para afectar a otros
organismos (Putnam y Tang, 1986), las transformasigue se producen en los compuestos
durante su camino hacia la planta receptora Vfliaeincia de las condiciones ambientales en

todo el proceso (An, 2001).

Otro aspecto importante dentro del fenomeno glebadl estudio de la actividad de
los compuestos en relacion a su estructura molke@uiacias y col., 2005). En este sentido,
se han optimizado en los ultimos afios metodologiges permiten hacer esa relacion con
garantias (Navarez y Olofsdotter, 1996; Wu y @8)Q1; Rimando y col., 2001), e incluso su
extrapolacién al medio natural aunque con resethagerjit y Weston, 2000; Inderjit y

Weiner, 2001).
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Si analizamos las tendencias metodologicas deréimjps relacionados con la
investigacion alelopéatica en los Ultimos afios, apsontramos con que el 76% de estos
trabajos son ensayos en sistemas de cultivo, ragemgme la dinamica de ecosistemas se
conforma con el resto (18% estudio de especiesstees; 5% especies acuéticas) Desde otro
punto de vista, el 70% del total de trabajos dbeariinicamente ensayos de laboratorio que
intentan demostrar un hipotético efecto alelopaticsélo el 17% conjugan ensayos de

laboratorio con experiencias en campo (Carral, 002

Aun hoy, la mayoria de los trabajos se siguen apdtr en el aislamiento de
compuestos y comprobacién de su actividad biologlegando a un lado el estudio de la
esencia del fendmeno alelopatico debido a la cqidate de separarlo de otros procesos

ecoldgicos.

A esto hay que sumarle la dificultad intrinsecalawerificacion de la alelopatia

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

modificacion en la estructura de las comunidadess(B col., 2003), consolidando asi el

establecimiento de la disciplina.

No hay que olvidar que el éxito proviene y vendeald cautela en el disefio
metodolégico e interpretaciéon de los resultadosigjit y Callaway, 2003) y en la
colaboracién estrecha por parte de bidlogos maees] bioquimicos, ecofisidlogos,

microbibélogos, agronomos, ecdlogos, etc. (Malli)2).
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1.3.3.- Efectos en la planta receptora.

Los compuestos aleloquimicos producen multitudfdetes en las plantas y muchos
de estos fendmenos han sido estudiados: germindeiéamillas y crecimiento (Elakovich y
Yang, 1996; Chiapusio y col., 1997), fotosintegishiine y col., 1998; Roschina, 2001),
respiracion (Calera y col., 1995; Abrahim y coD0Q), inhibicién en el flujo de electrones
(Gonzélez y col., 1997), abscision y senescenciggidoto y col., 1997), ciclo celular
(Romagni y col., 2000), permeabilidad de la memdrépolitika, 1997; Roschina, 2001),
funcion ATPasa (Friebe y col., 1997; Sosa y cddQ4), efecto en el material genético
(Baziramakenga y col., 1997), transpiracion (Josgilkespie, 1998), actividad enzimatica

(Politika, 1998) y disponibilidad i6nica (IndenjitNishimura, 1999).

Se ha demostrado que los flavonoides pueden irtegfela formacion de adenosin
trifosfato (ATP) en la mitocondria (Stenlid, 197®76) y pueden inhibir o interaccionar con
el modo de accién de las hormonas de otras plaata® las auxinas (Jacobs y Rubery,
1988; Brunn y col., 1992). Por otra parte, los coegtos fendlicos tienen potencial para
crear condiciones pobres de nutrientes bajandaspauibilidad de los mismos y pudiendo
influir en las caracteristicas del suelo como pldtana organica y nutrientes (Rice, 1984;
Appel, 1993; Inderjit, 1996; Kalburtji y col., 20p1La adicion de ciertos compuestos
fendlicos al suelo provoca la reduccion del comtenie nitrogeno, fosfatos y materia
organica. Esto podria deberse a mecanismos decabsor/o alteracion microbiana de
compuestos fendlicos y mineralizacion microbianadétjit y Mallik, 1997). Como
consecuencia, estas condiciones alteradas de ébssspodrian afectar negativamente al

desarrollo de las plantulas (Black, 1973).

Muchas veces, el efecto individual de las molécakiadiadas no puede explicar el
efecto global encontrado en la planta, encontrésl@on frecuencia efectos sinérgicos y
antagonicos (Inderjit y Mallik, 1997), o compuestpstencialmente activos a altas
concentraciones en algunas plantas y en otrasiespedcamente a bajas concentraciones
(Pandey, 1996).
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Por su parte, el grupo de los terpenos esta peesamtuna gran cantidad de
productos naturales. Sélo enHglianthus annud.. se encuentran representados moléculas
tanto de mono-, sesqui-, di-, tri- y tetraterpefidaciasy col., 1999). A pesar de su extensa
representacion y estudio de su actividad biolégiéa, son pocos los trabajos que relacionan
estas moléculas, y concretamente a los diterparuosla alelopatia y su mecanismo de
accion (Seigler, 1998; Einhellig, 2002).

[.3.4.- Interaccion de factores.

En la naturaleza, las plantas estan sometidas@dacambientales entre los que se
producen diferentes interacciones. La presencieodguestos alelopaticos en respuesta a
estos factores va a ser dependiente de cémo ititeraentre ellos. Por ejemplo, compuestos
fendlicos como los flavonoides, estimulan su sigtaste diferentes condiciones ambientales

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

En esta linea, las plantas pueden experimentaradena simultdnea diferentes tipos
de estrés, pudiendo responder de una forma adgiivérgica o antagdnica. Los resultados
revelan que la respuesta de las plantas a cond&ida estrés multiple es diferente a la que
se observa cuando el estrés es impuesto por sep&adejemplo, el contenido de fenoles
aumenta un 19, 58 y 63 % en plantas con estrésdidadiacion ultravioleta y combinacion

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

En C. ladanifer los ocho flavonoides agliconas identificados fdraves (1994)
muestran variaciones cuantitativas dependientda destacion, estando la sintesis inducida
por factores externos, especialmente durante é&iéstestival. Este aumento es provocado

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

1997).

También pueden influir conjuntamente temperaturdotpperiodo produciendo
profundos efectos en la cantidad y la calidad dedeoudados en general, ya que estos
parametros afectan al proceso de fotosintesissltrearcion y respiracion de las plantas
(Hale, 1978; Hale y Moore, 1989). Estudios han dd#mado que las altas temperaturas
producen un aumento en la secrecion de exudadolgimaa especies (Rovira, 1969;
Vancura, 1967; Hale, 1978; Kato-Noguchi, 1999)nRmaik (2000) demuestra la influencia
tanto cualitativa como cuantitativa de la tempeaeatu el fotoperiodo sobre el exudado de
raiz de Cucumis sativusEl numero de acidos organicos y su cantidad atanbajo
condiciones de temperaturas altas (luz-30°osaii288) y fotoperiodo largo (14h luz-10h
oscuridad) causando mayor autotoxicidad que a bejageraturas (luz-25°/oscuridad-20°) y

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

Los cambios estacionales de luz, temperatura y #dadiejuegan un papel
importante no solo en la cantidad y composicionedeldado en muchas especies, también
en la disponibilidad y efectividad de los compusdskendlicos como agentes alelopéticos
(Rice, 1984; Hale y Moore, 1989). Son escasos fakajos sobre como afectan estos
factores a la actividad de los aleloquimicos, p&ligunas investigaciones muestran que
ambientes con altas temperaturas y alta intensishaishica potencian la inhibicion de ciertos
acidos fendlicos (Glass, 1976; Hauson y col., 18%wmik y Doll, 1983; Einhellig y
Eckrich, 1984).

Las caracteristicas edafolégicas es otro factorigfligye en la sintesis y actividad
de estos compuestos. La sintesis de aceites dssnpiar parte de especies del género
Cistus tales comoCistus monspeliensisy Cistus albidus presenta dependencia por el
sustrato. Estudios realizados por Robles y Gar£irt§99, 2000) sugieren que existen
diferencias significativas, tanto cuantitativas cocualitativas, en la sintesis de aceites
esenciales, principalmente sesquiterpenos, depwatalisi las plantas crecen en sustrato

calcareo (basico) o siliceo (acido). Ademas, eay@sde germinacion realizados por estos
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investigadores con soluciones de estos aceitesnyla® de lechuga, comprobaron que la
actividad alelopatica de las soluciones provengedteplantas de origen calcareo era mayor

que las que provenian de sustrato siliceo.

Otro aspecto relacionado es la influencia de lekglimicos en la dinamica de los
nutrientes en el suelo y principalmente del nitnigeisponible. En este sentido, existen
trabajos que aseguran que compuestos fendlicos @smel acido ferdlico, taninos o
terpenoides, inhiben la nitrificacion bloqueando oleidacion de NEf a NQ por las

NitrosomonagRice, 1984; White, 1994).

Por otra parte, la adicién de aleloquimicos alspebduce un aumento tanto de la
biomasa microbiana como de su actividad. Esta idativ produciria una disminucion
temporal en el nitrogeno y fésforo disponible pkrglanta y por tanto, un efecto en su

crecimiento (Michelsen y col., 1995).

Kuiters (1989) sugiere, en estudios realizados elgrBdo (Servia), que durante el
otofo la cantidad de compuestos fendlicos presemntet suelo es mayor que en primavera.
Argumenta que el descenso de acidos fendlicosierapera es el resultado del aumento de
la actividad microbiana debida al incremento deefaperatura del suelo y a la adsorcion de
materia orgénica durante la humificacion. Por stepdos aleloquimicos pueden influir
sobre los componentes bidticos y abidticos delosyeéstos a su vez son los responsables de

su degradacion y transformacion en el suelo.

Dalton y col. (1983), e Inderjit y Daskshini (199%uestran que los minerales del
suelo y otros factores pueden influir, cuantitagiveualitativamente, en la disponibilidad de
aleloquimicos. En suelos asociadoBlacha lanceolatase han aislado e identificado tres
potentes agentes aleloquimicos: formononetin-7«#@égido, hesperitin-7-rutinoside y
taxifolin-3-arabinosa. Estos suelos son salinoakalos y el formononetin-7-O-glucésido en
estas condiciones no se degrada (Inderjit y Dakshi®91). Sin embargo, en suelos
asociados con presencia predominante de trdydbl{um polyphyllum, el cual también

secreta este aleloquimico, s6lo se observabansvacidos fendlicos que son productos de
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degradacion de este flavonoide (Dewick, 1988). sapele estos trabajos, el papel de estos

compuestos en la dinamica de los nutrientes déb sieesta claro.

Por tanto, el habitat de la especie, las propieddid@logicas y bioldgicas del
sustrato (Inderjit, 2005), las condiciones edafigasnedioambientales, y los factores
abidticos y bidticos determinan la sintesis desestumpuestos, puediendo repercutir en la
disponibilidad cuantitativa y cualitativa de lossmios en la planta y en el suelo (Inderijit,

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

Hoy nadie niega la existencia de la alelopatiap pes extremadamente dificil
demostrar este fendmeno en situaciones naturabésgoda que influyen varios componentes
tanto abioticos como bidticos del ecosistema yreifees mecanismos de interferencia
podrian operar en paralelo (Inderjit y Asakawa, 120@&sto hace muy dificil abordar el
fendmeno alelopético en el campo. Ademas, ocuree rgqu siempre altas cantidades de
aleloguimicos estan correlacionadas con inhibicléhcrecimiento y la concentracién de
estos compuestos dentro de la planta no defineigixamente su potencial alelopético, ya
que estos compuestos pueden sufrir una rapidadraracion que los hagan mas o menos
bioactivos (Macias y col., 2005). Todas estas agigones hacen dificil definir con claridad
el proceso alelopatico y algunos autores sugieseceaptuar la investigacion alelopética en

términos de ecologia quimica del suelo (Inderjallik, 2001).

En resumen, las condiciones ambientales influyefaesintesis de los compuestos
con actividad alelopatica potencial, pero esta muédidad (no real) vuelve a sufrir las
consecuencias de la interaccion con el ambienggeater su actividad, pudiendo ser ésta
modificada por las distintas condiciones ambiest@@bayashi, 2004). En este sentido, los
factores climaticos, ademas de influir en la siatds los aleloquimicos (Chaves y Escudero,

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

1.4.1.- Descripcion Morfolégica.

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

mancha oscura sobre la ufia de cada pétalo.

Presenta fruto en cdpsula oval-oblonga o suboblesgamosa-vellosa, con valvas
en numero basico de 10. La dehiscencia es localiei@var, dejando al descubierto
numerosas semillas (250 por carpelo), diminutagdero a 0,5-1 mm.), poliédricas, lisas o

ligeramente rugosas (Krollmann y Gilz, 1983).
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1.4.2.- Descripcion Ecolégica

Segun Braun-Blanquet y col. (1941, ladaniferes una especie originaria de la
Peninsula Ibérica y zona septentrional de Marruesodalucia Occidental, Extremadura y
las zonas occidentales de Madrid, Castilla la ManghCastilla Le6n, es donde mayor
abundancia presenta, tornandose mas rara en @ deriGalicia, Asturias, Pais Vasco,
Aragon, Murcia, Valencia y Catalufia. En la Peniasé encuentran distribuidas desde el
nivel del mar hasta los 1000-1200 m de altitud jgrmfo en evidencia una gran capacidad de

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

La jara es una especie invasora, tipicamente l&rdfin especificidad por tipo
alguno de suelos (Rivas-Goday y Rivas-Martinez,7196oes, 1968), aunque prefiere
implantarse sobre cuarcita, pizarra y areniscau(Big®). En general suelos acidos con
valores de pH comprendidos entre 3,5-6, correspobel a suelos pobres en nutrientes y

con una baja mineralizacion.

Figura 2: Detalle del sustrato pizarroso en el que se &simn frecuenci€. ladanifer
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Dentro de los sindromes de vegetacion descritosHeorera (1984), el andlisis
morfoldgico sitla a la jara como una planta tigleagrupo |. Es pues, una especie pionera,
colonizadora de suelos generalmente muy degradastmsados a etapas tempranas de la
sucesion, y que se adapta con gran eficacia aaonds de baja fertilidad de suelos y estrés

periodico (Nufiez, 1989).

Puede desarrollarse en ambientes climéaticos mwratig y extremos, siendo capaz
de soportar desde estrés de frio, hasta sequedhtdsytemperaturas, durante periodos de
tiempo mas o menos largos. Estas condiciones, grvaores extremos, son factores de
estrés que tienden a limitar el crecimiento deldatp. Frente a esto, la jara ha desarrollado

diferentes mecanismos adaptativos (Nufiez, 1989).

Desarrolla una importante estrategia de supervigegoe poseen ciertas especies
que crecen bajo condiciones ambientales impreewsibl que consiste en la variacion en el
tiempo en dormancia y germinacion de las semikaarth poblacion (Gutterman 1994 a,b,c;
Bewley y Black, 1994; Francisco-Ortega y col., 199&| pretratamiento con altas
temperaturas de estas semillas incrementa sigivéaente su porcentaje de germinacion
(Garcia-Marquez y Escudero, 1991). Esto explica g produzca una masiva
recolonizacion por plantulas d€. ladanifer en areas quemadas, debido a las altas
temperaturas que se alcanzan y que rompen el ed¢tadormancia de las semillas (Pérez-

Garcia, 1997).

Las semillas d€. ladaniferpresentan las siguientes caracteristicas comuimesta

de miembros de su género:

. Son de pequefio tamafio, lo que facilita su penétraciacumulacion en el
suelo formando bancos de semillas persistentesnAslecontienen pocas reservas nutritivas
por lo que las plantulas tienen que comenzar aiftttizar lo mas rapidamente posible; asi,
las jaras germinan preferentemente en espacioga@bigesprovistos de vegetacién en los

que no existe una limitacién a la disponibilidaduie
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. No presentan estructuras ni mecanismos especiasizdd dispersién.Los
frutos de las jaras (capsulas) no se desprendeEnplanta al madurar, sino que permanecen
unidos a ella y, al abrirse, van liberando las Bamde forma paulatina. Esto hace que la

diseminacion sea a corta distancia y durante go lperiodo de tiempo.

. La mayor parte de las semillas presentan una ¢aldera e impermeable al
agua, en mayor o menor grado, y como consecuercla dficaz proteccion ofrecida por

esta cubierta, suelen tener una longevidad bastiatada.

En resumen, las semillas de la jara presentan dignm{imposibilidad de germinar
en condiciones 6ptimas para la germinacion), imauesr la dureza de la cubierta seminal,
que implica un mayor o menor grado de impermeaallial agua. Este hecho determina que

el agua no llegue al embrién de la semilla y, patd, que la germinacién no tenga lugar.

En condiciones naturales, el deterioro o desgasta dubierta seminal por diversas
causas, combinado con las temperaturas relativentejas, serian los factores principales
gue promoverian la germinacién de las jaras. Péerdeterioro de esta cubierta puede
alcanzarse de forma dréastica, por ejemplo conlfas temperaturas de los incendios. En este
caso, las altas temperaturas que se producen €eulamtincendios provocan dafios y

pequenias fracturas en la cubierta seminal posihdi la absorcion de agua por el embrion.

Tras el fuego, la mayor parte de las semillas geardh cuando haya la suficiente
cantidad de agua disponible en el suelo y las teatyras sean las adecuadas, dando lugar
asi a germinaciones masivas y sincronizadas. ha@ngs plantulas se desarrollan entonces
en suelos ricos en elementos minerales activos ursa cubierta vegetal que compita con
ellas por la luz, el agua o los nutrientes. En firagasadas por los incendios se ha
comprobado, de forma experimental, que las jaegmil a producir entre 10 y 20 veces mas

plantulas que en zonas no alteradas (Valbuena y1€82; Delgado y Serrano, 2001).
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No obstante, esto no siempre es asi. Existen nsaervidencias de la germinacion
de jaras sin que haya habido previamente un inceAdi, es un hecho comprobado que las
jaras son capaces de colonizar areas fuerteméetadss por el hombre, tales como pastos y
terrenos de cultivo abandonados y zonas boscofagstadas. Hay que tener en cuenta que
las jaras producen enormes cantidades de senfitagalcula que una sola planta @e
ladanifer puede llegar a producir 250.000 semillas por adiato6 observados y en
publicacion). Basta con que sélo una pequeia fracde las semillas producidas por una
poblacion sean capaces de germinar (semillas "a@ihdpara mantener y perpetuar dicha
poblacion.Su forma de crecimiento: rapida germinacién y deflarde las plantulas tras
una perturbacion fuerte, la hacen ser una tipipadés estratega de la “r". En un solo afio es
capaz de ocupar el 75% de la cobertura del suglesar de presentar solamente un 4-5% de

capacidad germinativa en condiciones normales.

Tras la germinacion, las plantulas que sobrevivenuez instaladas, compiten entre
ellas eliminandose gran cantidad de individuos,edi® manera se originan huecos que
provocan la aparicién de invasores o nuevas jarasagudan a perdurar el sistema (Nufiez,
1989).

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

El estudio del ciclo vegetativo y reproductivo ddayo del afio, o sea la fenologia,
aporta una importante informacion acerca de ladithimade las diversas fases del desarrollo
vegetativo frente a la variacion de los factorebiantales (Larcher, 1977). EI complejo de
condiciones edafo-climaticas de la vegetacion ssjdto principalmente a la temperatura,
siendo éste el principal factor influyente en Istribucion de las plantas en la tierra (Baker y
O’dowd, 1982). La accion de este factor es taneewidque se puede comprobar observando
una misma especie en diferentes altitudes o lastugpudiendo adoptar los individuos
aspectos diferentes e incluso existir diferencimsot cualitativas como cuantitativas en la
composicion del exudado de las plantas (Chaves};189@sa y col., 2005). La cantidad de
luz también es un pardmetro importante, situdngosierentemente en lugares que reciben

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

Los distintos estados fenologicos@eladaniferson los siguientes:

. La produccion foliar se inicia cuando empiezan fasneras lluvias,
reduciéndose durante el periodo de sequia. La foémale yemas auxiliares tiene su inicio
de modo general en la segunda quincena da Enei@® Mago, periodo que coincide con la

mayor abundancia de agua en el suelo (Lopes-Batges).

. La floraciéon ocurre entre mediados de Febrero ydagpendiendo de las
localidades (Lopes-Borges, 1988). En Extremadura peduce hasta Junio vy

esporadicamemte se encuentran individuos floriddsaviembre.

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

etc. (Nufez, 1989). Ademas, que la caida sea qunses del verano, favorece la retencién del
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agua, puesto que se reduce la evapotranspiracitmplanta, ya que la superficie foliar de

las nuevas hojas resulta bastante inferior a lagdeiejas (Nufiez, 1989).

Las caracteristicas genéticas de cada individuocasd las variables del medio en
gue se desarrollan son determinantes en las diome&ssdel aparato vegetativo de la planta,
de tal manera que la variabilidad intrapoblacioefieja la influencia del genotipo, mientras

que la interpoblacional manifiesta la importan@ardedio.

I.4.4.- Exudado deCistus ladaniferL.: antecedentes bibliograficos.

Cistus ladaniferL. es vulgarmente llamada “Jara pringosa” debidio @eculiaridad
que presentan sus tallos y hojas de secretar @tansia pegajosa denominada ladano. Esta
gomorresina ha sido objeto de estudio por difesertgtores (Garcia-Martin y Garcia-
Vallejo, 1969), principalmente debido a su interé&ustrial en perfumeria y como agente
quimiotaxonémico (Proksch y Gllz, 1984; Vogt y GuUl891), por ser especifico de cada

especie.

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

furfural, benzaldehido y metilheptilacetona.
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Con posterioridad, Pascual y col. (1972, 1974, 19979 y 1982) identificaron los
siguientes diterpenos: acido labdandlico, acidardab y acido oxocativico. Aislaron e
identificaron los siguientes flavonoides: apigenin@) metil, kaemferol 3,7,4" tri(O) metil,
apigenina 7,4" di(O) metil y kaemfero 3,7 di(O) et los terpenos monohidroxilados: 15-

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

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

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

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

metil, apigenina 4" (O) metil y kaemferol 3,4" dj(@etil.

Chaves y col. (2001b) aislaron e identificaron saguientes compuestos fendlicos:
Acido ferdlico, Acido cinamico, Acido hidrocinamicdicido 4-hydroxibenzoico, Acido
metilpropionato, Acido oxalico, Acido metilmalonicd\cido p-anisico, Acido butirico,

Acido hidroxibutirico y Azuleno.
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.- Objetivos
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1.1.- JUSTIFICACION DEL TRABAJO DESARROLLADO.

Hace aproximadamente 10 afios, en el area de Eadliegia UEX, se inicié una
linea de investigacién sobre el comportamientoopltico de una especie ampliamente
distribuida en la Peninsula Ibérica y emblema deelzion extremefia, como &3istus

|adanifer L.

Los esfuerzos en estudiar el efecto alelopéaticaeeptantas puede ayudar a
comprender las complejas interacciones que se peodentre ellas, revirtiendo en la
comprension de la dinamica de los ecosistemas §Smiidartin, 1994) y pudiendo aportar

explicaciones de la dificultad encontrada en I&negacion de algunos bosques.

Se eligi6 esta especie porque se ha demostradativBéliz y col., 1992) que
interviene en la disminucion de la riqueza y didkad de herbaceas y arbustos que se

encuentra en las comunidades donde ella aparepeaHi y 2.

La causa de esta disminucion puede ser como redapw@esvarios factores:
competencia por nutrientes, interferencia quimacamulacion de hojarasca, penetracion de
la luz, etc. (Kuuluvaine, 1994). Pero trabajos mev(Chaves y Escudero, 1997) han
demostrado el potencial alelopatico que presentxedlado de las hojas @ ladanifer,
pudiendo ser ésta la causa principal de la disrinude las herbaceas proximas a esta

especie.
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Figura 1: Imagen en la que se observa la disminucion de amnaoma
de vegetacion en la zona de influenciaCdeadanifer.

Figura 2: Imagen de un jaral tipico sin especies acomparianites
arbustivas ni arbéreas.

38



Objetivos

Una vez demostrado su potencial alelopatico, nastgamos seguir profundizando
en este estudio. Lo primero fue comprobar la atdidide los ocho flavonoides que se habian
identificado en el exudado d& ladanifer (Chaves y col., 1998ademas de identificar y

comprobar la actividad del resto de compuestos.

Los primeros resultados obtenidos pusieron de mestif que dos flavonoles
(kaemferol 3(0) metil y kaemferol 3,4 di(O) meti)la flavona apigenina 4°(O) metil son
los tres flavonoides agliconas, de los ocho idieatifos en el exudado @& ladanifer que
presentan actividad alelopéatica (Chaves y col.,18D0Su actividad no esta relacionada
directamente con la inhibicién en la germinacioeropsi afectan al tamafio de la raiz, de
cotiledones y retrasan el nacimiento de cotiledorigls retraso en la velocidad de
germinacion y crecimiento de radicula es importg#e el establecimiento de todas las
especies en condiciones naturales, afectando polduaidad de la planta para establecerse,
pues no aprovecha bien las condiciones favorabtesp pueden ser las primeras lluvias, y

pudiendo verse también dificultada la penetracétadaiz en el suelo.

Posteriormente se determind la naturaleza quimieaotfos 11 compuestos
pertenecientes al exudado (Chaves y col., 2001k). fardlico, Ac. cindmico, Ac.
hydroxicinamico, Ac. hydroxibenzoico, MetilpropinatAc. oxalico, Ac. metilmaldlico, Ac.
anisico, Ac. butirico, Ac. hydroxibutirico y Azuleny se demostr6 que poseian actividad
alelopética (Chaves y col., 2001b). Usualmente,clmsmpuestos que presentan actividad
alelopatica derivan de varias fuentes y determsnasrigen es bastante complejo. Pero si es
cierto que el efecto alelopatico esta determinamdgpaccion conjunta de todos ellos. Como
se demostré en este estudio, la accion conjuntaddes o parte de ellos es mas activa que
cuando actian por si solos, poniéndose en evidepeda mezcla de estos compuestos,
incluso de aquellos que tienen un efecto negativy aebil sobre el desarrollo de las

plantulas, sinergizan el comportamiento alelopético

Actualmente se esta profundizando en el conocimieet la biodisponibilidad de
estos compuestos en el medio natural, poniéndosed#iesto la necesidad de estudios que

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

nos planteamos el siguiente objetivo:

- Conocer la existencia, la persistencia y la deapi@dh de los compuestos con
actividad alelopatica en el suelo, y determinarfémsores ambientales responsables

de su sintesis.

Se demostro la presencia de algunos de estos cetoplen suelos asociado€a
ladanifer (Chaves y col., 2003), inhibiéndose la germinadénherbaceas en los ensayos
realizados en los suelos de jarales. Pero lostageid obtenidos pusieron de manifiesto que
existe heterogeneidad en el comportamiento aletapahual de los suelos derivadosGle
ladanifer, comprobandose un claro efecto estacional enhiigibn de la germinacién y

desarrollo de plantulas.

Asi mismo, la composicion de compuestos hasta aberdificados con actividad
alelopatica en hojas y hojarasca, es diferentetitativa y/o cualitativamente tanto a nivel
estacional, interpoblacional, como entre estostigams de hojas (Sosa y col., 2005); y la
sintesis de estos compuestos es inducida por éacfisicos como la temperatura, la luz y el
estrés hidrico (Sosa y col., 2005). Esto implicgtia las diferentes caracteristicas climéticas
que se producen entre estaciones pueden estayeinflo en el comportamiento alelopatico
de esta especie. Es necesario afiadir que el eseithancorporacion y degradacion de estos

compuestos en el suelo se esté realizando actualmen
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I1.2.- OBJETIVOS.

Considerando los resultados obtenidos hasta algocan el fin de delimitar la
actividad alelopética de esta especie, los rexdtamlesentados en esta tesis derivan del

siguiente objetivo principal:

- Determinar si el comportamiento alelopético de upapecie, en este caso
Cistus ladanifer, es dependiente de las condicioraisnaticas en las que se

encuentre.

Para desarrollar este objetivo general es necesaiizar la siguiente secuencia de

objetivos particulares:

1.- Determinar, en el laboratorio, el efecto de lagdiees ambientales luz (fotoperiodo) y
temperatura sobre la actividad alelopética tantolodecompuestos identificados &h

|adanifer como de sus mezclas.

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

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

2.3.- Estudiar los factores ambientales responsablels déntesis y secrecion de

estos compuestos en condiciones naturales y cada®l
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2.3.1.-Cuantificar la variacion cuantitativa y cualit&ide estos compuestos en

las hojas, hojarasca y suelo de jarales a lo ldefjafio.

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

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

2.3.2.2.-Estrés hidrico.

3.- Cuantificar la actividad alelopéatica de una espatgépendiente de las caracteristicas
climéaticas a las que estd sometida, realizandosteidi® en diferentes poblaciones con

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

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

l11.1.1.- Seleccion de compuestos y preparacion dies soluciones.

Los compuestos utilizados fueron identificadosedeldado deC. ladanifer(Chaves
y col., 2001b) mediante técnicas cromatograficagates y espectrofotometria de masas.

Los compuestos se obtuvieron comercialmente depaasa Aldrich-Chemical.

Se prepararon diferentes soluciones a distintasetraciones con agua Milli-Q,
tanto de los compuestos por separado como de nidsrenezclas de ellos. Para la obtencion
de las mezclas se tuvo en cuenta la accién queiajepor separado cada uno de ellos,
estudiando la interaccion de los que afectan neggagnte a la germinacion, por otro lado de
los que afectan al nacimiento de los cotiledonelg s que influyen en el tamafio de la raiz

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

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

negativo en ninguno de los pardmetros medidos @&hgaeol., 2001b):
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1 -Acido Ferulico (acido fendlico): Ty 0,5-10°M

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

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

5 -Metilpropionato (&cido graso): 01, 10°M y 10'M

6 -Acido Oxalico (4cido organico): T8y 0,5-10°M

7 -Acido Metilmalénico (acido organico): By 0,5-10°M
8 -Acido p-Anisico (&cido fendlico): My 0,5-10°M

9 -Acido Butirico (acido graso): T®1, 10°M y 10'M

10 -Acido 3-Hidroxibutirico (acido graso): 8l y 0,5-10°M

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

En los bioensayos realizados con las mezclas, sa&yarmon dos concentraciones;
10°M y 0,5-10°'M. La seleccién de compuestos que conforman cadalenee ha realizado
considerando la accion que ejercian cada uno poarado en los ensayos realizados

previamente (Chaves y col., 2001b). La composid®fas mezclas fueron las siguientes:

- Mezcla 1: Mezcla de compuestos que inhiben laitodgde las raices cuando se
ensaya con cada uno de ellos por separado (&dmidr@kibenzoico,

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

efecto muy negativo en el nacimiento de cotiledones

- Mezcla 3: Compuestos de la mezcla 1 mas acidonéiiod otro de los compuestos

con mayor efecto negativo sobre el nacimiento déedones.
- Mezcla 4: Compuestos de la mezcla 1 mas acidodiitimico y 4cido cinamico.

- Mezcla 5: Mezcla de compuestos que inhiben laitodgle los cotiledones cuando
se ensaya con cada uno de ellos aisladamente (&cidizo, acido 4-
hidroxibenzoico, acido oxalico, acido metilmaléniéeido p-anisico y

acido 3-hidroxibutirico).
- Mezcla 6: Compuestos de la mezcla 5 mas acidodiitimico.
- Mezcla 7: Compuestos de la mezcla 5 mas &cidonbooa
- Mezcla 8: Compuestos de la mezcla 5 mas acidodiidimico y cinamico.

- Mezcla 9: Mezcla de compuestos que inhiben elmmacito de cotiledones y
débilmente la germinacién cuando se ensaya con wamae ellos por

separado (acido hidrocindmico y &cido cinamico).

- Mezcla 10: Mezcla de todos los compuestos (a@dai€o, &cido hidrocinamico,
acido cinamico, acido 4-hidroxibenzoico, acido @®&l acido

metilmaldnico, acido p-anisico y acido 3-hidroxilbicb).
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[11.1.2.- Condiciones de los ensayos.

Para determinar el efecto de la luz y temperatorka ectividad de los compuestos
con fitotoxicidad identificadas en el exudadoGdadanifer se disefiaron 4 experiencias, las
cuales alternaban condiciones de fotoperiodo d8rtworas de luz-15 horas de oscuridad) y
fotoperiodo largo (15 horas de luz-9 horas de ddad) con temperaturas altas 20en
oscuridad-3%C con luz) y temperaturas constantes’@35 Tanto los compuestos por

separado como las mezclas fueron sometidos eoduatiamientos diferentes:

TratamientoA: Temperatura constante (23 — Fotoperiodo largo (15 horas de luz -

9 horas de oscuridad)C-FL.

TratamientoB: Temperatura constante (29 — Fotoperiodo corto (9 horas de luz -

15 horas de oscuridad)C-FC.

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

largo (15 horas de luz - 9 horas de oscuridad}FL.

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

corto (9 horas de luz - 15 horas de oscuridad}fFC.
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[11.1.3.- Ensayos de germinacion.

[11.1.3.1.- Seleccion de semillas.

Las semillas seleccionadas para la realizaciémslerisayos de germinacion fueron
de la especi®Rumex crispusEsta especie fue elegida tras haber realizadoedifes tipos de
ensayos, tanto con el exudado@lstus ladanifeChaves y Escudero, 1997) como con los
compuestos elegidos (Chaves y col., 2001a), siandale las especies que se mostraba mas
afectada negativamente tanto en la germinacién camel desarrollo de las plantulas. La
recogida de semillas se realiz6 en su habitat aladada la imposibilidad de encontrarlas en

el mercado, y en la estacion de verano cuando estéoras.

[11.1.3.2.- Ensayos.

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

condiciones anteriormente citadas.

111.1.3.3.- Parametros medidos para cuantificar Ftotoxicidad de los compuestos

Los procedimientos mas comunes para determinarctvidad biol6gica de

sustancias alelopéticas usadas en ensayos decihibrtividad son (Wardle y col., 1991):
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« Medida de la actividad biologica especifica (intidh de fotosintesis).
* Medida de aspectos referentes al crecimiento dpldadas afectadas (germinacion,
nacimiento de cotiledones, tamafio de la raiz, tardefcotiledones o biomasa).
En este caso, al final de cada experiencia se luitinéaion:
- Numero de semillas germinadas.
- Numero de cotiledones emergidos.
Y se midieron de 10 plantulas, elegidas al azarypfaca:
- Longitud de las raices.

- Longitud de los cotiledones.
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l11.2.- IDENTIFICACION, COMPROBACION DE ACTIVIDAD P OTENCIAL Y
CUANTIFICACION DE DITERPENOS EN Cistus ladaniferL.

[11.2.1.- Identificacion de compuestos.

En este apartado se describen los distintos paksstgcnicas utilizadas, desde la
extraccién del ladano, hasta la purificacion e fifieacion final de cuatro compuestos

detectados en el exudado@eladanifer

[11.2.1.1.- Extraccion del exudado.

Hojas frescas deC. ladanifer eran sumergidas en cloroformo para extraer el
exudado. Evaporado el cloroformo, el residuo ses=nde en metanol y es guardado en el
congelador a -20°C durante 12 horas para prodsiclagrecipitacion de las ceras. Una vez

precipitadas, se recoge el sobrenadante y se alaaesta su posterior analisis.

[11.2.1.2.- Aislamiento y pre-purificacién de los compuesto®chicas preparativas

Antes de la purificacion de los compuestos, el agodera separado en varias
fracciones por cromatografia en columna usando catleno Sephadex LH-20 (Vogt y

Gulz, 1991) y como eluyente metanol.
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La fraccibn con mayor presencia de estos compuesi@s nuevamente
cromatografiada, en HPLC (Waters: Bombas: 515 HPR@mp; Inyector: 717plus
Autosampler; Detector: 996 Photodiode Array DetertdFigura 1) con columna
semipreparativa de fase reversa: Spherisorb S1@QAD&50 mm y usando como eluyente
agua/acetonitrilo bajo las siguientes condicioregrddiente:

0 — 5 min: 100% Agua (1ml /min)

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

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

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

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

65 — 75 min: 100% Acetonitrilo (Iml /min)

75 — 85 min: 100% Agua (1ml /min).

FIEEREE . - RRRR Lo N

Figura 1: Cromatdgrafo liquido de alta presion, HPLC, usado pasagaracion y analisis de
las distintas muestras.
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Con estas condiciones se obtuvo el siguiente cagreana (Figura 2):
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De este perfil se seleccionaron y recogieron les picos mayoritarios: D1, D2 y

D3.

53



Materiales y Métodos

Paralelamente, con el objeto de obtener més cantidaestos compuestos, ademas
de lo obtenido por HPLC, se realizaron experiendasseparacion basadas en técnicas
preparativas de cromatografia en placa de silinaedfas placas fue colocado el exudado

puro, el cual se dejo correr con eluyente 25% hexeaetona.

[11.2.1.3.- Purificacién de los compuestos. Técnicas analiticas

En las fracciones pre-purificadas se comprobd, amelilos espectros de RMN, que
los compuestos analizados aun no estaban puros.tddto, se realizaron pruebas
cromatograficas en pequefas placas de silica stintds eluyentes (diclorometano-acetato
de etilo; hexano-acetato de etilo; hexano-acetal@prometano-acetona) y a distintas

concentraciones, para seleccionar las mejores@onds de separacion.

Las condiciones 6ptimas de separacion fueron: 5%1(@{€lorometano)-Acetona,
aunque dependiendo de las caracteristicas de lempal y el compuesto a analizar, se
utilizaron también otros solventes y otras coneamines (15% hexano-acetona, etc.)
(Figura 3).

<
<
<
<
<
<
<
<
<
<
=

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

semipreparativas como analiticas con el fin demisk compuestos:

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

contenian el compuesto puro.

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

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

En este apartado, se pretende comprobar la fitittad de los diterpenos
identificados. Para ello se realizaron dos tiposidensayos, uno denominado de actividad
general y otro de fitotoxicidad. En el primero samtifica el efecto de cada compuesto sobre
la capacidad de elongacion de coleoptilos etiolatbosigo. Por su parte, en los bioensayos
de fitotoxicidad se evalla el efecto de los comfmsesnsayados sobre la germinacion y el

desarrollo de cinco especies receptoras estan@&res.

I11.2.2.1.- Bioensayo con coleoptilos etiolados de trigo.

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

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

Agua
destilada

Oscuridad
W 22°C
N >

Camara de cultivo
4 dias

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

del coleoptilo. Todas las manipulaciones se llevaabo bajo luz verde (Hancuck, 1964).

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

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

-3 -6
disolver los compuestos y preparar las diferenbegentraciones (16 10 M) fue DMSO,

en una proporcion dguml de tampon.

Cinco coleoptilos en 5ml de solucién, a difererdaogntracion, se pusieron en cada
uno de los tubos, y estos a su vez se colocaraimemtor para mantener el cultivo en
continuo movimiento dentro de la cAmara de cultérototal oscuridad y a 22°C durante 72
horas (Macias y col., 1999) (Figura 6). Tras emmpo, los fragmentos de coleoptilos

fueron medidos automaticamente mediante procestoni® imagenes digitales en un

equipo Photomed Equipment Software (Castellano2200

Rotor
72h a 22°C en
- camara de cultivo
Coleoptilo etiolado Soluciér_l tampon

Diterpenos
(Distintas concentraciones)

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

El bioensayo STS o de actividad fitotoxica se llavaabo en placas Petri de 90 mm
de didmetro sobre papel Whatman n° 1 donde se ithapdss semillas. De forma general,
para semillas menores de 8 mm se utilizan 25 sssmlbr cada placa. Para semillas grandes
se emplean 10. La utilizacién de 4 réplicas pasgptimeras y 10 en las segundas, asegura

100 semillas por disolucién para cada uno de logc@stos a ensayar.

Las disoluciones utilizadas (5ml/placa) se prepargartir de una solucion tampon
de acido 2-[N-morfolino]etanosulfénico (MES) 10miJa que se le afiade el compuesto a
evaluar a la concentracion deseada. La disolucgdacilo 2[N-morfoliono]etanosulfénico
(MES) 10mM se ajusta a pH 6 con NaOH 1M. El produsg disuelve previamente en
DMSO de forma que la concentracion final sea d&o0OsBs/. Las concentraciones siguientes

se obtienen por dilucién de la solucién madre.

Las semillas se incuban en condiciones de oscuddatha camara de germinacion
a 22 °C. El tiempo de incubacion depende de lallsenisi, para el tomatelLépidium
sativumL.) es de 3 dias; para la lechudadtuca sativalL.), el berro Lycopersicum
esculentuni.) y el trigo (Triticum aestivurrlL.) 5 dias, y para la cebollal{ium cepalL.) 7
dias (Macias y col., 2003)

Una vez concluido el ensayo, las placas se congeldQ°C durante 24 horas para
evitar el crecimiento de las plantulas durante mic@so de medida. El proceso de

congelacion favorece la manipulacion de las plastdvitando asi errores en la medicion.

Una vez descongeladas y estiradas sobre una laarsd utiliza el dispositivo
FITOMED (“Sistema automatizado para la adquisicgimultdnea y gestion informatizada
de medidas de longitud variable. FITOMED®” P99015585034B1. Boletin Oficial de la
Propiedad Industrial, 1/11/01. 2001), para su neegittatamiento estadistico.
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[11.2.3.- Cuantificacion de diterpenos en condicioes naturales.

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

Para la cuantificacion de los diterpenos, se haogido muestras de jaras en cuatro
puntos, correspondientes a cuatro localidadesildiglas por la provincia de Badajoz:

Quintana de la Serena, Hornachos, Jerez de lodl€akay Cabeza la Vaca.

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

estacion) de hojas, hojarasca y suelos.

Las hojas seleccionadas eran hojas nacidas duzaatenismo afio y la hojarasca
eran hojas desprendidas, recogidas de la partesup#sficial de la capa que forman las
mismas en el suelo. Tanto las hojas como la h@arse recogieron de diferentes individuos

elegidos al azar.

Del suelo del jaral y suelo contiguo al mismo (sumntrol) se recogieron muestras
de la parte més superficial (10cm), en una cantaj@dximada de 1kg. Las muestras de
suelo pertenecen a diferentes jaras elegidas al Bea su parte, el suelo utilizado como

control fue recogido en zonas contiguas a losgarglero sin presencia Geladanifer.

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

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

Para poder determinar y cuantificar los compueptesentes en las muestras de
hoja, hojarasca y suelo, se procedi6é a extraedassolventes organicos: cloroformo para

hojas y hojarascas y metanol para el suelo.

. Extraccion del exudado de hojas y hojarascas: Ojfgsde hojas (2-3 hojas)
y 2g de hojarasca (5 réplicas de cada uno de skasyimergen en 2ml de cloroformo, de tal
manera que arrastre el exudado de las mismas (€haeel., 1993). Estas muestras se
congelan a -« durante 12 horas para que precipiten las ceaascliales se retiran
mediante centrifugacion, almacenandose el sobreteda 4C para su posterior andlisis

(Vogt y Gilz, 1991).

. Extraccion de los compuestos presentes en el si@dothan descrito
diferentes métodos de extraccion de los componedtds suelo. Bajo condiciones
controladas, Dalton y col. (1987, 1989) y Dalto®§9, 1999), comparan algunos de los
procesos de extraccion de suelos usados para reglegEuimicos de sistemas naturales y
cultivados. De los extrayentes ensayados, la éfickclos mismos fue generalmente en este

orden: agua=metanol<acetato s6dico<EDTA=DTPA<hididsddico.

Gallet (1994), para extraer estos compuestos, &fgade muestras de suelo con
250ml de agua destilada durante 20 horas bajo Ntgmgoeratura ambiente. Inderjit y

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

Estos autores consideran que los resultados obtemion este método, mediante
extraccién con agua, son significativos por razawmddgicas. Por esta razon, y puesto que
segun Dalton (1989), el metanol presenta el misaueipde extraccion que el agua, en este
estudio se utilizd6 metanol para facilitar la evaoadn que hay que realizar con posterioridad

a la extraccion.
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Se procedio del siguiente modo: 25g de suelo seeaxtcon 40ml de metanol,
agitdndose durante 2 horas. El extracto resultemtiitra y se evapora hasta un volumen
final de 1ml (5 réplicas por cada punto de muesaim)acenandose dG para su posterior

analisis.

[11.2.3.3.- Andlisis del exudado. Cuantificacion por HPLC. Recpatrén.

Los solventes organicos almacenados de muestiagja® hojarasca y suelo fueron
analizadas por HPLC (Waters; Bombas: 515 HPLC Punygctor: 717plus Autosampler.
Detector: 996 Photodiode Array Detector) (Figura2Bul de extracto de solvente organico
eran inyectados en una columna analitica de fag¥sa@ Spherisorb6C-18 4,6x250mm.

La fase movil utilizada fue agua/acetonitrilo, imihdose el gradiente descrito en el apartado
.2.1.2.

Una vez obtenido el cromatograma, se cuantific@édatidad de cada diterpeno
presente en las muestras utilizando la ecuacida decta de calibrado correspondiente. A
continuacion se representa la recta patron dewaade los diterpenos identificados (Figura
7).
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Recta Patron de D1y =1,1186x Recta Patron de D2y = 0,9307x
R°=0,9548 R®=0,9982
1,2 1
17 038 e
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’ 0,6
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Figura 7: Rectas patrones (de calibrado) de los cuatropdites identificados e@. ladanifer
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l11.2.4.- Cuantificacion bajo condiciones controladhs: Experimentos en camara de

cultivo.

Con el objeto de estudiar la influencia de los pettéos fisicos que determinan la
sintesis de estos compuestos, se realizaron expi@sesn condiciones controladas donde se

cuantifico el efecto de la temperatura y el edtidsco.

[11.2.4.1.- Recoleccion de las plantas.

Después de intentar obtener, de forma infructuplsatas adultas d€. ladanifer
mediante semillas, y no encontrando en el mercgoptares adecuados para la realizacion

de las experiencias, se opto por la obtencionslpis de planta en el medio natural.

Se seleccionaron jaras de 2 afios de edad con 20-@0altura. Se extrajeron del
suelo sin dafar las raices y se transplantarosustnato universal, a macetas de PVC de
10cm de diametro y 20cm de profundidad. El proceo transplante se realizd
inmediatamente y en el lugar de recoleccion papeedin el deterioro de la planta y facilitar
su enraizamiento. Posteriormente se transportardabaratorio, donde se mantuvieron
durante 2 meses en condiciones naturales ant@saelde los tratamientos. Este periodo de
adaptacion consistié en regar las plantas unaeeggmana y mantenerlas bajo condiciones

de luz y temperatura ambiente.

[11.2.4.2.- Condiciones de los ensayos.

Se disefiaron cuatro ensayos en camara de gernmin&egura 8), con 9 individuos
cada uno, combinando condiciones de altas y bejapdraturas con estrés y sin estrés

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

AT-Sin E.H.

30°C con luz y 15°C en oscuridad - Con estés hid(flantas regadas cada 7 dias)

AT-Con E.H.

13°C con luz y 4°C en oscuridad - Sin estés hid(gantas regadas cada 2 dias)

BT-Sin E.H.

13°C con luz y 4°C en oscuridad - Con estés hid(fantas regadas cada 7 dias)

BT-Con E.H.

Figura 8: Jaras pertenecientes a ensayos bajo condiciones
controladas en camara de germinacion.
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La eleccion de estas temperaturas para la redlizae los ensayos no es azarosa ya
que corresponden: a la media de las temperaturgisnas en verano (30°C), a la media de
las minimas en verano (15°C), a la media de lasma&xen invierno (13°C) y a la media de
las minimas en invierno (4°C) del habitat extremédiode la distribucion d€. ladaniferes

mayoritaria(Cabezas y Escudero, 1989).

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

inicio y final de las mismas.

[11.2.4.3.- Extraccion de exudado.

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

[11.2.4.4.- Andlisis del exudado. Cuantificacion por HPLC.

Los extractos organicos de las muestras de hom®rfuanalizadas por HPLC,

utilizando el mismo protocolo analitico que enpréadall.2.3.3.

65



Materiales y Métodos

66



Materiales y Métodos

l11.3.- CUANTIFICACION DE DITERPENOS Y ESTUDIO DE L A ACTIVIDAD
ALELOPATICA DE Cistus ladanifer L. EN UN MEDIO NATURAL CON
CONDICIONES CLIMATICAS DIVERSAS.

[11.3.1.- Seleccion de los puntos de muestreo.

Se seleccionaron ocho jarales distribuidos en d¢&ipcia de Badajoz (Figura 9).
Estos puntos de muestreo presentan condicionesitidas diferentes (temperatura y
precipitaciéon) (Tablas 1-4). Respecto a la tempematencontramos localidades como
Higuera la Real con una temperatura media anuab@®C y otras como Valle de la Serena
o Quintana con 17,3°C. Las precipitaciones anualgan entre los 391 I/de Valle de la
Serena y los 702 Ifinde Cabeza la Vaca. Estos datos son los valores realeafio de
estudio y fueron obtenidos en el Instituto Nacia&Meteorologia del Ministerio de Medio

Ambiente.
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Corﬂ"""’o e Quintana de la Serena

® valle de la Serena

Higuera la Rea-capeza la Vaca

Figura 9: Localizacién de las ocho poblaciones seleccionadda
regién extremefia y concretamente en la provincBatfajoz.

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

Primavera Verano Otofo Invierno
Cornalvo 61,5 16,6 281,8 136,4
Quintana de la Serena 113,2 38,6 156,0 130,4
Valle de la Serena 98,0 11,2 134,0 148,2
Hornachos 139,8 44.8 219,7 130,7
Santa Ana 147,0 33,0 289,5 1477
Jerez de los Caballeros 126,0 40,5 300,0 160,0
Higuera la Real 198,0 32,0 253,2 191,9
Cabeza la Vaca 155,2 51,0 309,5 187,2
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Tabla 2: Valores medios de temperatura media estacional de las pobtaciones
distribuidas en la provincia de Badajoz. Valoregrezados en °C.

Primavera Verano Otofo Invierno
Cornalvo 17,8 25,7 13,7 9,2
Quintana de la Serena 18,9 26,6 13,9 9,8
Valle de la Serena 18,1 27,1 13,7 10,4
Hornachos 18,9 26,0 14,1 10,2
Santa Ana 16,0 24,5 12,7 9,1
Jerez de los Caballeros 17,1 25,4 12,6 9,9
Higuera la Real 18,3 22,7 11,3 8,7
Cabeza la Vaca 16,7 23,9 12,9 8,7

Tabla 3: Valores de temperatura media méxima estacional de las pobtaciones
distribuidas en la provincia de Badajoz. Valoregrezados en °C.

Primavera Verano Otofio Invierno
Cornalvo 26,2 34,8 16,9 13,8
Quintana de la Serena 25,5 34,2 16,8 14,0
Valle de la Serena 26,1 35,5 17,5 15,7
Hornachos 24,2 32,7 17,8 13,9
Santa Ana 23,8 34,8 16,1 14,1
Jerez de los Caballeros 24,3 33,3 15,6 14,4
Higuera la Real 24,7 35,6 17,1 13,1
Cabeza la Vaca 25,1 34,7 15,2 13,9
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Tabla 4:Valores de temperatura media minima estacional de las qcidaciones

distribuidas en la provincia de Badajoz. Valoregregados en °C.

Primavera Verano Otofio Invierno
Cornalvo 12,3 18,6 7,8 4,6
Quintana de la Serena 11,3 18,1 8,4 5,5
Valle de la Serena 11,7 17,9 8,5 51
Hornachos 12,3 16,3 7.9 6,5
Santa Ana 12,0 18,5 9,1 54
Jerez de los Caballeros 111 17,4 8,7 5,2
Higuera la Real 11,2 17,9 8,5 4.4
Cabeza la Vaca 10,9 18,3 8,8 4,9

Del mismo modo se seleccionaron doce poblaciongards distribuidas N-S de la
Peninsula Ibérica con condiciones climéaticas difie® y mas extremas que las ocho
anteriores (Figura 10) (Tabla 5-8). De tal maneu®,gencontramos localidades como
Destriana con una temperatura media anual de 13,85tas como Puerto de Galis con
18,8°C. Por su parte, las precipitaciones anuaeisrv entre los 324 Ifrde El Cubo del
Vino y los 1130 I/mi de Valverde del Fresno. Estos datos son los valomdsselel afio de

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

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

Pantano de Ricobayo (Zamora)
[

o El Cubo del Vino (Zamora)

Valverde del Fregno (Céacer o Hervas (Caceres)

~—

Alburquerque (Badajoz)
@

Hornachos (Badajoz)

® Azuaga (Badajoz)

Cazallad Sewlgl). La Nava de la ConcepciéndSevilla)

Puerto de Galis (C3

Figura 10: Localizacién de las doce poblaciones seleccionadda Peninsula
Ibérica.
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Tabla 5: Valores de precipitacion total estacional de las docegmbhes distribuidas
en la Peninsula Ibérica. Valores expresados €.

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

Primavera Verano Otorio Invierno
Ponferrada 15,8 213 9,0 7,1
Destriana 14,0 19,7 7,9 5,7
Ricobayo 14,9 21,5 8,3 6,2
El Cubo 14,5 21,6 8,7 6,4
Hervas 16,9 26,8 10,8 8,7
V. del Fresno 14,8 22,1 9,2 7,2
Alburquerque 18,6 26,3 12,2 10,3
Hornachos 19,2 25,4 13,2 10,6
Azuaga 18,6 26,2 12,2 10,3
Cazalla de la S. 16,4 23,0 11,4 8,8
La Nava de la C. 20,5 27,5 13,5 10,7
Puerto de Galis 19,5 26,2 15,8 13,5

73



Materiales y Métodos

Tabla 7: Valores de temperatura media maxima estacional de las poiglaciones
distribuidas en la Peninsula Ibérica. Valores esquies en °C.

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

Primavera Verano Otorio Invierno
Ponferrada 8,6 134 49 2,1
Destriana 7,0 12,3 3,2 0,1
Ricobayo 7.9 14,0 4.3 1.4
El Cubo 7,2 13,5 4.4 1,4
Hervas 11,6 19,6 6,8 4,1
V. del Fresno 6,9 131 4,7 2,2
Alburquerque 11,4 17,4 8,0 5,2
Hornachos 12,1 17,4 8,9 54
Azuaga 12,2 18,3 8,3 5,7
Cazalla de la S. 7,3 11,9 55 1,3
La Nava de la C. 13,1 18,8 9,0 55
Puerto de Galis 15,1 20,9 12,6 9,5
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[11.3.2.- Recogida de muestras.

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

en el apartadtl.2.3.1.

[11.3.3.- Extraccién del exudado y preparacién de mestras.

[11.3.3.1.- Extraccion del exudado

Para poder determinar y cuantificar los compuegtiesentes en las distintas
muestras, se procede a la extraccion del exudapoesdo el protocolo descrito en el
apartadolll.2.3.2. En este caso, las muestras recogidas de sueldliganusolo en los
ensayos y no en la cuantificacibn de los compugesios lo que no se procede a su

extraccion.

[11.3.3.2.- Preparacion de soluciones acuosas.

Los ensayos de germinacion se realizaron con swlesiacuosas procedentes de las
muestras de hojas, hojarascas y suelo recogidosada punto de muestreo. Para la

preparacion de estas soluciones acuosas se prateiiéGiguiente forma:
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. Solucién acuosa de hojas y hojarasca: 50g de hpjdmjarascas se

mantienen agitdndose durante 24 horas en un aggadblitro de agua destilada.

. Solucién acuosa de suelo: Tras secar al aire klssde jaral y pasarlos por
un tamiz de 2mm de poro, se toman 100g de cadg saanantienen en agitacion en 500ml

de agua destilada durante 24 horas.

Posteriormente se filtran las soluciones y el ekxtracuoso se almacena en la nevera

durante su utilizacion.

[11.3.3.3.- Preparacion de sustratos.

Los ensayos se realizaron sobre diferentes sustiRépel Whatman n°118, suelo de
jaral (recogidos justo debajo de la planta), y swelntrol (recogidos fuera de la influencia
de la jara). Las muestras de suelo, tanto de jamsoccontrol, fueron recogidas en cada
localidad de muestreo y tras un tamizado (2mm de)m@ almacenan para su utilizacién en

los distintos ensayos de germinacion.

[11.3.4.- Andlisis de las muestras.

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

cabo siguiendo el mismo protocolo descrito en attapolll.2.3.3.

77



Materiales y Métodos

[11.3.5.- Ensayos de germinacion.

[11.3.5.1.- Ensayos de germinacion en papel.

Se sembraron 25 semillas Bamex crispufla eleccion de estas semillas se describe
en el apartaddll.1.3.1) en placas Petri sobre papel Whatman n°118, laesse regaron
diariamente con las soluciones acuosas obtenidadoges, hojarascas y suelos. Las
concentraciones utilizadas de las mismas son 86Qg(de hojas o 50g de hojarasca en 1l de
agua) y 1/2 para las soluciones de hoja y hojarastapara soluciones de suelo (100g de
suelo de jaral en 500ml de agua). Cuatro réplieasatla muestra y por concentracion se
mantienen durante 45 dias en una camara de cudtitemperatura constante {€% y

fotoperiodo de 15 horas de luz y 9 horas de osadrid

[11.3.5.2.- Ensayos de germinacion en suelos.

[11.3.5.2.1.-Estudio del potencial alelopatico de suelos asansaalC. ladanifer

Para cuantificar la actividad alelopética de losleti de jarales de las diferentes
poblaciones seleccionadas, 30g de cada una deukestnas (suelos de jaral y suelos control)
se colocan en placas Petri donde se siembran miglerente 25 semillas dR. crispus
(cuatro replicas) y se riegan diariamente con aillaQ. Se mantienen durante 45 dias en
una camara de cultivo a temperatura constanf&C}2bcon un fotoperiodo de 15 horas de

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

suelo.

En placas Petri con 30g de suelos control, se seobsuperficialmente 25 semillas
de R. crispus Estos suelos se riegan diariamente con las solesiacuosas obtenidas de
hojas, hojarascas y suelos. Las concentracionigadtis de las mismas son de 1 (100g de
hojas o 50g de hojarasca en 1l de agua; 100g de deigaral en 500ml de agua) y 1/2 para
las soluciones de hoja y hojarasca. Cuatro réptieasada muestra y por concentracion se
mantienen durante 45 dias en una camara de cudtitemperatura constante {€% y

fotoperiodo de 15 horas de luz y 9 horas de osadrid
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l.4.- PARAMETROS MEDIDOS PARA CUANTIFICAR EL EFEC TO
ALELOPATICO.

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

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

Dependiendo del tipo de ensayo, al final de la B&peia se miden por placa, diez

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

Para la obtencion de la biomasa se pesa el totgblatgulas de cada placa,
obteniendo asi el peso hiumedo medio de cada manRdsteriormente, se mantienen
durante 24 horas en una camara de desecaci6rf@, Mifleniéndose el peso seco medio de

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

[11.5.1.- Analisis estadistico en la cuantificaciérde diterpenos.

Debido al reducido nimero de datos (<30) dentroadia muestra, para establecer si
los valores eran significativamente diferentes eetos muestras, se utilizé el test no

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

Del mismo modo, para analizar si existian difer@naignificativas al comparar los
valores entre mas de dos muestras, ya sean latedida estaciones, se utilizo el test de

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

[11.5.2.- Andlisis estadistico de los ensayos derg@nacion.

Los resultados de germinacion, nacimientos de edmiles, longitud de raiz y
cotiledones, asi como los resultados de biomasaxm@san porcentualmente referidos al

control. El célculo de los porcentajes se hizo @i las siguientes formulas:
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% Germinacion = (n° germinadas tratadas /n° geamaontrol) x 100
% Cotiledones = (n° cotiledones tratados /n° atiifes control) x 100

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

100

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

cotiledén control) x 100

% Biomasa seca = (Peso seco medio de plantuldargteso seco medio de plantula

control) x 100

Para establecer si los valores eran significativaendiferentes al comparar el efecto
de los compuestos, o cada uno de los tratamieotes,efecto de las distintas soluciones
acuosas con sus controles, se utilizé el test manpatrico de Mann-Whitney U. Se

consideran diferencias significativas con p<0,05.

Para analizar si existian diferencias significatiemtre mas de dos muestras, se

utilizé el test de Kruskal-Wallis. Se considerafedincias significativas con p<0,05.
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IV.1.- ESTUDIO DEL EFECTO INDIVIDUAL Y DE INTERACCI ON, DE
11 COMPUESTOS FITOTOXICOS PRESENTES EN EL EXUDADO DE
Cistus ladanifer L., SOBRE LA GERMINACION Y DESARROLLO DE

PLANTULAS DE Rumex crispus BAJO DIFERENTES CONDICIONES DE
LUZ Y TEMPERATURA.

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

identificados erC. ladanifer asi como de la accién conjunta de los mismos.

87



Resultados

88



Resultados

IV.1.1.- Actividad de compuestos fitotoxicos presées en el exudado d€istus ladanifer

L., bajo diferentes condiciones de luz y temperatua.

En este apartado se muestra el efecto sobre lairgaidn y desarrollo de
cotiledones y raices de. crispusde 11 compuestos con actividad alelopatica ideatbs
en el exudado d€. ladanifer,en las distintas condiciones de temperatura yehsayadas.
Analizando los cuatro tratamientos en general, isinduen tres grupos respecto a la
actividad fitotoxica que presentan: compuestos lzagja actividad como el acido ferdlico,
acido 4-hidroxibenzoico, &cido oxalico, acido nmeélonico, acido p-anisico, acido 3-
hidroxibutirico y azuleno; con actividad intermediamo el acido cinamico y el &cido
hidrocindmico; y compuestos con alta actividad cahmetilpropionato y acido butirico.
Estos resultados muestran que los pardmetros tetapery luz, pueden modificar la

actividad de estos compuestos, bien aumentandarordiyéndola.

A continuacién se analiza como son afectados ma nao de los compuestos en los
diferentes tratamientos, la germinacién, el naaitaiele cotiledones, y el desarrollo de las

plantulas, considerando para ello la longitud de yacotiledones.

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

En la Tabla 1 se muestra el efecto de los aleldgosrbajo diferentes condiciones
de luz y temperatura a distintas concentraciondsesta germinacion ddR. crispus
expresado como porcentaje relativo al control. kesultados ponen de manifiesto la
existencia de compuestos que poseen un alto efieciahibicion a concentracion
independientemente del tratamiento al que sean tglmee como es el caso del
metilpropionato y el &cido butirico. Al disminuira | concentracion, el efecto del
metilpropionato desaparece bajo los tratamientosd=LATemperatura Alta y Fotoperiodo
Largo) y TA-FC (Temperatura Alta y Fotoperiodo @)rtmientras que para el resto de

tratamientos sigue existiendo inhibicién, aunque raenor grado. Al disminuir la
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concentracion del &cido butirico a™M, la inhibicion disminuye ligeramente, aunque
mantiene el efecto negativo de forme significa(iMann-Whitney U, p<0,05). Cuando se
disminuye a 10M el efecto desaparece bajo las diferentes combisi@nsayadas excepto

cuando se encuentran a TA-FC.

Por otra parte, el 4cido cinamico y el acido hidrémico presentan una actividad
intermedia, de tal manera que a concentracioned0d¥ tienen un ligero efecto de
inhibicion sobre la germinacién (M-W, p<0,05). Eidb cindmico inhibe bajo las distintas
condiciones de luz y temperatura excepto cuanémsaya a TA-FC. Es de destacar que los
tratamientos bajo los que el compuesto es masoasignificativamente (Kruskal-Wallis,
p<0,05) son TC-FC (Temperatura Constante y FotogerCorto) y TA-FL. En el caso del
acido hidrocindmico, a excepcién de las condicioM€sFL (Temperatura Constante y
Fotoperiodo Largo), este compuesto inhibe la geaniém en el resto de condiciones de luz
y temperatura ensayadas, destacando que la irdnib&i estos tres tratamientos es igual
significativamente (K-W, p>0,05). Al disminuir laoecentracion, tanto el &cido cinamico

como el acido hidrocindmico pierden su efecto iitlibbajo todos los tratamientos.

El azuleno por su parte, inhibe ligeramente a aunaeion 1M, cuando actia bajo
las condiciones de TC-FC y TA-FC (M-W, p<0,05).diminuir la concentracion a 111

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

Existen cinco compuestos que muestran inhibiciéla anaxima concentracion
ensayada bajo un Unico tratamiento, es decir, & goadiciones de luz y temperatura
determinadas. Tres de ellos, acido ferdlico, 4oxfalico y acido 3-hidroxibutirico, inhiben
significativamente la germinacion (M-W, p<0,05) das condiciones de TC-FC, mientras
gue el &cido metilmaldnico y el &cido p-anisichémen a TA-FC. Al bajar la concentracion

de todos estos compuestos el efecto negativo desapa

Solo existe un compuesto, acido 4-hidroxibenzoige bajo ningun tratamiento y
ninguna de las concentraciones ensayadas predeota regativo sobre la germinacion de

las semillas d&. crispus
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Tabla 1: Efecto de aleloquimicos dg. ladanifer sobre la germinacion dR. crispusbajodiferente

tratamientos Resultados expresados como porcentaje relativo aiotont

% Germinacion
Tratamientos

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

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

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

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

TC-FC: Temperatura constante (2§ fotoperiodo corto (9 h de luz-15 h oscuridad)
TA-FL: Temperatura alta (2uz-35°oscuridad) y fotoperiodo largo (15 h de luz-9 h oistad)
TA-FC: Temperatura alta (20z-35’oscuridad) y fotoperiodo corto (9 h de luz-15 h oistad)
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IV.1.1.2- Efecto de los aleloquimicos sobre el ma@nto de cotiledones.

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

fitotoxicidad de la mayoria de los compuestos coagdensaya a condiciones de TA-FL.

Al igual que ocurriera con la germinacion, los comlegtos acido metilpropionato y
4cido butirico, a concentracion 0, ejercen una inhibicién total sobre el nacimiedt
cotiledones, independientemente del tratamientcag®. Al disminuir la concentracion del
metilpropionato a 1EM, el efecto desaparece en todos los tratamierxespéo bajo
condiciones de TC-FC. En el caso del acido butiniy que bajar la concentracién a’0
para que desaparezca el efecto. Unicamente bajdiccames de TC-FC se mantiene el

efecto significativo inhibitorio aunque mas modergbl-W, p<0,05).

El &cido cinamico y el hidrocinamico inhiben sigrdtivamente el nacimiento de
cotiledones bajo cualquier tratamiento a conceittnat0°M (M-W, p<0,05). La inhibicion
del acido cindmico bajo el tratamiento de TA-FLsamificativamente superior que bajo el
resto de condiciones (K-W, p<0,05); y por el candrael 4cido hidrocinamico presenta el

mismo efecto inhibidor bajo cualquier tratamierkeW/, p>0,05).

El 4cido metilmaldnico, acido p-anisico y el azalegjercen inhibicidn significativa
Unicamente cuando estan sometidos a TA-FL y TAMGA(, p<0,05). En los tres casos, no
existen diferencias significativas entre el efegte® ejercen los dos tratamientos (M-W,
p>0,05). Al disminuir la concentraciéon a 0,5°M0 la inhibicion desaparece en todos los

casos a excepcion del acido p-anisico donde sdanariajo TA-FL.

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

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

% Cotiledones
Tratamientos

Concentracion TC-FL  TC-FC  TA-FL  TA-FC p(K-W)
Acido Eerdi 10°M 110,0 88,7* 95,1 95,3 < 0,05
Cldo Ferulico
0,5-10°M 102,4 87,5 91,4 105,5 > 0,05
Acido Cinami 10°M 59,3* 50* 7,4% 77,3* < 0,05
Cclao Cinamico
10°M 97,5 87,5 86,4 93,9 > 0,05
o o . 10°M 111,4 103,8 - 84,2* < 0,05
Acido 4-Hidroxibenzoico
10*M 109,7 102,5 101,2 103,6 > 0,05
Acido Hidrocinamico 10°M 50 87,5" 67.9* 87" >00s
10*M 103,6 97,5 83,9* 75,9* > 0,05
. . 10°M o* 0* 0* 0* > 0,05
Metilpropionato
10°M 91,0 67,5* 87,7 110,5 < 0,05
Acido Oxdli 10°M 100,0 71,2* 86,4 96,7 > 0,05
Clao Oxalico
0,5-10°'M 109,0 108,8 103,7 91,2 > 0,05
Acido Metilmaldénico 10°M 114.9 9.3 53 80,5* <005
0,5-10°M 105,1 92,6 101,2 93,9 > 0,05
Acido p-Anfsi 10°M 105,4 93,8 54,3* 71,8* < 0,05
Clao p-ANnisico
0,5-10°M 110,5 88,8 85,1* 100,8 < 0,05
10°M 0* 0* 0* 0* > 0,05
Acido Butirico 10°M 0* 0* 0* o* > 0,05
10’ M 110,7 96,3 77,7* 91,2 < 0,05
Acido 3-Hidroxibutirico 10°M 102,3 862" 802" 102,2 > 0.0
0,5-10°M 107,8 101,3 79* 98,1 < 0,05
Azuleno 103M 100,5 86,3 75,3* 82,8* < 0,05
10*M 108,7 86,3 96,3 107,7 > 0,05

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

p (K-W): Diferencias significativas entre tratamientos( %

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

TC-FC: Temperatura constante (% fotoperiodo corto (9 h de luz-15 h oscuridad)
TA-FL: Temperatura alta (2iz-35oscuridad) y fotoperiodo largo (15 h de luz-9 husistad)
TA-FC: Temperatura alta (20z-35°oscuridad) y fotoperiodo corto (9 h de luz-15 huistad)
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El resto de compuestos, é&cido ferulico y acido iowal solamente actian
negativamente sobre el nacimiento de cotiledonasdmse ensaya con TC-FC y el acido 4-

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

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

En general, se observa que existe un gran efebtbidor sobre el tamafio de las
raices por parte de todos los compuestos y en tasl@®ndiciones. Similar a los resultados
obtenidos para la germinacion y nacimiento de exbtihes, el acido metilmaldnico y el 4cido
butirico, a concentracién M, son los compuestos que mas afectan negativanente
tamafio de la raiz (M-W, p<0,05) (Tabla 3). Al dismii la concentracion a 1®, el
metilpropionato mantiene la inhibicion de formandiigativa con los tratamientos de TA-FL
y TA-FC, perdiendo el efecto con los tratamiented @€-FL y TC-FC. El 4cido butirico deja

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

Compuestos como el &cido cindmico, &cido hidrocicdmacido p-anisico, y
azuleno también presentan inhibicién significatbago todos los tratamientos, aunque no
todas las condiciones afectan por igual a la a#tvide los compuestos. Asi, el acido
cindmico ejerce menor inhibiciébn a TA-FC que bajaesto de los tratamientos (K-W,
p<0,05); el acido hidrocinamico junto con el azolgmesentan mayor inhibicion a TA-FL
(K-W, p<0,05), y el &cido p-anisico actia mas nggatente a TA-FL y TA-FC (K-W,
p<0,05). Al bajar las concentraciones, el efecgatieo permanece aunque en menor grado.

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

El acido ferdlico y el acido metilmalonico inhibesl tamafio de la raiz, a
concentracion I8M, bajo todos los tratamientos ensayados, excegtodn son sometidos a
TC-FC. No existen diferencias significativas erdtre tratamientos con efecto negativo (K-
W, p>0,05). Cuando se ensaya con concentracionedajas, el acido ferdlico mantiene su
actividad en los tratamientos de TA-FL y TA-FC yaeldo metilmalonico Unicamente con

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

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

Acido Fertlico

0,5-10°M 85,5 96,3 76,5* 73,8* < 0,05
o L 10%M 8,91~ 8,2* 8,61* 25,22* < 0,05
Acido Cinamico
10°M 81,5* 109,0 83,1 84,6 < 0,05
o o _ 10%Mm 84,64* 102,0 - 93,6 <0,05
Acido 4-Hidroxibenzoico
10*M 79,6* 101,0 85,8 94,4 < 0,05

10°Mm 48,15* 61,29* 31,56* 59,81* <0,05

Acido Hidrocinamico
10*M 81,1* 103,0 71,7* 64,5* < 0,05

. . 10°M o* 0* 0* 0* > 0,05
Metilpropionato
10°M 90,3 98,5 57,7* 79,4* < 0,05
Acido Oxli 10°M 82,68* 85,5 59,97* 101,5 < 0,05
Clao Oxalico
0,5-103M 89,0 94,1 109,0 108,0 < 0,05
Acido Metilmaloni 10°M 76,7* 85,3 73,7* 76,1* < 0,05
Cldao vietlmalonico
0,5-103M 83,27* 98,7 97,4 101,3 < 0,05
Acido b-Anis 10°M 68,35*  69,13*  51,94*  56,30* <0,05
Clao p-ANnisico
0,5-10°M 87,6 91,7 63,8* 74,4* <0,05
10°M o* o* o* 0* > 0,05
Acido Butirico 10°M 7,54* 7,29* o* 5,2* < 0,05
10'M 99,6 102,0 95,0 103,8 > 0,05
Acido 3-Hidroxibutirico 10°M 79.14% 97.9 77,62" 100,8 <005
0,5-103M 99,9 103,2 63,3* 87,6 < 0,05
Azl 10°M 30* 45,17* 25,82* 52,66* < 0,05
zuleno
10*M 67,16* 86,1 84,6* 84,3* < 0,05

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

p (K-W): Diferencias significativas entre tratamientosQ %

TC-FL: Temperatura constante {2¥ fotoperiodo largo (15 h de luz-9 h oscuridad)
TC-FC: Temperatura constante (% fotoperiodo corto (9 h de luz-15 h oscuridad)
TA-FL: Temperatura alta (2iz-35oscuridad) y fotoperiodo largo (15 h de luz-9 husistad)
TA-FC: Temperatura alta (20z-35oscuridad) y fotoperiodo corto (9 h de luz-15 husistad)
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El &cido oxalico y el &cido 3-hidroxibutirico, a leoncentracion mas alta
seleccionada, inhiben en las condiciones de TC-HIAYL. En el caso del 4cido oxalico
existen diferencias significativas entre estos tdatsmientos, siendo con TA-FL cuando se
registra una inhibicion significativamente mayor -\, p<0,05). Al disminuir la
concentracién de estos compuestos el efecto desapé-W, p>0,05) a excepciéon del
acido oxalico, el cual mantiene inhibicion sigrifiva cuando es incubado con TA-FL. Por
altimo, el Acido 4-hidroxibenzoico solamente inhiédgamafio de la raiz cuando es expuesto

a TA-FL con las dos concentraciones ensayadas.

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

El efecto sobre el tamafio de los cotiledones deplastulas deR. crispus se
exponen en la Tabla 4. A concentracior’NIQ el acido metilpropionato y el acido butirico
inhiben totalmente este parametro, dejando deegjefecto negativo a concentracion’vo

el metilpropionato y a 1M el butirico.

El 4&cido cindmico y el &cido 3-hidroxibutirico iblen significativamente bajo todos
los tratamientos (M-W, p<0,05), con excepcidén deFCpara el cindmico y TA-FC para el
hidroxibutirico. Es de destacar que, el efectcad@lo cinamico es significativamente mayor
cuando es sometido a TC-FL y TA-FL (K-W, p<0,05). disminuir la concentracion, la

inhibicién desaparece y solo el 4cido 3-hidroxitici mantiene la inhibicion a TA-FL.

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

concentracién, la inhibicion ejercida sobre el thmde los cotiledones desaparece.
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Tabla 4: Efecto de aleloquimicos dg. ladanifer sobre la longitud de los cotiledones Recrispus
bajo diferentes tratamientofResultados expresados como porcentaje relativonata.

% Longitud de Cotiledones
Tratamientos

Concentracion TC-FL  TC-FC  TA-FL  TA-FC p(K-W)
Acido Ferdl 10°M 73,65* 88,4 87,27* 90,7 < 0,05
Cldo Ferulico
0,5-10°M 100,0 90,5 94,8 100,5 > 0,05
Acido Cinami 10°M 53,68* 92,6 46,75* 86,45* < 0,05
Cclao Cinamico
10°M 106,9 104,7 96,6 89.8 > 0,05
o o . 10°M 73,64* 94,1 - 106,6 < 0,05
Acido 4-Hidroxibenzoico
10*M 88,2 105,9 101,3 111,9 < 0,05
Acido Hidrocin&mi 103Mm 65,36* 92,7 62,34* 99,8 < 0,05
Cldo HidrocCinamico
10*M 90,4 102,1 103,9 95.8 > 0,05
. . 10°M 0* 0* 0* 0* > 0,05
Metilpropionato
10°M 109,0 86,7 89,3 92,3 < 0,05
Acido Oxdli 10°M 72,30% 82,99* 96,6 94,0 < 0,05
Clao Oxalico
0,5-10°M 99,4 93,5 102,6 95,6 > 0,05
Acido Metilmaloni 10°M 80,51* 96,5 101,3 97,8 < 0,05
Cldo Metlimalonico
0,5-10°M 108,2 87,0 87,0 92,9 < 0,05
Acido p-Anfsi 10%M 72,30* 94,1 80* 95,9 < 0,05
Clao p-ANnisico
0,5-10°M 107,3 90,7 100,8 89,6 < 0,05
10°M 0* o* o* o* > 0,05
Acido Butirico 10°M 0* 0* o* 0* > 0,05
10" M 108,6 99,8 97,4 100,1 > 0,05
Acido 3-Hidroxibutiri 10°M 73,29% 74,53* 82,86* 105,0 < 0,05
CldO S-Hladroxiputirico
0,5-10°M 106,9 86,2 81,03* 101,9 < 0,05
Azl 10°M 102,6 97,2 67,53* 103,9 < 0,05
zuleno
10*M 117,3 96,4 105,7 106,3 > 0,05

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

p (K-W): Diferencias significativas entre tratamientos( &

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

TC-FC: Temperatura constante (2% fotoperiodo corto (9 h de luz-15 h oscuridad)
TA-FL: Temperatura alta (2uz-35oscuridad) y fotoperiodo largo (15 h de luz-9 husistad)
TA-FC: Temperatura alta (20z-35oscuridad) y fotoperiodo corto (9 h de luz-15 husistad)
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IV.1.2.- Actividad derivada de la interaccion de cmpuestos fitotoxicos presentes en el

exudado deC. ladaniferL., bajo diferentes condiciones de luz y temperatua.

IV.1.2.1.- Efecto de la interaccién de los aleloquitos sobre la germinacian

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

de estos compuestos llegando incluso en algunos eadesaparecer.

Hay que destacar, al igual que cuando se ensaybsaompuestos por separado,
que la actividad de las mezclas puede verse pattaa@ disminuida dependiendo de las
condiciones del tratamiento. De esta forma, a aur@eién 10M, las mezclas 4, 7, 8 y 10
no ven alterado significativamente su actividadibiora en funcion de las condiciones
climaticas (K-W; p>0,05). Sin embargo, las mezdlag, 3, 5, 6 y 9 si presentan diferencias
significativas entre los tratamientos (K-W; p<0,0B)on estas mezclas, la inhibicién es

significativamente mayor cuando son sometidos &T@-TA-FL.

Al bajar la concentracion a 0,57, la actividad de las mezclas es alterada
igualmente por la influencia de la luz y temperatute tal manera que las mezclas 6, 7y 8
presentan una inhibicion significativamente mayajolos tratamientos de TA-FL y TA-FC,
que bajo los tratamientos TC-FL y TC-FC (K-W; p<#),0La mezcla 5 ejerce un efecto
negativo significativamente superior con el tratamo TA-FC, y la mezcla 10 con TA-FL

(M-W; p<0,05).
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El resto de las mezclas, o pierden su actividastaa @ncentracion (como le sucede
a las mezclas 1 y 3) o no se encuentran diferesagfficativas entre los tratamientos bajo

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

Tabla 5: Efecto de las mezclas de aleloquimicos @eladanifer, sobre la germinacion de.
crispus, bajo diferentes tratamientos. Datos expresado® qorcentaje relativo al control.

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

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

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

*significativamente no diferente al control p>008ann-Whitney U-test)

TC-FL: Temperatura constante {2y fotoperiodo largo (15 h de luz-9 h oscuridad)
TC-FC: Temperatura constante {$ fotoperiodo corto (9 h de luz-15 h oscuridad)
TA-FL: Temperatura alta (2uz-35°oscuridad) y fotoperiodo largo (15 h de luz-9 husistad)
TA-FC: Temperatura alta (J0z-350oscuridad) y fotoperiodo corto (9 h de luz-15 huoitad)
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IV.1.2.2.- Efecto de la interaccién de los aleloquitos sobre el nacimiento de cotiledones

Al igual que para la germinacion, los mayores patajes de inhibicion se producen
bajo el tratamiento TA-FL, donde la inhibicion dws Icotiledones es practicamente total
cuando se ensaya con todas las mezclas, a excefgclammezcla 2 (Tabla 6). El porcentaje
de inhibicién con las mezclas 3 y 5 a concentradidtM es significativamente diferente
(K-W; p<0,05) dependiendo del tratamiento aplicdd® tal manera, que cuando se ensaya a
TC-FC, la inhibicion que ejercen estas mezclas esdaremergencia de cotiledones es
significativamente menor (M-W; p<0,05) que a TA-HIA-FC y TC-FL, entre los que no

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

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

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

Con el resto de mezclas ensayadas no se altefacéd ele forma significativa al
variar las condiciones de los tratamientos, ejadneéstas un efecto practicamente total de

inhibicion.

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

mezcla 2 a TC-FC y TA-FC.

Se puede detectar que existen cinco mezclas,31,8y 10 cuya inhibicién sobre el
nacimiento de cotiledones no se modifica dependiatellos tratamientos a los que estén
sometidos. Por el contrario, el efecto que ejerecesto de las mezclas es alterado de forma
muy diversa por los distintos tratamientos. Asgndb de forma general, los ensayos

realizados bajo condiciones de TA-FL donde presemtayor inhibicion.
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Tabla 6 Efecto de las mezclas de aleloquimicosGidéadanifer, sobre el nacimiento de cotiledones de
R. crispu., bajo diferentes tratamientos. Datos expresadom @mrcentaje relativo al control.

% Cotiledones
TC-FL TC-FC TA-FL TA-FC
Mezclas  10°M 0,5-10°M 10°M 0,5-20°M 10°M 0,5-10°M 10°M 0,5-10°M

1 36,7 76,0 76,5 91,5* 7,4 85,2* 67,2 81,4
2 2,1 53,3 60,0 93,8* 2,5 56,8 83,7* 99,5*
3 1.4 24.4 42,5 48,8 0 55,8 4,5 58,6
4 0 20,5 0 28,8 0 6,2 14 60,8
5 52 39,8 12,5 75,0 0 28,4 24 14,3
6 0 19,0 0 13,8 0 0,0 0 0

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

9 53 49,0 13 0 0 18,5 7,8 87,1*
10 0 0 0 0,6 0 0 0 14

*significativamente no diferente al control p>00Bann-Whitney U-test)

TC-FL: Temperatura constante {2¥ fotoperiodo largo (15 h de luz-9 h oscuridad)
TC-FC: Temperatura constante (g fotoperiodo corto (9 h de luz-15 h oscuridad)
TA-FL: Temperatura alta (2uz-35’0scuridad) y fotoperiodo largo (15 h de luz-9 husistad)
TA-FC: Temperatura alta (20z-35°oscuridad) y fotoperiodo corto (9 h de luz-15 huritad)

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

En la Tabla 7 se observa como, todas las mezciasxsiepcion ejercen una fuerte
inhibicion sobre el tamafio de las raices bajo téasatamientos. Las condiciones de estos
tratamientos pueden condicionar la fitotoxicidadatemezclas, y por tanto, su efecto sobre
el desarrollo de las raices de las plantulas. @sioncentracion 1M, los porcentajes de

inhibicién varian de forma significativa dependierdgl tratamiento que estemos aplicando.
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Esto sucede para todas las mezclas, con excepei@s thezclas 1, 5, 8 y 9, cuya inhibicién

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

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

p>0,05).

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

% Longitud de Raiz
TC-FL TC-FC TA-FL TA-FC
Mezclas  10°M 0,5:10°M 10°M 0,5-20°M 10°M 0,5-10°M 10°M 0,5-10°M

1 8,7 79,0 17,1 80,8 115 45,9 20,1 51,3
2 3,9 18,0 19,1 28,2 115 40,2 23,7 29,4
3 3,9 12,0 4,4 6,8 0 115 50 13,7
4 3,9 3,9 0 55 0 12,9 7,7 8,5
5 3.9 10,8 3,6 17,4 57 8,6 7,7 5,6
6 6.8 6.4 7,3 5,2 0 115 10,3 9,5
7 0,9 3.9 9,7 3,6 0 7,7 0,0 4,6
8 0 4,9 3,6 3,8 0 0 52 0

9 4,6 37,5 4,6 19,1 57 12,9 6.6 12,7
10 1,2 7,5 3,6 3,6 0 0 10,3 7,7

*significativamente no diferente al control p>00Bann-Whitney U-test)

TC-FL: Temperatura constante (2% fotoperiodo largo (15 h de luz-9 h oscuridad)
TC-FC: Temperatura constante (g fotoperiodo corto (9 h de luz-15 h oscuridad)
TA-FL: Temperatura alta (2luz-35’oscuridad) y fotoperiodo largo (15 h de luz-9 husistad)
TA-FC: Temperatura alta (20z-35°oscuridad) y fotoperiodo corto (9 h de luz-15 husitad)
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IV.1.2.4.- Efecto de la interaccion de los aleloquitos sobre la longitud de los

cotiledones

El efecto sobre el tamafio de los cotiledones sestrauen la Tabla 8. Al igual que
ocurre con el resto de parametros estudiados, yaniaade las mezclas ejercen una fuerte
inhibicion. Existen tres mezclas (1, 2 y 3) en tage se aprecia un efecto negativo
dependiente de los tratamientos. Asi, por ejengptmncentracion 1M, la mezcla 1, ejerce
un efecto negativo Unicamente bajo las condicioleeEA-FL; la mezcla 2 con TC-FL y TA-

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

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

p>0,05).

Al disminuir la concentracién, el efecto negatiabi® el tamafio de los cotiledones
en la mayoria de los casos disminuye, llegandasoch desaparecer. Esto sucede con la
mezcla 1 y 2 bajo el tratamiento TA-FL, la mezclar8TC-FC y TA-FL, la mezcla 4 con
TA-FC, la mezcla 5 con los tratamientos TC-FL y FC; y la mezcla 9 bajo TC-FL, TC-FC

y TA-FC. El resto de mezclas y tratamientos maetida inhibicion.

En general, la actividad de las mezclas sobre rebfia de cotiledones varia
dependiendo de los tratamientos, siendo los engagtigados a TA-FL los que presentan

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

% Longitud de Cotiledones

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

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

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

2 19,0 82,0 91,7* 81,0 20,8 85,71% 93,04  100,5*

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

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

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

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

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

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

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

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

*significativamente no diferente al control p>00Bann-Whitney U-test)
TC-FL: Temperatura constante (2% fotoperiodo largo (15 h de luz-9 h oscuridad)
TC-FC: Temperatura constante (% fotoperiodo corto (9 h de luz-15 h oscuridad)

TA-FL: Temperatura alta (2luz-35’oscuridad) y fotoperiodo largo (15 h de luz-9 husistad)
TA-FC: Temperatura alta (20z-35°oscuridad) y fotoperiodo corto (9 h de luz-15 husitad)
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IV.2.- IDENTIFICACION, COMPROBACION DE ACTIVIDAD
POTENCIAL Y CUANTIFICACION DE DITERPENOS EN C.ladaniferL.

En este capitulo, se muestran los resultados dplinde objetivo particular
planteado en este trabajo. Por un lado, identiftaesto de compuestos mayoritarios del
exudado que aun no habia sido caracterizado yificansu posible capacidad fitotoxica.
Por otro lado, cuantificar la presencia de estogpeeestos en las hojas, hojarasca y suelos de
jarales a lo largo del afio. Y por ultimo, en labara y bajo condiciones controladas,
conocer cuales son los factores responsablessiletésis de estos compuestos, estudiando la

secrecidn de los mismos en respuesta a distintosegale temperatura y humedad.
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IV.2.1- Identificacién de diterpenos en el exudadde C. ladaniferL.

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

compuestos identificados fueron cuatro diterpenos:

D1. Acido GB-acetoxi-7-oxo-8-labden-15-oico.rM;?S,)\:ZSS

D2. Acido 7-oxo-8-labden-15-oico. NB20,\:249

D3. Acido 6-oxocativico N:320,1:238

D4. Acido labdandlico. 324

R R
~
~ 0O \O
OAc
D1 D2
R
' R
[ o
D3 D4

R = CH,— CH,— CH— CH,— COOH

CH,
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A continuacién se muestran los espectros de res@naragnética nuclear obtenidos

para la purificacion e identificacion de los cualiterpenos estudiados (Espectros D1-D4):

Espectro D1 Espectros de resonancia magnética nuclearfdatétoxi-7-oxo-8-labden-15-oico.
A) IH RMN. B) 13C RMN
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Espectro D2 Espectros de resonancia magnética nuclear ddbAtioxo-8-labden-15-oico.
A) 1H RMN. B) 13C RMN
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Espectro D3 Espectros de resonancia magnética nuclear ddbAviocativicoA) H RMN.
B) 13C RMN
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Espectro D4 Espectros de resonancia magnética nuclear ddbAabdanolicoA) tH RMN.
B) 13C RMN
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IV.2.2.- Actividad de los diterpenos identificado®n el exudado deC. ladaniferL.

Una vez identificados los cuatro diterpenos sefiparbn en cantidad suficiente para

comprobar su bioactividad mediante bioensayos oteoptilos etiolados de trigo y STS.

A partir de100gde hoja se obtuvierob2g de exudado bruto, del cual se aislaron,

con gran dificultad, las siguientes cantidadesamhepriestos puros para realizar los ensayos:

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

« 125,7 mg de Acido labdanolic(D4).

IV.2.2.1.-Actividad de diterpenos sobre coleoptilos etioladegrigo.

En la Figura 1 se observa, a modo de ejemploeet@feal del diterpeno D1 sobre

la capacidad de elongacion de los coleoptilosatimd de trigo.

Como se observa en las Figuras 2 y 3, a conceftra€M, todos los compuestos
inhiben el crecimiento de los coleoptilos alrededi®iun 80%, alcanzando el D1 un maximo
del 90%. Al disminuir la concentracion a ™M@, la inhibicién de la elongacién de los
coleoptilos se reduce en todos los casos, siendompuesto D1 el que presenta menor
actividad con un porcentaje del 25%. Por su pateD3 mantiene un porcentaje de

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

Cuando se ensaya con concentraciones mas bajetiladad de los cuatro

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

ambas réplicas.
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Figura 1: Efecto del Acido §8-acetoxi-7-oxo-8-labden-15-oico, a distintas comaiones, sobre la
capacidad de elongacion de coleoptilos etioladdsigle Valores medidos por Photonfed
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Esta experiencia se realiza por duplicado y el astamiento de los cuatro
diterpenos es el mismo en ambas réplicas: se apraduerte efecto en la disminucién de la
elongacién del coleoptilo a altas concentraciorksual se ve reducido al ir disminuyendo

la concentracion.
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Figura 2: Porcentaje de actividad respecto al control decleatro diterpenos
identificados sobre la elongacion de coleoptilisl@ios de trigo. Réplica 1.
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Figura 3: Porcentaje de actividad respecto al control declaatro diterpenos
identificados sobre la elongacion de coleoptilisl@ios de trigo. Réplica 2.
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IV.2.2.2.- Actividad de diterpenos en bioensayosSST

Los resultados que a continuacion se exponen sooldtenidos en los bioensayos
STS, destacando que se aprecia un comportamientdhaterogéneo dependiendo tanto de
la especie diana que se ha utilizado como delpditer con el que se ha ensayadas
especies utilizadas en estos bioensayos han sidate Lycopersicum esculentyncebolla

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

IV.2.2.2.1.Efecto sobre la germinacion.

En las Figuras 4-8 se representa el efecto enrhaig@cion de los diterpenos sobre
las distintas especies diana. Como puede obsemarsgiste ningun efecto negativo en la
germinacion de trigo, tomate, lechuga y cebollaobajnguna de las concentraciones
ensayadas y con ninguno de los diterpenos. Pangtasio, si se inhibe la germinacion del
berro a distintas concentraciones, destacandoldd@ y el D4 inhiben significativamente la
germinacion de semillas de berro a concentraciéh @ y 10°M, no existiendo inhibicién

a 10°M. El D1 también produce reduccién en la germinacitinque no es significativa.

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

D4 enC. ladanifer se inhibe la germinacion de las semillas de berro
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Figura 4: Efecto de los diterpenos, a distintas concerdres, sobre la
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IvV.2.2.2.2.Efecto sobre la longitud de las raices.

Cuando se cuantifica el efecto de los diterpenbsesia longitud de las raices de las
diferentes especies seleccionadas, al igual qudacgerminacion, el comportamiento es

nuevamente heterogéneo (Figuras 9-13).

De tal manera que el D1 afecta negativamente anigitud de las raices de dos de
las especies estudiadas, la cebolla y el berro.ddaydestacar, que la cebolla es inhibida
cuando se utiliza el D1 a su maxima concentraclN); y por el contrario, las raices de

berro reducen su longitud a la concentracién misdisayada de este compuestc’i1D

El D3 unicamente reduce significativamente el taondéi las raices del berro y sélo
a la concentracion de M. Las raices de las otras especies no se venadéect

significativamente por este compuesto.

Por su parte, el D4 muestra un fuerte efecto émhihicion del tamafio de raices de
todas las especies estudiadas, aunque Unicamentmcentracion ItM. Al bajar la

concentracion la inhibicién desaparece.

Al contrario de lo observado en los ensayos de igeiion, este parametro si se ve
fuertemente afectado por el herbicida comercial.ldragitud de las raices de cebolla se
reduce significativamente con todas las concemnasi. Las de lechuga y tomate también
son inhibidas significativamente a todas las comaeiones excepto a BI. Las raices del
berro ven reducido su tamafio a concentraciéhyl@0°M, y las del trigo a 16M. Estos
resultados ponen de manifiesto que el Logran ptaseayor eficacia que los diterpenos de

C. ladaniferen la inhibicién de este parametro.
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IV.2.2.2.3-Efecto sobre la longitud de los cotiledones

El comportamiento de este parametro es muy simallajue se produce sobre la
longitud de las raices, viéndose fuertemente afeg@r la accion del herbicida comercial
(Figuras 14-18). Asi, la longitud de cotiledonescdbolla se reducen significativamente a
todas las concentraciones excepto 8\.0Los cotiledones del berro y el tomate tambiém so
inhibidos significativamente a las concentracion&s y 10°M vy los de la lechuga ven
reducido su tamafio a concentracior ¥010°M. La Unica especie que no ve inhibido el

desarrollo de sus coleoptilos es el trigo (Figuta 1

Cuando los bioensayos son realizados con los diteqy el comportamiento es
nuevamente heterogéneo. De tal manera, el D1 peesehnibicion a la concentracion
maxima ensayada T en cebolla. Por el contrario, los cotiledoneddgo ven inhibida su

longitud a la concentracion mas baja ensayadatdeespuesto 1.

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

significativamente.

El D4 presenta un fuerte efecto en la inhibici6htdmario de cotiledones de todas
las semillas estudiadas Unicamente a la concedramias alta I€M, con el resto de

concentraciones la inhibicion desaparece.
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Figura 14: Efecto de los diterpenos, a distintas concerdras, sobre la
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Figura 17: Efecto de los diterpenos, a distintas concerdress, sobre la
longitud de cotiledones de Lechuga. Datos expresadoporcentaje relativo
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IV.2.3.- Cuantificacion de diterpenos en hojas, harasca y suelos d€. ladaniferL., a lo

largo del afio.

Para la cuantificacion de los diterpenos, se haogido muestras en cuatro puntos
de muestreo, correspondientes a cuatro localiddidetbuidas por la provincia de Badajoz
(Quintana de la Serena, Hornachos, Jerez de loall@als y Cabeza la Vaca). De esta
manera se pretende homogeneizar los resultadosniebto valores representativos del
conjunto de los jarales. La cuantificacion se taizado a lo largo del afio; una muestra por

estacion.

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

Como se observa en la Tabla 9, el diterpeno maymries el D3, seguido del D1 y
D2, no aprecidndose diferencias significativasaenadntidad de compuestos presentes entre
las distintas localidades, a excepcién del D2. $@ easo, las hojas recogidas en la localidad
de Jerez de los Caballeros son las que mayor ednpdesentan. El D3, también es

mayoritario en esta localidad, aunque la diferenciaotras localidades no es significativa.

Tabla 9: Cantidad de diterpenos presentes en hojasCdeladanifer,
recogidas durante la estacion de primavera en cuatro decks de la
provincia de Badajoz. Datos expresados en mg/g gesmde hoja.

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

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

No sucede lo mismo en la composicion de la hojaradonde existen diferencias
significativas entre las localidades para los dlie=rpenos (Tabla 10), siendo la hojarasca de
las localidades de Quintana de la Serena y Jerézsd@aballeros las que mayor cantidad

presentan de todos los compuestos.

La cantidad presente de estos compuestos en el suglrimavera es minima, y en
la mayoria de los casos no se aprecia. Unicamentesesuelos de jara de Jerez de los

Caballeros y Cabeza la Vaca se encuentra presémtns compuestos (Tabla 11).

Tabla 11: Cantidad de diterpenos presentes en los sueloS.dadanifel
recogidos durante la estacién de primavera en cuatro ltzcis de la
provincia de Badajoz. Datos expresados en mg/16Gwyelo.

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

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

W, p>0.05).

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

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

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

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

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

En esta estacion, la presencia y cantidad de catgaupresentes en el suelo de jara
(Tabla 14) es mayor que en primavera. De todosdospuestos presentes, es en el suelo
procedente de la localidad de Jerez de los Cabslldonde mayor cantidad de estos

compuestos encontramos.

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

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

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

donde se ha cuantificado mayor cantidad.

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

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

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

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

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

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

Hornachos, para los tres diterpenos.

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

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

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

localidad de Jerez de los Caballeros.

Tabla 18 Cantidad de diterpenos presentes en hojasCddadanifer,
recogidas durante la estacién de invierno en cuatro lcaddis de la
provincia de Badajoz. Datos expresados en mg/g gesmde hoja.

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

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

Caballeros las que mayor cantidad presentan de @ssoditerpenos.

143



Resultados

Tabla 19: Cantidad de diterpenos presentes en la hojaras€ talanifer,
recogida durante la estacion de invierno en cuatro loaddislae la provincia
de Badajoz. Datos expresados en mg/g peso seagjatasca.

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

Durante el invierno (Tabla 20), los tres diterperstan presentes en los suelos de
jarales de todas las localidades, destacando qee dsrez de los Caballeros donde se ha
cuantificado mayor cantidad para los tres diterper@@abe destacar que, tanto en esta
estacion como en otofio, la mayor presencia de estopuestos en hojarasca y suelos se da

en las muestras recogidas en la poblacion de derkes Caballeros.

Tabla 20: Cantidad de diterpenos presentes en los sueldS. dadanifel
recogidos durante la estacion de invierno en cuatro lomdéd de la
provincia de Badajoz. Datos expresados en mg/18Gyielo.

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

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

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

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

IV.2.3.6.- Andlisis estacional en muestras de h@aca de jara.

En la Tabla 22 se expresan, de forma estaciorsataatidades medias de cada uno
de los diterpenos analizados en la hojarasca @erguoogida en las cuatro localidades.
Existen diferencias significativas estacionaledapresencia de los tres diterpenos en la

hojarasca, siendo la estacion de verano, seguidntafe, cuando encontramos las mayores
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cantidades. Es de destacar que la contribuciorosldrés diterpenos en la hojarasca es

practicamente la misma, repitiéndose este comptamen las cuatro estaciones.

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

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

IV.2.3.7.- Anadlisis estacional en muestras de sigette jara.

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

presencia de algun compuesto en particular (Ted)la 2

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

D1 D2 D3
Primavera 0,029 0,020 0,019
Verano 0,066 0,051 0,055
Otofio 0,029 0,023 0,019
Invierno 0,030 0,024 0,018
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En resumen, sumando las cantidades medias desbosgliterpenos analizados en la
hoja (Tabla 24), es en la estacion de invierno doa® sintetiza la mayor cantidad de estos
compuestos, seguida de la primavera. En el ca$o ligarasca y el suelo, es en la estacion

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

Tabla 24 : Cantidad estacional de diterpenos totales presentesjas, ho
hojarasca y suelos de. ladanifer, recogido en cuatro localidades de la
provincia de Badajoz. Datos expresados en mg/g peso secojae/ h
hojarasca; mg/100g de suelo.

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

controladas. Efecto de la temperatura y estrés hidro.

Se ha comprobado que existe variacion cuantitdiévms diterpenos del exudado de
C. ladanifera lo largo del afio, dependiente de la estaciétn Bduciria a pensar que la
sintesis de estos compuestos es dependiente deefafiicos-climaticos, como puede ser la
temperatura y el estrés hidrico. Para comprobarhépbtesis, se ha cuantificado la sintesis
de diterpenos en individuos sometidos durante us mecondiciones controladas de

temperatura y humedad.

A continuacion se muestran las cantidades de ditv@p obtenidos en plantas
sometidas a altas temperaturas sin estrés hidfaolg 25), altas temperaturas con estrés
hidrico (Tabla 26), bajas temperaturas sin estidrich (Tabla 27) y bajas temperaturas con
estrés hidrico (Tabla 28). Como puede observame,un mes sometiendo a las plantas a
altas temperaturas y exceso de humedad, se produligero aumento de los compuestos
D1y D2, y una disminucion del compuesto D3 (Ta&8 Por su parte, la cantidad de los
tres compuestos en las plantas sometidas a e#dréoty altas temperaturas es menor que

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

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

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

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

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

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

Por el contrario, las plantas sometidas a bajapdemturas producen, tanto con

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

encontradas de los tres compuestos, llegando mewoblar la cantidad presente al inicio

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

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

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

D1 D2 D3
to 17,9 8,51 37,45
tfinal 29,61 13,24 60,89
Mann-Whitney p <0,05 p <0,05 p <0,05

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

El andlisis de los valores porcentuales desdda@bihasta el final de la experiencia,
comparando los distintos tratamientos, revela c@m@mperaturas altas (Tabla 29), la
secrecion de los compuestos varia dependiendcsdmialiciones de humedad bajo las que
se ensaye. Asi, encontramos diferencias signifasit{M-W, p<0.05) en la variacion de los
diterpenos D1 y D2 al comparar los tratamientossiT-estrés hidrico y AT-con estrés

hidrico.

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

D1 D2 D3

Sin EH 47 38 -24

Con EH -24 -25 -28
Mann-Whitney p <0,05 p < 0,05 p > 0,05
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Por el contrario, cuando se ensaya a bajas tempesatlas diferencias en la
variacion porcentual encontrada tanto con estr@socsin estrés hidrico, no se revelan
significativas en ninguno de los compuestos (T&fla Por lo tanto, el aumento en la
secrecion de estos compuestos a bajas temperarsisilar independientemente de las

condiciones de humedad.

Tabla 30: Variacion porcentual, respecto al inicio de la experianen
la cantidad de diterpenos en plantasGleladanifer sometidas a bajas
temperaturas sin EH y con E

D1 D2 D3

Sin EH 139 105 65

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

Si ahora se comparan las variaciones porcentualtesidas en los tratamientos de
altas temperaturas con bajas temperaturas, sevahsaaras diferencias significativas (M-
W; p<0.05) tanto con estrés hidrico como sin dsitti$co (Tablas 31 y 32). Esto sugiere que
es el parametro fisico temperatura el determinanie hora de modificar la secrecion de

estos compuestos, produciéndose un aumento ecré&ciEm a bajas temperaturas.

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

D1 D2 D3

AT 47 38 -24

BT 139 105 65
Mann-Whitney p <0,04 p < 0,05 p < 0,05
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Tabla 32: Variacion porcentual, respecto al inicio de la experianen
la cantidad de diterpenos en plantasGleladanifer sometidas a EH,
con altas y bajas temperaturas.

D1 D2 D3

AT -24 -25 -28

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

Este capitulo muestra los resultados del terceetiobj planteado: cuantificar la
actividad alelopatica de una especis{us ladaniferL.) dependiendo de las caracteristicas

climaticas en la que se desarrolle.

Para ello se cuantifico la actividad alelopaticalafedistintos compartimentos que
pueden estar implicados: hoja, hojarasca y sue@s.nwestras de jaras fueron recogidas en
poblaciones con caracteristicas climaticas difeserfor una parte se extrajeron soluciones
acuosas de cada una de ellas y se realizaron endaygerminacion con semillas Bamex
crispusen suelos control de las ocho poblaciones seleadas. Por otra parte, se sembraron
directamente sobre los suelos procedentes de Jarsikndo estos regados con agua. Se
realizaron ensayos estacionales, durante dos abbse el porcentaje de germinacion,
nacimiento de cotiledones y biomasa de las pléntalecidas en los bioensayos. Los

resultados son expresados como la media corregmiadi los dos afos.
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IV.3.1.- Actividad alelopatica de suelos de jaraleprocedentes de ocho poblaciones con

caracteristicas climaticas diferentes.

A continuacion se exponen los resultados de lasreqrias realizadas sobre los

suelos de jarales de las ocho poblaciones, ado el afio.

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

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

En la estacién de otofio (Tabla 33), existe inhilicsignificativa (M-W; p<0.05)
sobre la germinacién en los suelos procedentegrdie$ de todas las localidades, excepto en
los suelos de Cornalvo y Santa Ana. Destacar, ojuéos suelos de Cabeza la Vaca los que

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

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

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

*significativamente diferente al control P<0,05 (haWhitney U-test)
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Del mismo modo, el nacimiento de cotiledones maeastr comportamiento similar
al descrito anteriormente para la germinacion,dsiemuevamente los suelos de Cornalvo y
Santa Ana los Unicos que no inhiben significativai@este parametro. Igualmente, es en los

suelos de Cabeza la Vaca donde se produce la métiibeion.

Por el contrario, el desarrollo de las plantulagntificado en esta experiencia como
biomasa de las plantulas, es afectado negativanmrdado se ensaya en los suelos
procedentes de las localidades de Valle de la &eye@abeza la Vaca, ambos con un

porcentaje de biomasa que ronda el 73% respectmabl.

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

semillas y plantulas d&. crispusen la estacion de invierno

Cuando estos ensayos son realizados en suelosidesadurante la estacion de
invierno, y como se observa en la Tabla 34, Unicéentos suelos de las localidades de
Hornachos e Higuera muestran inhibicién signifiasobre la germinacion (M-W; p<0.05),
con un 78% y 72% respecto al control, respectivaenddel mismo modo, el nacimiento de
cotiledones también es Unicamente inhibido de fosigaificativa (M-W; p<0.05) en estas

dos localidades.

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

porcentaje de biomasa respecto al control del 69824 respectivamente.
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Tabla 34: Porcentajes de germinacion, nacimiento de cotiledones y
biomasi de plantulas deR. crispus sembradas sobre suelo. Los suelos
procede de jarales recogidos en ocho localidades de la provincia de
Badajo: durante la estaciébn de invierno. Datos expresados como
porcentaje relativo al contr

% Germinacion % Cotiledones % Biomasa

Cornalvo 96 98 85
Quintana 83 91 69*
V. Serena 116 116 95
Hornachos 78* 74* 92

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

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

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

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

En la estacion de primavera (Tabla 35), cuatro lagnlocalidades cuyos suelos
inhiben significativamente (M-W; p<0.05) la gernmii@n: Valle de la Serena, Hornachos,
Quintana e Higuera, siendo estas dos Ultimas damimntramos los porcentajes de

germinacion mas bajos de las tres estaciones adasgjicon un 58% y 52% respectivamente.

Lo mismo sucede al analizar el nacimiento o emeigette los cotiledones. Asi, en
los suelos de estas cuatro localidades, ademasablez& la Vaca, se produce inhibicién
significativa (M-W, p<0.05) en este parametro. Bewvamente Quintana e Higuera, con un
porcentaje de nacimiento de cotiledones respectordtol del 55% y 30% respectivamente,

las localidades con suelos mas activos sobre asiengtro.
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Por su parte, el porcentaje de biomasa en estai@stpresenta una reduccion
significativa en los suelos de las localidades dén@na, Valle de la Serena, Santa Ana,
Jerez de los Caballeros e Higuera. En este casmédmores porcentajes se alcanzan en los

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

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

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

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

procedentes de ocho poblaciones con caracteristiadsnaticas diferentes.

A continuacion se exponen los resultados obteniaiotas experiencias realizadas
con las soluciones acuosas de las muestras desshejas y hojarasca procedentes de ocho
poblaciones diferentes. En estas experiencias sstogiado el efecto de estas muestras
sobre la germinacién, nacimiento de cotiledonesoynbsa de plantulas de. crispusa lo
largo del afio, una muestra por cada estacion, exetperano. Los resultados expuestos

son la media de dos afios de estudio.

IV.3.2.1.- Efecto alelopatico de soluciones acuos@shojas deC. ladanifer en semillas de

R. crispus.

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

semillas y plantulas dB. crispusen la estacion de otofio.

Como se observa en la Tabla 36, en la estaciériafi® mo existe efecto negativo
significativo sobre la germinacion, excepto cuasdaensaya con muestras recogidas en la
localidad de Cornalvo a la maxima concentraciom¢eatracion 1). Curiosamente, también
presentan inhibicion significativa (M-W; p<0.05)bse la germinacion, las soluciones
acuosas procedentes de las localidades de Santaléwea de los Caballeros y Cabeza la
Vaca. En este caso, la inhibicion no se producenaentraciéon 1 sino cuando se reduce la
concentracién a la mitad (concentracion Y¥). Pompade, el nacimiento de cotiledones
Unicamente es inhibido significativamente (M-W; B3&) al ensayar con la solucién de
hojas procedentes de la localidad de Cabeza la.\Rwma Ultimo, el desarrollo de las
plantulas tampoco se ve afectado negativamenterdefgeneral, encontrando Unicamente

inhibicion significativa (M-W; p<0.05) en las loa@des de Valle de la Serena y Hornachos.
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Tabla 36: Porcentajes de germinacién, nacimiento de cotiledonésmdsa de plantulas de. crispus
Ensayos realizados con soluciones acuosas, a dos comiemés de hojas d€. ladanifer recogida
en ocho localidades de la provincia de Badajoz durante &iést de otofio. Datos expresacdmsmc
porcentaje relativo al control.

% Germinacion % Cotiledones % Biomasa

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

*significativamente diferente al control P<0,05 ({MaWhitney U-test)

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

semillas y plantulas dR. crispusen la estacion de invierno.

En la Tabla 37 se puede apreciar como las solugiacgosas de hojas procedentes
de las localidades de Cornalvo, Valle de la Seye8anta Ana son las Unicas que inhiben
significativamente (M-W; p<0.05) la germinacién ¥ macimiento de los cotiledones,
manteniendo esta inhibicion Cornalvo y Santa Arendo se reduce la concentracion a la
mitad. Por su parte, la biomasa de las plantulagsmafectada negativamente de forma
significativa (M-W; p>0.05) durante esta estaci@n pinguna de las soluciones acuosas de

las poblaciones elegidas.
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Tabla 37: Porcentajes de germinacién, nacimiento de cotiledonésmgdsa de plantulas de. crispus
Ensayos realizados con soluciones acuosas, a dos comi@mnés de hojas d€. ladanifer, recogida
en ocho localidades de la provincia de Badajoz durante éziést de invierno. Datos expresadmsnc
porcentaje relativo al control.

% Germinacion % Cotiledones % Biomasa

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

*significativamente diferente al control P<0,05 ({MaWhitney U-test)

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

semillas y plantulas dR. crispusen la estacion de primavera.

De las tres estaciones estudiadas, es en ésta thadeluciones acuosas de mas
localidades (cuatro de ellas) inhiben significatieate (M-W; p<0.05) la germinacion,
alcanzando valores de inhibicion por encima del 5@4pecto al control, como en el caso
de Santa Ana (Tabla 38). Tres de estas poblaciblwaachos, Higuera y Cabeza la Vaca,
mantienen la inhibicibn cuando se ensaya a coramatr mas baja. Como ocurre en la
estacion de otofio, encontramos localidades comestie germinacion mas bajos cuando se
ensaya a concentracion ¥z que a concentracion X esmel caso de Quintana de la Serena.
Lo mismo sucede cuando se analiza el efecto era@miento de los cotiledones y el
desarrollo de las plantulas, siendo ambos pardmétiobidos significativamente (M-W;
p<0.05) por la mayoria de las poblaciones, alcatzsm generalmente mayor inhibicion

cuando se ensaya a concentraciones mas bajas.
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Es de destacar en esta estacion que el desaredlds glantulas es el pardmetro méas
afectado negativamente; las soluciones procedatdge€ornalvo e Higuera no inhiben
significativamente (M-W; p>0.05) y por el contragon Valle de la Serena y Santa Ana con
39% y 37% respectivamente, las localidades con mgm@entaje de biomasa respecto al

control.

Tabla 38: Porcentajes de germinacién, nacimiento de cotiledonésmgdsa de plantulas de. crispus
Ensayos realizados con soluciones acuosas, a dos comi@mnés de hojas d€. ladanifer, recogida
en ocho localidades de la provincia de Badajoz durante kciést de primavera. Datasxpresadc
como porcentaje relativo al control.

% Germinacion % Cotiledones % Biomasa

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

*significativamente diferente al control P<0,05 ({MaWhitney U-test)
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IV.3.2.2.- Efecto alelopatico de soluciones acuosds hojarasca deC. ladanifer en

semillas deR. crispus.

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

semillas y plantulas dB. crispusen la estacion de otofio.

En los ensayos realizados con las soluciones peoteside hojarascas recogidas en
la estacidn de otofio, los resultados han puestoathifiesto que Unicamente existe un efecto
negativo significativo (M-W; p<0.05) sobre la gemacion y nacimiento de cotiledones
cuando se ensaya con la solucién procedente deddidad de Cornalvo y a la méaxima
concentracién (Tabla 39). En el resto de localidade se aprecia ningun tipo de efecto
negativo. Por su parte, el desarrollo de las plastas afectado negativamente cuando se

ensaya a altas concentraciones con las soluciaoesdentes de Cornalvo, Hornachos y

Santa Ana.

Tabla 39: Porcentajes de germinacién, nacimiento de cotiledonésmgdsa de plantulas de. crispus
Ensayos realizados con soluciones acuosas, a dos comtemés de hojarasca d@. ladanifer
recogidas en ocho localidades de la provincia de Badajoandirla estacién de otofidatos
expresados como porcentaje relativo al control.

% Germinacion % Cotiledones % Biomasa

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

*significativamente diferente al control P<0,05 ({MaWhitney U-test)
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IV.3.2.2.2.- Efecto sobre la germinacion, nacinmoede cotiledones y biomasa total en

semillas y plantulas dR. crispusen la estacion de invierno.

En la Tabla 40 se puede apreciar como las solui@wiosas de hojarasca
procedente de las localidades de Quintana, Santa YAnCabeza la Vaca inhiben
significativamente la germinacion y nacimiento dsiledones (M-W; p<0.05). Con las
soluciones acuosas procedentes de dos de estlidddea, Quintana y Santa Ana, y para
ambos parametros, la inhibicion se mantiene inctusmdo se disminuye la concentracion.
Por su parte, la biomasa es reducida de formafisigtiva (M-W; p<0.05) con cinco
soluciones de las ocho estudiadas, y con porcerdaj@hibicion que superan el 55%, como
es el caso de Cabeza la Vaca. Cuando se ensayma&aoncentracion menor, la inhibicion

se mantiene en tres de las localidades: CornahmtaS\na y Cabeza la Vaca.

Tabla 40: Porcentajes de germinacién, nacimiento de cotiledonésmgdsa de plantulas de. crispus
Ensayos realizados con soluciones acuosas, a dos comtemés de hojarasca de. ladanifer
recogidas en ocho localidades de la provincia de Badajoandeirla estacion de invierndatos
expresados como porcentaje relativo al control.

% Germinacion % Cotiledones % Biomasa

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

*significativamente diferente al control P<0,05 ({MaWhitney U-test)
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IV.3.2.2.3.-Efecto sobre la germinacion, nacimiento de cotifexioy biomasa total en

semillas y plantulas dR. crispusen la estacion de primavera

Como puede observarse al comparar las Tablas 39440y como sucedia con los
ensayos realizados con las soluciones acuosagae bs en esta estacion donde se aprecia
mayor numero de localidades cuyas soluciones asuod@a hojarasca inhiben
significativamente (M-W; p<0.05) la germinacion skmillas deR. crispus Las localidades
con inhibicion significativa sobre este parametmn: SCornalvo, Quintana, Hornachos, Santa
Ana y Cabeza la Vaca. Tres de estas localidaddsiéannhiben significativamente (M-W;
p<0.05) el nacimiento de cotiledones. Hay que destgue en esta estacién, como se
observa en la Tabla 41, el tamafio de las plantalasitificado como porcentaje de biomasa,
se reduce significativamente (M-W; p<0.05) en totkss localidades, alcanzando en la
mayoria de los casos la mitad al obtenido en dfaloics por tanto, en esta estacion cuando

las soluciones de hojarasca afectan en mayor gradte parametro.

Tabla 41: Porcentajes de germinacion, nacimiento de cotiledonésrydsa de plantulas dR. crispus
Ensayos realizados con soluciones acuosas, a dos comiemés de hojarasca de. ladanifer
recogidas en ocho localidades de la provincia de Badajoandiia estacion de primaverBatos
expresados como porcentaje relativo al control.

% Germinacion % Cotiledones % Biomasa

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

*significativamente diferente al control P<0,05 ({MaWhitney U-test)
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IV.3.2.3.- Efecto alelopético de soluciones acuoskssuelos d€. ladanifer en semillas

deR. crispus

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

semillas y plantulas dB. crispusen la estacion de otofio.

Como se observa en la Tabla 42, cuando se recogesuklos en la estacion de
otofio y se obtiene la solucion acuosa de los mispera realizar los ensayos de
germinacion, unicamente las soluciones acuosasgeotes de los jarales localizados en
Cornalvo y Jerez de los Caballeros inhiben sigaifiamente (M-W; p<0.05) la
germinacion y el nacimiento de cotiledones. Popate, el desarrollo de las plantulas no se
ve afectado negativamente por la solucion procedetd ninguna de las localidades, al no

encontrarse diferencias significativas (M-W; p>0.@Specto a la biomasa control.

Tabla 42 Porcentajes de germinacioén, nacimiento de cotiledonesogndsa de plantulas dR.
crispus Ensayos realizados con soluciones acuosas, a dos comiemés de suelos de. ladanifer
recogidos en ocho localidades de la provincia de Badajozandel la estacion de otofidatos
expresados como porcentaje relativo al control.

% Germinacion % Cotiledones % Biomasa

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

*significativamente diferente al control P<0,05 ({MaWhitney U-test)
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IV.3.2.3.2.-Efecto sobre la germinacion, nacimiento de cotifexioy biomasa total en

semillas y plantulas dR. crispusen la estacion de invierno.

Al igual que ocurre en las experiencias realizastasa estacion de otofio, con las
muestras recogidas en invierno, como se obserlaabla 43, no se observa apenas efecto
negativo sobre los pardmetros estudiados por gartas soluciones acuosas de los suelos.
Unicamente la solucion procedente del suelo de @awninhibe significativamente la
germinacion y el nacimiento de cotiledones (M-WQ®5); y la de Cabeza la Vaca actta

negativamente sobre el crecimiento de las plantulas

Tabla 43 Porcentajes de germinacion, nacimiento de cotiledonesogndsa de plantulas dB.
crispus Ensayos realizados con soluciones acuosas, a dos comients de suelos dgé. ladanifer
recogidos en ocho localidades de la provincia de Badajomndel la estacién de inviern@atos
expresados como porcentaje relativo al control.

% Germinacion % Cotiledones % Biomasa

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

*significativamente diferente al control P<0,05 ({MaWhitney U-test)
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IV.3.2.3.3.-Efecto sobre la germinacion, nacimiento de cotifexioy biomasa total en

semillas y plantulas dB. crispusen la estacion de primavera.

Al igual que ocurre cuando se ensaya con las solaside hoja y hojarasca, es en
esta estacion donde las soluciones acuosas de m@sientan mayor actividad sobre los
pardmetros estudiados (Tabla 44). De tal manerasquebtienen valores de inhibicion
significativa (M-W; p<0.05) sobre la germinaciémcimiento de cotiledones y biomasa con
cinco de las ocho soluciones utilizadas. Destaxsisbluciones de Quintana, Santa Ana y
Cabeza la Vaca por presentar inhibicion signifi@asobre todos los parametros medidos,

manteniéndose la inhibicion incluso cuando se redaiconcentracion a la mitad.

Tabla 44: Porcentajes de germinacion, nacimiento de cotiledonesogndsa de plantulas dR.
crispus Ensayos realizados con soluciones acuosas, a dos comiemés de suelos de. ladanifer
recogidos en ocho localidades de la provincia de Badajomnde la estacién de primaver@atos
expresados como porcentaje relativo al control.

% Germinacion % Cotiledones % Biomasa

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

*significativamente diferente al control P<0,05 ({MaWhitney U-test)
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De todas las experiencias realizadas con las oobtagones, y utlizando las
muestras procedentes de hojas, hojarasca y sukldolago del afio, cabe destacar los

siguientes resultados:

-Es en la estacion de primavera cuando se obti@yenes niveles de inhibicion para

los tres parametros medidos y con todas las mgesdtadiadas.

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

suelos.

-Las poblaciones fueron elegidas en funcién decswscteristicas climaticas, con
diferentes precipitaciones y temperaturas. Defestaa, podemos clasificar las poblaciones

en dos grupos:

Paoblaciones con temperatura mas alta y bajaspijteeiones: Cornalvo,

Quintana de la Serena, Valle de la Serena y Hoasach

- Poblaciones con temperaturas mas bajas y akagppaciones: Santa Ana,

Jerez de los Caballeros, Higuera y Cabeza la Vaca.

Atendiendo a estos dos grupos establecidos, seabspgue el comportamiento
alelopatico de estas localidades se diferenci&an.los resultados obtenidos no se observa
una clara diferenciacion. Si existen diferenciageetas localidades, pero muestran un
comportamiento heterogéneo, por ejemplo: cuandestadia el efecto de las soluciones
acuosas procedentes de hojas en el nacimientaitiglones en la estacion de primavera, se
produce inhibicion significativa en dos localidagestenecientes al primer grupo y en otras
dos del segundo grupo. El que no exista un compgtdo asociado a las condiciones
climéticas puede ser debido a que las diferencitie poblaciones no sean suficientes como

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

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

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

En los siguientes apartados se exponen los reesltastenidos al analizar y ensayar
con muestras procedentes de doce poblacionesdidas de N-S de la Peninsula Ibérica.
En ellas se ha estudiado, la cantidad de diterpembd®jas y hojarasca; el efecto derivado de
soluciones acuosas de hojas y hojarasca cuandmemaiias son sembradas sobre papel y
sobre suelo control; y el efecto cuando se siersblbae los suelos de jarales y son regados
con agua. El estudio se ha realizado durante unraéogiendo muestras en cada estacion y
contabilizando los parametros: germinacion, nagcitoiale cotiledones y tamafio de raiz y

cotiledones.
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IV.4.1.- Cuantificacién de los diterpenos presentesn las muestras de hoja y hojarasca

procedentes de doce poblaciones.

Los compuestos que a continuacion se refierenpfuenantificados en muestras de
hojas y hojarasca recogidas, durante las cuatagieses, en las localidades de Ponferrada,
Destriana, Pantano de Ricobayo, ElI Cubo del Vinervlls, Valverde del Fresno,
Alburquerque, Hornachos, Azuaga, Cazalla de la&ika Nava de la Concepcion y Puerto
de Galis. En todos los casos, el valor se exprasm@g de peso seco (PS) de hoja u

hojarasca.

IV.4.1.1.- Cuantificacion de compuestos en la esfacde primavera.

Como se observa en la Tabla 45, se aprecia vadiadbilsignificativa entre
localidades (K-W; p<0.05) en la cantidad de ditagzepresentes en las muestras de hojas
recogidas en la estacion de primavera. La locakaedmenor cantidad de compuesto D1 es
El Cubo con 1,6 mg/g PS , y las poblaciones queaaasdad presentan son La Nava de la
Concepcion y Puerto de Galis con 6,8 y 5,7 mg/gr@§ectivamente. Para el D2 también
existen diferencias significativas entre localidadgemsando de los 1,3 mg/g PS de Destriana
a los 4,0 mg/g PS de Puerto de Galis. Por su mrtterpeno D3 presenta su minimo en las
muestras de hojas procedentes de Hornachos cang@?PS y el maximo, como ocurriera

con el resto de compuestos, en Puerto de Galis@8mg/g PS.

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

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

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

176



Resultados

Tabla 46: Cantidad de diterpenos presentes en la hojarasda. de
ladanifer, recogida durante la estacién de primavera en doce
poblaciones distribuidas de N-S peninsular. Datos exdoss&n

mg/g peso seco de hojarasca.

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

En la Tabla 47 se observa la cantidad de compuesteentes en las muestras de
hojas recogidas en la estacion de verano. Enatligual que en primavera, se aprecia una
variacion significativa entre las localidades (K-¥40.05). De tal manera que la localidad
con menor cantidad del diterpeno D1 es Valverdd-gedno con 3,2 mg/g PS y las que mas
Ponferrada y ElI Cubo con una cantidad mayor devgyg PS. Para el D2 también existen
diferencias significativas entre localidades, pdsate los 2,6 mg/g PS de Cazalla, la Nava y
Hornachos, a los mas de 4,0 mg/g PS de Ponfetraaaas y Alburquerque. Por su parte, el
compuesto D3 presenta su minimo en las muestrhsjdge procedentes de La Nava con 2,4

mg/g PS, y el maximo en Ponferrada, Destriana@uBlo con mas de 11 mg/g PS.

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

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

seguido de Hervés (Tabla 48).

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

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

En la Tabla 49 se observa la cantidad de compuesteentes en las muestras de
hojas recogidas en la estacion de otofio. Se apneigieamente variabilidad significativa
entre las localidades (K-W; p<0.05), de tal marspre las hojas con menor cantidad del
diterpeno D1 proceden de Ricobayo con 3,5 mg/gyRP&gue mas Destriana con 10,5 mg/g
PS seguida por Hervas, Alburquerque, Puerto des @alalverde del Fresno, todas ellas con

mas de 9,0 mg/g PS.

En la cantidad cuantificada de D2 también existéerehcias significativas entre
localidades, pasando de los 3,5 mg/g PS de las bej®icobayo, a los mas de 6,0 mg/g PS
en Destriana, Puerto de Galis y Alburquerque. Ropaate, el compuesto D3 presenta su
minimo en las muestras de hojas procedentes deattwra con 6,0 mg/g PS, y el maximo

en Ponferrada y Puerto de Galis con mas de 25,0 R&g/

La cantidad de diterpenos presentes en la hojanssmayida en esta estacion,
también presenta diferencias significativas emcalldades (K-W; p<0.05) (Tabla 50). Asi,
la localidad con menor cantidad del compuesto DEle€ubo con 0,07 mg/g PS, y la
hojarasca con mayor cantidad procede de Puertatie ¢@n méas de 0,63 mg/g PS. Por su
parte, el D2 pasa de los 0,07 mg/g PS de Ponfeyrd&laCubo, a los casi 0,4 mg/g PS de
Puerto de Galis. EI compuesto D3 presenta su mirémodas muestras de hojarasca
procedentes de Hornachos, Azuaga y La Nava conidl§ PS y el maximo nuevamente

en Puerto de Galis con mas de 0,9 mg/g PS.
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Tabla 49: Cantidad de diterpenos presentes en hojasCde
ladanifer, recogidas durante la estacion de otofilo en doce
poblaciones distribuidas de N-S peninsular. Datos expoessan

mg/g peso seco de hoja.

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

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

Como se observa en la Tabla 51, la cantidad de wesips presentes en las
muestras de hojas recogidas en la estacidén demoviresenta una variabilidad significativa
entre localidades (K-W; p<0.05). La localidad quesenta menor cantidad del compuesto
D1 es La Nava con 4,7 mg/g hoja (PS), seguido adeRada con 5,6 mg/g hoja (PS). La
mayor cantidad es cuantificada en las hojas reasgith Puerto de Galis con 13,1 mg/g PS.
Para el diterpeno D2 también existen diferencigsifitativas entre localidades, pasando de
los 3,4 mg/g PS de La Nava, a los 9,8 mg/g PS @ukb. Por su parte, la cantidad de D3 es
minima en las muestras de hojas procedentes deata ¢dn 4,2 mg/g PS y maxima en las

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

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

D1 D2 D3

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

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

Puerto de Galis 13,169 7,490 31,436
Kruskal-Wallis p < 0.05 p <0.05 p <0.05
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Por su parte, los compuestos presentes en la bogaracogida en esta estacion
(Tabla 52), también presentan cantidades sigrifenaiente diferentes entre localidades (K-
W; p<0.05). Asi, la hojarasca con menor cantidddDdees la que procede de Ponferrada
con 0,06 mg/g PS. En el extremo opuesto esté tmide en Alburquerque con mas de 0,5
mg/g PS, seguido de Azuaga, Cazalla y Puerto dis Gah mas de 0,35 mg/g PS. Por su
parte, el diterpeno D2 pasa de los 0,06 mg/g P&tificado en la hojarasca de Ponferrada, a
los 0,3 mg/g PS de Puerto de Galis y AlburquerdtleD3 presenta su minimo en las
muestras de hojarasca procedentes de La Nava yattare con 0,12 mg/g PS y el maximo

nuevamente en Puerto de Galis con mas de 0,9 rig/g P

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

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

En las Tablas 53 y 54 se expresa el valor medialateucada compuesto encontrado

en las muestras de hoja y hojarasca recogidas elot® poblaciones estudiadas.

Como se observa en la Tabla 53, en las hojas peblacion de Puerto de Galis es
donde méas compuestos se cuantifican, y en las deaklwos y La Nava donde menos. A
pesar de esto, no existen diferencias significaterare la cantidad media de los compuestos
D1y D2 presentes en las hojas de las doce loc&#&@<-W; p>0.05). Por su parte, el D3 si

muestra diferencias significativas entre localigaaaivel global (K-W; p<0.05).

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

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

menos, nuevamente en Hornachos y La Nava.

Tabla 54: Cantidad media anual de los tres diterpenos presentes en
la hojarasca deC. ladanifer, recogida en doce poblaciones
distribuidas de N-S peninsular. Datos expresados en mgty 8o

de hojarasc
D1 D2 D3

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

En la Tabla 55 se expresan estacionalmente lasladas medias de cada uno de los
compuestos analizados en las muestras de hojaraleecogidas en las doce localidades
durante un afio, expresado en mg/g PS de hoja.riaékia se observa como en todos los
compuestos existen diferencias significativas eéstates, siendo en la estacion de invierno

seguida de otofio cuando mayor sintesis de compussioroduce.

Concretamente, en la Figura 19 se observa comdtepeho D1 no presenta
diferencias significativas en la secrecion enti® dataciones de primavera y verano, ni
tampoco entre el otofio y el invierno, pero si elasedos parejas de estaciones. Por tanto, es
en otofio e invierno cuando mas secrecion se pradiieste compuesto. El compuesto D2
muestra diferencias significativas entre todasektaciones excepto entre la primavera y el
verano, produciéndose una cantidad significativaeemayor en la estacién de invierno
seguido del otofio. EI D3 muestra un comportamiestacional similar a los otros dos,
encontrandose diferencias entre todas las estaciexmepto, en este caso, entre otofio e
invierno. Es en otofio e invierno cuando se sirdetimyor cantidad del compuesto, y en

primavera cuando menor es su secrecion.

Tabla 55: Cantidad estacional de diterpenos presentes en hojas de
ladanifer. Los resultados muestran la media de doce localidades
distribuidas de N-S peninsular. Datos expresados en mglg §&co

de hoja.
D1 D2 D3
Primavera 5,38 2,68 5,84
Verano 4,79 3,33 8,41
Otofio 7,62 5,00 14,64
Invierno 8,44 6,62 16,94
Kruskal-Wallis p <0.05 p <0.05 p <0.05
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Figura 19: Cantidad estacional media de diterpenos cuaadifis en hojas d€. ladanifer
recogidas en las doce localidades. Datos expresadon®y/g de PS hojaa p ¢ letras iguales, no
diferencia significativa: p>0,05, test de Mann-Witlgh

IV.4.1.7.- Analisis estacional en muestras de h@aca de jara

En la Tabla 56 se expresan, de forma estaciosatdatidades medias de cada uno
de los compuestos analizados en las muestras deabog de jara recogidas en las doce
poblaciones, expresado en mg/g PS de hojarascér@be como en todos los compuestos

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

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

En la Figura 20 podemos observar como las cantiddadeontradas de todos los

compuestos presentan el mismo patron.
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Figura 20: Cantidad estacional media de diterpenos cuaadifis en hojarasca de. ladanifer
recogida en las doce localidades. Datos expresadasy/g de PS hojarasca.lf ¢ letras iguales, no
diferencia significativa: p>0,05, test de Mann-Witigih
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Es en las estaciones de primavera y verano cuandmaientra, en la hojarasca,
mayor cantidad de los tres compuestos, no apramséndiferencias significativas entre las
estaciones de primavera y verano, ni tampoco ehtofio y el invierno, pero si cuando se

compara primavera-verano frente a otofio-invierno.

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

este comportamiento estacional se produce en laniaaye las localidades.

Con respecto a la hojarasca, la poblacion que meanatidad presenta es Hervas,
para los tres diterpenos y la que menor es Podiepara D1 y D2 y Hornachos para D3.
Igualmente que para las hojas, existe un compostemiestacional en la presencia de estos
compuestos, siendo en este caso las estacionegrdrovy primavera cuando mayor

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

poblaciones.

Para analizar la posible influencia que ejercerdiasntas condiciones ambientales
en la actividad alelopatica de los suelos de jameleccionaron suelos de doce poblaciones
localizadas en Ponferrada, Destriana, Pantano deb&o, EI Cubo del Vino, Hervas,
Valverde del Fresno, Alburquerque, Hornachos, Aau&@azalla de la Sierra, La Nava de la
Concepcion y Puerto de Galis, las cuales presemtzdiares de precipitacion y temperaturas
diferentes. Las experiencias se realizaron estalcr@nte a lo largo de un afio y los datos

obtenidos son expresados como porcentajes relatiamtrol.

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

cotiledones de semillas d® crispusen la estacién de primavera.

Como se observa en la Tabla 57, cuando las serddlBs crispusse siembran sobre
los suelos de jarales recogidos en la estacion roleayera, ni la germinacién ni el
nacimiento de cotiledones es afectado negativamentiependientemente de donde
procedan estos suelos. Por el contrario, cuandanaéiza el tamafio de la raiz de las
plantulas, en los suelos procedentes de todasldagiones, excepto Puerto de Galis, éste
parametro es fuertemente afectado negativameni®/(lgk0.05). Es de destacar que son los
suelos procedentes de Ponferrada y Ricobayo lopmsentan raices de un menor tamafio

respecto al control, con un 30% y 31% respectivaenen

Por su parte, el tamafo de los cotiledones tandg@éreduce significativamente en
los suelos procedentes de siete de las localidestadiadas, pero en menor medida que el
tamafio de las raices. Asi, el menor crecimientéoglecotiledones respecto al control lo
encontramos en los suelos procedentes de Pue@aliey Alburquerque, con un 81% y

84% respectivamente.
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Tabla 57: Porcentajes de germinacion, nacimiento de cotiledooegjtud de raiz y cotiledones

de semillas y plantulas dR. crispus sembradas sobre suelo y regadas con agua. Los suelos
proceden de jarales distribuidos en doce localidades ygmes durante la estacién de
primavera. Datos expresados como porcentaje relathcontrol.

Localidades % Germinacion % Cotiledones % L. raiz % L. cotiledones
Ponferrada 101 102 30* 102
Destriana 102 100 46* 111
Ricobayo 100 101 31* 103
El Cubo 101 102 62* 102
Hervas 97 98 74* 89*
V. del Fresno 111 105 86* 91*
Alburquerque 91 99 79* 84*
Hornachos 106 115 66* 90*
Azuaga 95 93 89* 97
Cazalladela S. 98 97 84* 85*
La Nava de la C. 91 91 73* 89*
Puerto de Galis 96 98 106 81*

*significativamente diferente al control p<0,05 (MaWhitney U-test)
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IV.4.2.2.- Efecto sobre la germinacion, nacimientte cotiledones y tamafio de raiz y

cotiledones de semillas d® crispusen la estacién de verano

En la estacién de verano y como sucede en el des&staciones, no existe efecto
negativo significativo (M-W; p<0.05) en ninguno des suelos estudiados sobre la
germinacion de las semillas y nacimiento de catited. Pero nuevamente, donde si
encontramos inhibicién es en los parametros queméd desarrollo de la plantula una vez
germinada (Tabla 58). Respecto a las raices, esukdss de todas las localidades se reduce
fuertemente el tamafo de forma significativa (M-140.05) a excepcion de Hervas y
Alburquerque. El tamafio de los cotiledones unicaenes inhibido de forma significativa

(M-W; p<0.05) en los suelos de Ricobayo, PuertGdls, La Nava y Hornachos.

Tabla 58: Porcentajes de germinacion, nacimiento de cotiledooegjtud de raiz y cotiledones

de semillas y plantulas dR. crispus sembradas sobre suelo y regadas con agua. Los suelos
proceden de jarales distribuidos en doce localidades ygr@os durante la estacion de verano.
Datos expresados como porcentaje relativo al abntr

% Germinacién % Cotiledones % L. raiz % L. cotiledones
Ponferrada 85 84 45* 111
Destriana 109 109 67* 97
Ricobayo 112 114 47* 91*
El Cubo 105 109 72* 101
Hervas 98 93 109 97
V. del Fresno 106 106 30* 100
Alburquerque 93 94 108 99
Hornachos 94 94 62* 82*
Azuaga 93 92 40* 105
Cazalladela S. 109 105 84* 109
La Nava de la C. 105 109 66* 81*
Puerto de Galis 102 96 47* 85*

*significativamente diferente al control p<0,05 (MaWhitney U-test)
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IV.4.2.3.- Efecto sobre la germinacion, nacimientte cotiledones y tamafio de raiz y

cotiledones de semillas d® crispusen la estacion de otofio.

En la estacion de otofio (Tabla 59), al igual quesleresto de estaciones, no se
observa inhibicion significativa (M-W; p>0.05) ea germinacion ni en el nacimiento de

cotiledones en ninguno de los suelos estudiados.

Por su parte, el tamafio de los cotiledones sdiohgdsido significativamente (M-W,;
p<0.05) en los suelos de dos localidades, Ponferyaduerto de Galis. Nuevamente es el
tamanfio de las raices el pardmetro mas afectaddvsegante, observandose una reduccion
significativa respecto al control (M-W; p<0.05) &das las localidades a excepcion de

Hervas, Ponferrada y Puerto de Galis.

Tabla 59: Porcentajes de germinacién, nacimiento de cotiledooegjtud de raiz y cotiledones

de semillas y plantulas dB. crispus sembradas sobre suelo y regadas con agua. Los suelos
proceden de jarales distribuidos en doce localidades ygrgos durante la estacion de otofio.
Datos expresados como porcentaje relativo al abntr

% Germinacion % Cotiledones % L. raiz % L. cotiledones

Ponferrada 106 96 104 80*
Destriana 106 100 54* 106
Ricobayo 99 106 61* 111
El Cubo 93 86 82* 102
Hervas 102 105 98 103
V. del Fresno 110 107 87* 101
Alburquerque 102 106 46* 108
Hornachos 98 103 41* 105
Azuaga 102 104 84~ 96

Cazalladela S. 91 89 67* 108
La Nava de la C. 100 94 53* 93

Puerto de Galis 103 102 91 86*

*significativamente diferente al control p<0,05 (MaWhitney U-test)
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IV.4.2.4.- Efecto sobre la germinacion, nacimientte cotiledones y tamafio de raiz y

cotiledones de semillas d® crispusen la estacion de invierno.

Como se observa en la Tabla 60, ninguno de lososueé jara inhiben la
germinacion de las semillas & crispusen esta estacién, y solo el suelo procedente de
Cazalla de la Sierra inhibe significativamente (M-9%0.05) el nacimiento de cotiledones

con un 89% respecto al control.

Con respecto al efecto sobre el tamafio de raiggsp son las poblaciones que
muestran un tamario significativamente menor queostrol (M-W; p<0.05), siendo esta la
estacion con una inhibicion mas moderada de eséengéro. En el caso de los cotiledones,
su tamaifio es ligera pero significativamente inlail{id-W; p<0.05) en cuatro de los doce

suelos estudiados.

Tabla 60: Porcentajes de germinacién, nacimiento de cotiledooegitld de raiz y cotiledones

de semillas y plantulas dR. crispus sembradas sobre suelo y regadas con agua. Los suelos
proceden de jarales distribuidos en doce localidades ygr@as durante la estacion de invierno.
Datos expresados como porcentaje relativo al ebntr

% Germinacion % Cotiledones % L. raiz % L. cotiledones

Ponferrada 99 95 106 102
Destriana 107 107 91 111
Ricobayo 99 95 77* 102
El Cubo 108 109 108 86*
Hervas 102 106 73* 91*
V. del Fresno 100 108 71* 106
Alburquerque 102 103 102 92*
Hornachos 104 108 102 102
Azuaga 97 97 84* 92*

Cazalladela S. 92 89* 113 105
La Nava de la C. 98 92 73* 97

Puerto de Galis 101 101 108 96

*significativamente diferente al control p<0,05 (MaWhitney U-test)
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En resumen cabe destacar que atendiendo al pasamésrafectado negativamente,
como es el tamafio de la raiz, existen suelos deoclagalidades, Ricobayo, Valverde del
Fresno, La Nava de la Concepcion y Azuaga, donderagduce inhibicion en las cuatro
estaciones. Por el lado opuesto nos encontramasiédes procedentes de Puerto de Galis,

gque solamente afectan negativamente a este pacatueante el verano.

IV.4.2.5.- Andlisis estacional de la actividad alelopéatica desl suelos de jarales

procedentes de doce poblaciones con caracteristiingticas diferentes.

En la Tabla 61 se expresan los valores mediosyel astacional, de los distintos
parametros analizados en los ensayos de germinegi@ws suelos de las doce poblaciones
de jarales. Como puede observarse en el analdisiglie los datos (Figura 21), el suelo de
los jarales seleccionados no inhiben la geminadénas semillas d&. crispus ni el
nacimiento y tamafio de sus plantulas. Por el caotrsi inhibe el tamafio de las raices de
forma significativa (M-W; p<0.05) en las estaciomks primavera, verano y otofio, siendo

muy parecida la reduccién del tamafio para lagsegiones.

Tabla 61. Porcentajes estacionales de germinacion, nacimientootiiedones, longitud de
raices y longitud de cotiledones de semillas y plantulaR.derispus.Ensayos realizados sobre
suelos deC. ladanifer y regados con agua. Los resultados muestran la media de doce
localidades distribuidas de N-S peninsular y son expresamono porcentaje relativo al
control.

% Germinacién % Cotiledones % L. raiz % L. cotiledones
Primavera 100 101 69* 95
Verano 98 96 66* 98
Otofio 101 101 73* 103
Invierno 101 101 96 100
Total 100 100 76* 99

*significativamente diferente al control p<0,05 (MaWhitney U-test)
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Figura 21: Porcentajes estacionales de germinacion (%G)miecio de cotiledones (%C),
longitud de raices (%TR) y longitud de cotiledon&sTC) de semillas y plantulas de.
crispus Ensayos realizados sobre suelos Cdéadanifery regados con agua. Los resultados
muestran la media de 12 localidades distribuida®l€¢® peninsular y son expresados como
porcentaje relativo al control @ c letras iguales, no diferencia significativa: 04),test de
Mann-Withney).
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IV.4.3.- Actividad alelopética de soluciones acuosade hojas y hojarasca procedentes

de doce poblaciones.

Para determinar la actividad alelopatica de losndas compartimentos de la planta
que pueden estar implicados en la alelopatia deespicie, se extrajeron soluciones acuosas
de hoja y hojarasca, realizandose ensayos de gai@in con semillas d®. crispus
sembradas sobre papel y sobre suelo control y asgedn estas soluciones. Se analiz6
estacionalmente el porcentaje de germinacion, nestmde cotiledones y tamafio de raiz y
cotiledones de las plantulas crecidas en los biyess expresando los resultados como

porcentajes relativos al control.

IV.4.3.1- Efecto alelopético de soluciones acuosi@shojas deC. ladanifer en semillas de

R. crispus sembradas en papel.

IV.4.3.1.1.-Efecto sobre la germinacién, nacimiento de cotiteoy tamafio de raiz y

cotiledones de semillas & crispusen la estacion de primavera.

En la Tabla 62 se aprecia que cuando se afadesartallas las soluciones acuosas
de hojas de las doce poblaciones, el efecto s@bgeiminacion es practicamente nulo,
produciéndose inhibicién Unicamente cuando ésteigme de la localidad de Destriana y a
concentracion méxima. Por el contrario, el nacitdede cotiledones si es fuerte y
significativamente disminuido (M-W; p<0.05) por Issluciones procedentes de la mayoria
de las poblaciones a concentracién 1. Los porgentde nacimiento son muy diversos,
desde 11% en Ricobayo hasta el 81% en Hornachosngdyar con concentracion %, el
efecto de inhibiciébn desaparece en todas las tzmdis a excepcion de El Cubo y

Ponferrada.
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Con respecto a los parametros que miden el delsagiolas plantulas, cabe destacar
la inhibicidn significativa (M-W; p<0.05) que seggluce con las soluciones acuosas de todas
las poblaciones, tanto en el tamafio de raiz consb @m los cotiledones a concentracion 1, y

manteniéndose en la mayoria de las localidadeslousan ensaya a concentracion ¥z (Tabla
62).

Tabla 62 Porcentajes de germinacion, nacimiento de cotiledonasgitud de raiz y de
cotiledone de semillas y plantulas de. crispus.Ensayos realizados con soluciones acuosas, a
dos concentraciones, de hojas @eladanifer recogidas en doce localidades durante la estacion de
primavera. Datos expresados como porcentaje relathcontrol

% Germinacién % Cotiledones % L. raiz % L. cotiledones

1 1/2 1 1/2 1 1/2 1 1/2
Ponferrada 93 99 49* 85* 47* 68* 83* 91*
Destriana 71* 105 12* 102 35* 79* 84* 96
Ricobayo 91 104 11+ 96 21* 69* 75* 94*
El Cubo 88 103 16* 92+ 39* 69* 87* 104
Hervéas 100 104 61* 96 42* 73* 79* 95*
V. del Fresno 101 103 78 102 49* 79* 88* 95
Alburquerque 90 96 67* 96 69* 98 81* 97
Hornachos 89 95 81* 89 79* 96 80* 80*
Azuaga 96 98 84 91 61* 97 7r* 91*
Cazalladela S. 96 96 85 90 86* 78* 80* 101
La Nava de la C. 94 95 72* 89 68* 66* 90* 100
Puerto de Galis 94 95 67 95 68* 86* 77* 90*

*significativamente diferente al control p<0,05 (MaWhitney U-test)
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IV.4.3.1.2.-Efecto sobre la germinacion, nacimiento de cotifetoy tamafio de raiz y

cotiledones de semillas & crispusen la estacién de verano.

En los ensayos de germinacion realizados con swlasi de hojas recogidas en
verano (Tabla 63) se aprecia un mayor numero ddidlacles con inhibicion significativa
(M-W; p<0.05) que en el resto de estaciones, lldgamreducirse la germinacién, como en

el caso de Puerto de Galis, al 29%.

Siete son las poblaciones que inhiben significaisate (M-W; p<0.05) este
parametro a concentracion 1, y seis las que alrtianan este efecto al reducir la

concentracion a la mitad.

El nacimiento de cotiledones es fuertemente inbik{il-W; p<0.05) cuando se
ensaya con las soluciones a concentracion 1 protide todas las localidade,s excepto de
Destriana y Valverde del Fresno. Al disminuir laacentracion a la mitad se reduce el efecto

sobre este pardmetro, aunque se mantiene inhilsgaificativa en la mayoria de los casos.

Por su parte, los pardmetros que miden el desadellas plantulas, tamafo de raiz
y tamafio del cotiledén, presentan inhibicion sigativa (M-W; p<0.05) en todas las
localidades cuando se ensaya a concentracionelmastiene en la mayoria de ellas cuando
se ensaya a concentracion ¥2. Cabe destacar ladbutale Puerto de Galis en la cual se dan
los valores mas bajos de germinacién y nacimieatodfiledones y en el que el desarrollo

de las plantulas es casi nulo en esta estacion.
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Tabla 63; Porcentajes de germinacién, nacimiento de cotiledon@sgitud de raiz y de
cotiledones de semillas y plantulas®ecrispus.Ensayos realizados con soluciones acuosas, a dos
concentraciones, de hojas @e ladanifer recogidas en doce localidades durante la estacion de
verano. Datos expresados como porcentaje relaiwmntrol.

% Germinacién % Cotiledones % L. raiz % L. cotiledones
1 1/2 1 1/2 1 1/2 1 1/2

Ponferrada 93 77 51* 44* 89* 84* 76* 78*
Destriana 110 100 78 82 92* 81* 73* 73*
Ricobayo 80* 80 61* 68* 80* 83* 78* 7r*
El Cubo 92 98 38* 76 90* 68* 77* 72*
Hervas 87 75 46* 69 76* 106 74* 88*
V. del Fresno 104 93 67 92 90* 98 74* 93*
Alburquerque 55* 73* 15* 53* 29* 76 65* 93
Hornachos 7r* 92 39* 78* 61* 108 77> 83*
Azuaga 55* 87* 44* 110 66* 99 68* 77*
Cazalla de la S. 42* 74* 37* 74* 33* 108 64* 61*
La Nava de la C. 59* 71* 32* 62* 50* 70* 65* 67*
Puerto de Galis 29* 42* 2* 3* 6* 20* 0* 0*

*significativamente diferente al control p<0,05 (MaWhitney U-test)
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IV.4.3.1.3.-Efecto sobre la germinacién, nacimiento de cotitesoy tamafio de raiz y

cotiledones de semillas & crispusen la estacion de otofio.

En la Tabla 64 se observa que, en la estacionai®ohinguna de las soluciones
acuosas de hojas afectan negativamente a la geitnngin embargo, el nacimiento de
cotiledones si se inhibe significativamente (M-WQ5) con las soluciones de seis de las
doce localidades, manteniéndose el efecto en cdatedlas al reducir la concentracion a la
mitad. Del mismo modo, el tamafio de las raiceseseice significativamente con las
soluciones de todas las poblaciones, excepto taegentes de la Nava de la Concepcién y
Puerto de Galis. El tamafio de los cotiledones tambs reducido de forma significativa en

todas las poblaciones, excepto en Hervés y Catalla Sierra.

Tabla 64: Porcentajes de germinacién, nacimiento de cotiledonasgitud de raiz y de
cotiledones de semillas y plantulas Re crispus. Ensayos realizados con soluciones acuosas, a
dos concentraciones, de hojas@ldadanifer recogidas en doce localidades durante la estacion de
otofio. Datos expresados como porcentaje relativaorerol.

% Germinacién % Cotiledones % L. raiz % L. cotiledones
1 1/2 1 1/2 1 1/2 1 1/2
Ponferrada 104 107 88 93 84* 107 87* 103
Destriana 107 92 65* 77* 75* 88* 81* 84*
Ricobayo 106 1 103 104 78* 76* 93* 111
El Cubo 104 107 81 97 88* 109 90* 110
Hervéas 112 108 104 104 71* 109 95 104
V. del Fresno 106 108 77* 65* 52* 80* 88* 93
Alburquerque 98 108 63 104 75* 91 64* 73*
Hornachos 91 101 31* 57* 84* 80* 76* 81*
Azuaga 94 96 50* 89 80* 97 56* 72*
Cazalla de la S. 106 107 98 74 82* 91 94 93
La Nava de la C. 100 102 50* 81 90 104 75* 87*
Puerto de Galis 104 101 67* 56* 99 104 82* 86*

*significativamente diferente al control p<0,05 (MaWhitney U-test)
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IV.4.3.1.4.-Efecto sobre la germinacién, nacimiento de cotitesoy tamafio de raiz y

cotiledones de semillas & crispusen la estacién de invierno.

De las doce soluciones acuosas de hoja ensayaiiadres inhiben significativa,
aunque débilmente, el porcentaje de germinaci@neantracion 1 (Tabla 65). Al reducir la
concentracién a la mitad, este efecto desaparetedas las localidades. Por su parte, el
nacimiento de cotiledones es inhibido de forma memibe en la mitad de las poblaciones
estudiadas, manteniéndose este efecto al reduciorlaentracion en dos de ellas. Cabe
destacar que a concentracion ¥z aparecen dos desidCazalla y Puerto de Galis, cuyas

soluciones inhiben este parametro y no lo haclam#&xima concentracién.

Tabla 65. Porcentajes de germinacion, nacimiento de cotiledonasgitud de raiz y de
cotiledones de semillas y plantulas Be crispus. Ensayos realizados con soluciones acuosas, a
dos concentraciones, de hojas @eladanifer recogidas en doce localidades durante la estacion
de invierno. Datos expresados como porcentajevelal control.

% Germinacién % Cotiledones % L. raiz % L. cotiledones
I0JA 1 1/2 1 1/2 1 1/2 1 1/2
Ponferrada 90* 100 100 90 59* 71* 95 102
Destriana 88* 100 73* 90 69* 83* 87* 104
Ricobayo 93 101 94 93 68* 80* 90* 107
El Cubo 88* 99 84 80 59* 79* 92 111
Hervas 96 98 93 98 64* 85* 84* 103
V. del Fresno 92 101 54* 100 54* 79* 103 103
Alburquerque 95 94 28* 70* 62* 78* 77* 86*
Hornachos 95 100 56* 99 73* 78* 88* 91*
Azuaga 95 98 84* 80 68* 74% 92+ 90*
Cazalladela S. 94 97 88 65* 68* 69* 85* 92*
La Nava de la C. 94 95 53* 77> 65* 75* 82* 91*
Puerto de Galis 96 91 95 80* 87* 80* 80* 85*

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

204



Resultados

En esta estacion, el tamafio de la raiz es inhida@ldorma significativa (M-W;
p<0.05) por todas las soluciones y a las dos caraz@ones. Por su parte, el tamafio de los
cotiledones también es reducido por las solucioleekojas de la mayoria de localidades a
excepcion de El Cubo, Ponferrada y Valverde delsioe Al reducir a la mitad la

concentracién, seis localidades mantienen la ioidibisignificativa sobre este parametro.

En resumen, el parametro mas afectado negativaroentias soluciones acuosas de
hojas es el tamafio de la raiz, que es inhibidafisigtivamente (M-W; p<0.05) por todas las
poblaciones y en todas las estaciones, a excepleidRuerto de Galis y La Nava de la

Concepcion, cuyas soluciones no inhiben este pardme la estacion de otofo.

IV.4.3.1.5.- Efecto alelopatico estacional de simoes acuosas de hoja @& ladaniferen

semillas deR. crispussembradas en papel.

En la Tabla 66 se reflejan estacionalmente loslteekas obtenidos al realizar la
media de las doce poblaciones en los porcentajéssddistintos parametros analizados en

los ensayos de germinacion.

Tabla 66: Porcentajes estacionales de germinacion, nacimientotiledones, longitud de raices y
longitud de cotiledones de semillas y plantulasRlecrispus. Ensayos realizados sobre papel y
regados con soluciones acuosas de hojaS.dadanifer. Los resultados muestran la media de doce
localidades distribuidas de N-S peninsular y sgresados como porcentaje relativo al control.

% Germinacion % Cotiledones % L. raiz % L. cotiledones

1 1/2 1 1/2 1 1/2 1 1/2
Primavera 92 99 57* 94 55* 80* 82* 95
Verano 74* 80* 43* 68* 64* 84* 66* 72*
Otofio 103 104 73* 83 80* 95 82* 92
Invierno 93 98 75* 85 67* 78* 88* 97
Total 90 95 62* 83 67* 84* 80* 89

*significativamente diferente al control p<0,05 (MaWhitney U-test)
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Respecto al porcentaje de germinacion se obserwgbidion significativa
Unicamente en la estaciébn de verano, tanto a ctac#&n 1 como Y2, obteniéndose
diferencias significativas entre los porcentajesto@as las estaciones (M-W; p<0.05)

excepto entre primavera e invierno (M-W; >0.05p(fFa 22).

Por su parte, el nacimiento de cotiledones esihhisignificativamente en todas las
estaciones a concentracién 1, perdiéndose el edkdisminuir la concentracion, excepto en
verano.Ademas, como se observa en la Figura 22, existenedcias entre los distintos
porcentajes estacionales, produciéndose en versoeduccidn significativamente mayor

en la presencia de cotiledones que en el restetdeienes.

B Primavera [] Vverano B Otoiio B nvierno

120

o respecto al control

TG %C %TR %TC

Figura 22: Porcentajes estacionales de germinacion (%G)mmatto de cotiledones (%C),
longitud de raices (%TR) y longitud de cotiledo(f3 C) de semillas y plantulas & crispus
Ensayos realizados sobre papel y regados con snkgiacuosas de hojas@eladanifer Los
resultados muestran la media de 12 localidadeshdigtas de N-S peninsular y son expresados
como porcentaje relativo al controd b ¢ letras iguales, no diferencia significativa: 4,
test de Mann-Withney).
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El tamafio de las raices también es reducido deafaignificativa en todas las
estaciones cuando ensayamos con las solucionesojdedb jara a concentracién 1,
manteniéndose el efecto al disminuir la concertiraen las estaciones de primavera, verano
e invierno. Como se observa en la Figura 22, rapsecian grandes diferencias estacionales

significativas, salvo el valor producido en otoébgual se separa del resto.

Por ultimo, el tamafio de los cotiledones es redudi forma significativa en todas
las estaciones cuando ensayamos con las solucitné®ja de jara a concentracion 1,
perdiéndose el efecto al disminuir la concentracg@ntodas las estaciones excepto en
verano. Por su parte, como se observa en la FigBraampoco se aprecian grandes
diferencias estacionales significativas, exceptoeelos valores que se dan en verano y los

del resto de estaciones.

Si se analizan estos resultados como un Unico aaloal formado con la media de
las doce poblaciones (Tabla 66), se puede estaldeee la solucién acuosa de hojas no
afecta al porcentaje de germinacion; que se produnge reduccion significativa en el
nacimiento de cotiledones a la maxima concentraajoe el tamafio de la raiz sufre una
reduccion significativa por parte de la soluciodeshoja, tanto a concentracion 1 como %2y
gue el tamafio de cotiledones también es inhibignif@ativamente pero solamente a la

maxima concentracion.
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IV.4.3.2.- Efecto alelopatico de soluciones acuosds hojarasca deC. ladanifer en

semillas deR. crispus sembradas sobre papel.

IV.4.3.2.1.-Efecto sobre la germinacién, nacimiento de cotiteoy tamafio de raiz y

cotiledones de semillas & crispusen la estacion de primavera.

En la Tabla 67 se observa el escaso efecto delasianes de hojarasca sobre la
germinacion en esta estacion, encontrandose imibisignificativa (M-W; p<0.05)
Unicamente a la méxima concentracion con las smiesi procedentes de las poblaciones de
Hervéas, Azuaga y Alburquerque. Por el contraridasolas soluciones afectan negativamente
el nacimiento de cotiledones, a excepcién de lacgmh de Ponferrada. Los porcentajes de
nacimiento de cotiledones van desde el 21% en Henedta el 89% en Destriana. Al
ensayar con concentracion ¥z, el efecto de inhibidiésaparece en todas las localidades a

excepcion de Puerto de Galis y Alburquerque.

Por su parte, el tamafio de las raices es redugidificativamente (M-W; p<0.05)
en précticamente todas las localidades, manterséneste efecto a concentracion %z en la
mayoria de ellas. El tamafio de los cotiledones itambs significativamente reducido,
aunqgue de forma mas moderada, con las solucionesas procedentes de la mayoria de las
poblaciones, y se mantiene al ensayar a conceitré¢ien siete de las nueve que presentan

inhibicion.
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Tabla 67: Porcentajes de germinacion, nacimiento de cotiledonasgitud de raiz y de
cotiledones de semillas y plantulas Re crispus.Ensayos realizados con soluciones acuosas, a
dos concentraciones, de hojarascaGleladanifer recogidas en doce localidades durante la
estacion de primavera. Datos expresados como fajeerlativo al control.

% Germinacion % Cotiledones % L. raiz % L. cotiledones
1 1/2 1 1/2 1 1/2 1 1/2
Ponferrada 103 104 98 100 43* 77 95 94*
Destriana 107 102 89* 103 58* 79* 91* 93*
Ricobayo 97 104 66* 103 65* 91* 100 108
El Cubo 102 103 52* 102 39* 71* 90* 106
Hervas 85* 90 21* 63 51* 66* 81* 94*
V. del Fresno 93 100 53* 87 50* 80* 105 91*
Alburgquerque 86* 89 63* 63* 48* 85* 74* 91*
Hornachos 98 97 82* 89 74* 99 87* 100
Azuaga 86* 97 41* 84 43* 82* 72* 101
Cazalla de la S. 96 100 86* 99 104 110 81* 91*
La Nava de la C. 94 96 72* 96 84* 108 87* 100
Puerto de Galis 88 96 64* 82* 83* 99 78* 85*

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

IV.4.3.2.2.-Efecto sobre la germinacién, nacimiento de cotiteoy tamafio de raiz y

cotiledones de semillas & crispusen la estacién de verano.

En los ensayos de germinacion realizados con swileside hojarasca recogida en
verano (Tabla 68) se observa que, al contrarioequel resto de estaciones, la mayoria de
localidades inhiben fuertemente la germinaciorgdielo a reducirse la germinacion, como
en el caso de Puerto de Galis, al 7%. Con seiagdedluciones acuosas de hojarasca, aun se
mantiene un fuerte efecto al reducir la concentraaila mitad. El nacimiento de cotiledones
se inhibe casi totalmente cuando se ensaya cogi&olde hojarasca a concentracion 1

procedentes de todas las localidades, exceptomerRada. Al disminuir la concentracion a
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la mitad, en ciertas localidades se reduce sufacinque en la mayoria de los casos se

mantiene una fuerte inhibicion significativa (M-¥40.05).

Tabla 68: Porcentajes de germinacion, nacimiento de cotiledonagijtud de raiz y deotiledone
de semillas y plantulas d®. crispus. Ensayos realizados con soluciones acuosasioa
concentraciones, de hojarascaGldadanifer recogidas en doce localidades durante la estadion
verano. Datos expresados como porcentaje relakivontrol.

% Germinacién % Cotiledones % L. raiz % L. cotiledones
1 1/2 1 1/2 1 1/2 1 1/2

Ponferrada 90 100 75 94 108 118 81* 82*
Destriana 76 100 22* 96 57* 81* 58* 80*
Ricobayo 86* 89 48* 40* 96 85* 73* 69*
El Cubo 49* 86 0* 33* 8* 59* 54* 69*
Hervas 43* 88 6* 30* 22% 81* 52* 76*
V. del Fresno 81 86 17* 51* 60* 102 69* 75*
Alburquerque 24* 33* 0* 5* 6* 6* 0* 61*
Hornachos 8* 34* o* 3* 6* 10* 0* 61*
Azuaga 13* 28* o* 2% 6* 6* (0 0*
Cazalladela S. 17* 24* 0* 2* 6* 6* o* o*
La Nava de la C. 20* 19* 0* 0* 6* 6* 0* 0*
Puerto de Galis 7* 18* 0* 0* 8* 26* 0* 0*

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

Por su parte, los pardmetros que miden el desadellas plantulas, tamafo de raiz
y tamafo del cotiledon, también se ven fuertemafgetados negativamente. Se aprecia
inhibicion significativa en todas las localidadesaedo se ensaya a concentracion 1 y se

mantiene en la mayoria de las localidades cuandossya a Y.
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Cabe destacar los porcentajes obtenidos en lasdides de Puerto de Galis,
Cazalla, La Nava, Hornachos, Azuaga y Alburquerguadas cuales se obtienen los valores

mas bajos de germinacion y en el que apenas sealksalas plantulas incluso a Y.

IV.4.3.2.3.-Efecto sobre la germinacién, nacimiento de cotiteoy tamafio de raiz y

cotiledones de semillas & crispusen la estacion de otofio.

En la Tabla 69 se observa claramente como lasispkg acuosas de hojarasca de
jara obtenidas en otofio no presentan efecto algurambas concentraciones, ni sobre la

germinacion ni sobre el nacimiento de cotiledomesemillas déR. crispus

Por el contrario, el tamafio de las raices se resigodicativamente (M-W; p<0.05)
con las soluciones procedentes de cuatro de lasldoalidades, manteniéndose el efecto en

tres de ellas al reducir la concentracion.

Del mismo modo, el tamafio de los cotiledones tamiei® ligeramente reducido
,aunque de forma significativa, en El Cubo, Valeed#l Fresno y La Nava. Curiosamente,
al reducir la concentracion a Y, aumenta el nunderolocalidades cuya solucion de
hojarasca inhibe de forma significativa el tamaéda$ cotiledones, pasando de tres a siete

poblaciones
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Tabla 69: Porcentajes de germinacion, nacimiento de cotiledopnagijtud de raiz y de cotiledones

de semillas y plantulas d®. crispus. Ensayos realizados con soluciones acuosas, a dos
concentraciones, de hojarascaGldadanifer recogidas en doce localidades durante la estacién de
otofio. Datos expresados como porcentaje relativamrarol.

% Germinacién % Cotiledones % L. raiz % L. cotiledones
1 1/2 1 1/2 1 1/2 1 1/2
Ponferrada 104 105 101 91 107 105 113 88*
Destriana 104 107 108 14 100 90 94 80*
Ricobayo 106 110 105 108 93 95 98 100
El Cubo 107 102 96 95 82* 88* 107 105
Hervas 107 98 99 85 87* 108 112 108
V. del Fresno 99 105 97 108 81* 88* 91* 96
Alburquerque 106 111 87 78 108 109 88 98
Hornachos 101 111 93 106 100 111 92 84*
Azuaga 99 105 80 72 86 89 83* 80*
Cazalladela S. 102 101 100 100 105 90 91 78*
La Nava de la C. 104 106 80 78 76* 60* 97 82*
Puerto de Galis 107 107 85 100 102 107 81* 84*

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

IV.4.3.2.4.-Efecto sobre la germinacién, nacimiento de cotitesoy tamafio de raiz y

cotiledones de semillas e crispusen la estacion de invierno.

Como se observa en la Tabla 70, las solucionesofiascas en esta estacion
ejercen un reducido efecto negativo sobre la maydei los parametros medidos. Sélo el
tamafio de las raices se ve inhibido de forma sgifa (M-W; p<0.05) en cuatro de las

doce localidades, perdiéndose el efecto en doBadead reducir la concentracion.
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Tabla 70: Porcentajes de germinacion, nacimiento de cotiledopnagijtud de raiz y de cotiledones

de semillas y plantulas d®. crispus. Ensayos realizados con soluciones acuosas, a dos
concentraciones, de hojarascaGldadanifer recogidas en doce localidades durante la estacién de
invierno. Datos expresados como porcentaje relagivoontrol.

% Germinacion % Cotiledones % L. raiz % L. cotiledones
1 1/2 1 1/2 1 1/2 1 1/2

Ponferrada 101 104 101 106 89 90 100 99
Destriana 89 99 93 102 65* 89 103 111
Ricobayo 98 96 93 93 93 107 105 107
El Cubo 102 97 93 99 55* 77* 108 108
Hervas 96 97 95 94 85* 88 100 103
V. del Fresno 94 99 79 104 52* 76* 110 100
Alburgquerque 96 98 96 99 106 100 102 104
Hornachos 99 101 98 103 106 107 95 97
Azuaga 96 99 98 101 96 92 104 107
Cazalla de la S. 95 98 88 93 98 92 104 108
La Nava de la C. 95 97 90 88 94 102 95 100
Puerto de Galis 93 98 85 93 101 112 104 106

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

En resumen, destacar, que nuevamente el paramésrafectado con las soluciones

de hojarasca es el tamafio de la raiz, aunque earmwtdida que con las soluciones de

hojas. Las dos unicas poblaciones, cuyas soluciaocgssas inhiben significativamente en

las cuatro estaciones este parametro son El Ciadverde del Fresno.
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IV.4.3.2.5- Efecto alelopatico estacional de salneis acuosas de hojarasca@eladanifer

en semillas d&. crispussembradas en papel.

En la Tabla 71 se reflejan estacionalmente loslteekas obtenidos al realizar la
media de las doce poblaciones en los porcentajdssddistintos parametros analizados

cuando se utilizan las soluciones de hojarasca.

Tabla 71 Porcentajes estacionales de germinacion, nacimient@tiledones, longitud de raices y
longitud de cotiledones de semillas y plantulasRlecrispus. Ensayos realizados sobre papel y
regados con soluciones acuosas de hojarasda tedanifer. Los resultados muestran la media de
doce localidades distribuidas de N-S peninsular y son egpi@es como porcentaje relativo al
control.

% Germinacion % Cotiledones % L. raiz % L. cotiledones
1 1/2 1 1/2 1 1/2 1 1/2
Primavera 95 98 66* 89 63* 89* 87* 96*
Verano 43* 59* 14* 30* 33* 51* 31* 48*
Otofio 104 106 94 96 98 95 99 93*
Invierno 96 98 92 98 89 96 103 102
Total 84 90 66* 78 71* 83* 82* 86*

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

Respecto al porcentaje de germinacion (Tabla @lgbserva inhibicion significativa
Unicamente en la estacion de verano, tanto a ctacemn 1 como Y2, encontrandose
diferencias significativas entre los porcentajesodias las estaciones (M-W; <0.05) excepto

entre primavera e invierno (M-W; >0.05) (Figura.23)

Por su parte, el nacimiento de cotiledones es ithhile forma significativa en las
estaciones de primavera y verano cuando ensayarooscantracion 1, manteniéndose un
fuerte efecto al disminuir la concentracion en $&aeion de verano. Ademas, como se

observa en la Figura 23, existen diferencias saiifas entre todos los porcentajes
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estacionales, excepto entre los de otofio e invigmumluciéndose en verano una reduccion

significativamente mayor en la presencia de catited que en el resto de estaciones.

%0 respecto al control
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Figura 23: Porcentajes estacionales de germinacién (%G)mierto de cotiledones (%C),
longitud de raices (%TR) y longitud de cotiledor{@sTC) de semillas y plantulas de.
crispus Ensayos realizados sobre papel y regados cacieoes acuosas de hojas @e
ladanifer. Los resultados muestran la media de 12 local&lddgribuidas de N-S peninsular y
son expresados como porcentaje relativo al confeob c letras iguales, no diferencia

significativa: p>0,05, test de Mann-Withney).

El tamafio de las raices también es reducido deafsignificativa en las estaciones

de primavera y verano cuando ensayamos con lasi@ods de hojarasca de jara a

concentracion 1, manteniéndose el efecto en andtasi@nes al reducir la concentracion a

la mitad. Por otro lado, se aprecian diferenciaacemales significativas entre los valores

porcentuales de todas las estaciones excepto etttfi® e invierno. Asi, el efecto de
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inhibicién que se produce en verano es signifieatiente mayor que el que se produce en

primavera, y este que el de otofio e invierno (RidQR).

Por dltimo, el tamafo de los cotiledones es redudi forma significativa en las
estaciones de primavera y verano, cuando ensayawndas soluciones de hojarasca de jara
a concentracion 1, manteniéndose el efecto en aesasiones al reducir la concentracion a
la mitad, e incluso inhibiendo de forma signifigatien la estacion de otofio. Por su parte,
como se observa en la Figura 23, las diferenciasiesales significativas son patentes entre
todas las estaciones excepto entre otofio e inviemaerano, el tamafio de los cotiledones

se ve reducido de forma significativamente mayer € el resto de estaciones.

Si se analizan estos resultados como un Unico aaloal y con la media de las 12
poblaciones (Tabla 71), se puede establecer quemlla@ion acuosa de hojarasca no inhibe
significativamente la germinacion; que existe indin significativa en el nacimiento de
cotiledones a la maxima concentracion; y que tahtamafio de raiz como de cotiledones se

reduce significativamente a las dos concentraciensayadas.

IV.4.3.3.- Efecto alelopatico de soluciones acuosishoja deC. ladanifer en semillas de

R. crispus sembradas en suelos.

Con el objeto de aproximarnos mas a las condicioaégrales de germinacion, se
utilizaron suelos como sustrato de siembra. Pa@ &s mismas soluciones acuosas
utilizadas para regar las semillas sembradas qugel se utilizaron en los ensayos con
suelos. Estos suelos fueron recogidos en cadagi@blde jara seleccionada, pero fuera de
la influencia deC. ladanifer Se analizé estacionalmente durante un afio eeptaie de
germinacion, nacimiento de cotiledones y tamafogaie y cotiledén de las plantulas

crecidas en los bioensayos, expresando los ressltammo porcentaje referido al control.
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IV.4.3.3.1- Efecto sobre la germinacion, nacimiento de cotiteoy tamafio de raiz y

cotiledones de semillas & crispusen la estacion de primavera.

Como se observa en la Tabla 72, en la estacionrideayera solo encontramos
efecto negativo sobre la germinacion cuando seyansan muestras recogidas en la
localidad de Ponferrada (M-W; p<0.05). El nacimierde cotiledones es reducido
significativamente en tres de las doce localidadRkeso son los parametros que hacen
referencia al desarrollo de la plantula los mastatlos de forma general. Asi, en cinco
poblaciones se produce inhibicion del tamafio derdéses (M-W, p<0.05) y en diez se
inhibe el tamafio de los cotiledones. Cabe destasgrorcentajes obtenidos en la localidad

de Ponferrada cuyos valores son los méas bajosles tos paradmetros cuantificados.

Tabla 72 Porcentajes de germinacion, nacimiento de cotiledonasgitud de raiz y de
cotiledones de semillas y plantulas & crispus. Ensayos realizados sobre suelo control y
regados con soluciones acuosas de hojaS.dadanifer recogidas en doce localidades durante la
estacion de primavera. Datos expresados como gejeerlativo al control.

% Germinacién % Cotiledones % L. raiz % L. cotiledones

Ponferrada 17* 0* 10* 0*

Destriana 93 86 102 90*
Ricobayo 101 40* 42* 75*
El Cubo 100 90 97 85*
Hervas 90 89 96 97
V. del Fresno 106 104 79* 87*
Alburquerque 90 94 93 87*
Hornachos 106 82 69* 75*
Azuaga 92 90 101 90*
Cazalla de la S. 98 97 104 99
La Nava de la C. 93 89* 89* 86*
Puerto de Galis 96 99 95 83*

*significativamente diferente al control p<0,05 (MeaWhitney U-test)
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IV.4.3.3.2.-Efecto sobre la germinacién, nacimiento de cotitesoy tamafio de raiz y

cotiledones de semillas & crispusen la estacién de verano

En la estacion de verano existe efecto negativiig tan la germinacién como en el
nacimiento de cotiledones, uUnicamente cuando ensas/a&on muestras recogidas en las
localidades de Puerto de Galis y Alburquerque @aR). Al igual que ocurre en el resto de
ensayos, los parametros referentes al desarrollda dglantula son los mas afectados
negativamente en la mayoria de las localidadese S@n las poblaciones cuyas soluciones
acuosas reducen significativa el tamafio de lasesaiy excepto en Ricobayo y
Alburquerque, el tamafo de los cotiledones se abignificativamente con las soluciones
procedentes de todas las poblaciones. Cabe dekiagrrcentajes de la localidad de Puerto

de Gallis, cuyos valores son los mas bajos de fodgsrametros medidos en esta estacion.

Tabla 73 Porcentajes de germinacion, nacimiento de cotiledonasgitud de raiz y de
cotiledones de semillas y plantulas & crispus. Ensayos realizados sobre suelo control y
regados con soluciones acuosas de hojaS.dadanifer recogidas en doce localidades durante la
estacion de verano. Datos expresados como poreestafivo al control.

% Germinacién % Cotiledones % L. raiz % L. cotiledones

Ponferrada 92 92 98 91*
Destriana 102 102 80* 91*
Ricobayo 103 106 79* 95
El Cubo 91 96 75* 80*
Hervéas 101 101 90* 88*
V. del Fresno 99 96 7T 76*
Alburquerque 75* 74* 88* 97

Hornachos 90 86 111 86*
Azuaga 101 102 97 83*
Cazalla de la S. 93 93 99 72*
La Nava de la C. 105 108 107 85*
Puerto de Galis 41* 6* 24* 0*

*significativamente diferente al control p<0,05 (MeaWhitney U-test)
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IV.4.3.3.3.-Efecto sobre la germinacién, nacimiento de cotitesoy tamafio de raiz y

cotiledones de semillas & crispusen la estacion de otofio

En la Tabla 74 se observa como las soluciones asui#s hojas de jara procedentes
de las doce localidades y recogidas en la estal@dotofio no afectan a la germinacion de
semillas deR crispussembradas sobre suelo control, ademas del eseso en el resto de
parametros. Asi, el nacimiento de cotiledones hibimho Unicamente en dos de las doce
localidades, el tamafio de las raices presentaigera linhibicion aunque significativa (M-
W, p<0.05) en cinco de las doce poblaciones yamlafio de los cotiledones en seis, no

encontrandose ningun porcentaje por debajo del 73%.

Tabla 74 : Porcentajes de germinacion, nacimiento de cotiledonasgitud de raiz yde
cotiledones de semillas y plantulas Recrispus.Ensayos realizados sobre suelo controetgadc
con soluciones acuosas de hojasddadanifer recogidas en doce localidades durantedtacio
de otofio. Datos expresados como porcentaje relaivontrol.

% Germinacién % Cotiledones % L. raiz % L. cotiledones
Ponferrada 102 101 79* 85*
Destriana 116 110 91 98
Ricobayo 95 92 87* 91
El Cubo 92 87 104 103
Hervéas 99 95 83* 86*
V. del Fresno 103 104 104 90*
Alburquerque 93 83* 98 83*
Hornachos 107 109 73* 100
Azuaga 103 103 10 101
Cazalla de la S. 92 83* 109 87*
La Nava de la C. 101 98 82* 93
Puerto de Galis 97 91 106 86*

*significativamente diferente al control p<0,05 (MeaWhitney U-test)
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IV.4.3.3.4.-Efecto sobre la germinacién, nacimiento de cotitesoy tamafio de raiz y

cotiledones de semillas & crispusen la estacion de invierno

Cuando se ensaya con soluciones de hojas obteeidda estacion de invierno
(Tabla 75), los porcentajes tanto de germinacidnacde nacimiento de cotiledones no se
reducen significativamente en ninguna de las dat#apiones. Ademas, el tamafio de las
raices es ligeramente reducido de forma signifiaatin sélo dos de ellas. Por su parte, el
tamafio de los cotiledones es inhibido significatigate en un mayor numero de

localidades, siete en concreto, aunque con polesrgae no bajan del 82%.

Tabla 75: Porcentajes de germinacion, nacimiento de cotiledomasgitud de raiz y de
cotiledones de semillas y plantulas &e crispus. Ensayos realizados sobre suelo control y
regados con soluciones acuosas de hojas.dadanifer recogidas en doce localidades durante la
estacion de invierno. Datos expresados como p@jeerglativo al control.

% Germinacion % Cotiledones % L. raiz % L. cotiledones
Ponferrada 99 98 116 85*
Destriana 104 92 104 86*
Ricobayo 92 84 77* 82*
El Cubo 104 100 110 83*
Hervas 98 94 111 87*
V. del Fresno 100 104 91* 104
Alburquerque 98 98 107 97
Hornachos 99 99 109 90*
Azuaga 102 101 93 98
Cazalladela S. 99 99 103 97
La Nava de la C. 101 101 105 88*
Puerto de Galis 98 96 103 111

*significativamente diferente al control p<0,05 (MeaWhitney U-test)
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Si se comparan los resultados obtenidos en esfariencias con los obtenidos

cuando se siembra sobre papel y se riegan con m&ass soluciones (Tablas 62 - 70),

cabe destacar que en los suelos las solucionem@ons activas. Aunque hay inhibiciéon en

el tamafio de raices y de cotiledones, el nimemmbkaciones donde se observa inhibicion

es menor que cuando se siembra sobre papel. Estandia es acrecentada en las estaciones

de otofio e invierno, pues sobre papel el tamaflasdeaices es inhibido practicamente en

todas las localidades. Por el contrario, cuandssiembra sobre suelo, solamente hay

inhibicion en cinco localidades en la estaciéntéoy en dos durante el invierno.

IV.4.3.3.5.- Efecto alelopatico estacional de smoes acuosas de hoja @ ladaniferen

semillas deR. crispussembradas sobre suelo control.

En la Tabla 76 se reflejan estacionalmente loslteekas obtenidos al realizar la

media de las 12 poblaciones en los porcentajessddistintos pardmetros analizados en los

ensayos. Respecto al porcentaje de germinacidriyniganto de cotiledones, no se observa

inhibicion significativa en ninguna de las cuatstegiones.

Tabla 76. Porcentajes estacionales de germinacion, nacimientootiiedones, longitud de
raices y longitud de cotiledones de semillas y plantulaR daispus.Ensayos realizados sobre
suelos control y regadas con soluciones acuosas de hoj& thdanifer. Los resultados
muestran la media de doce localidades distribuidas de Nafhigdar y son expresados como
porcentaje relativo al control.

% Germinacién % Cotiledones % L. raiz % L. cotiledones
Primavera 90 80 82 80*
Verano 92 89 86* 79*
Otofio 100 97 95 93*
Invierno 99 97 102 92*
Total 95 91 92 86*

*significativamente diferente al control p<0,05 (MaWhitney U-test)
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Por su parte, las raices ven reducida significaterste su longitud Unicamente
cuando se ensaya con las muestras recogidas ervé&iaamarno de los cotiledones es el
parametro mas afectado negativamente en las caataziones, aunque no se observan

diferencias significativas entre los porcentajeéaasnales (K-W; p> 0.05) (Figura 24).

. Otono . Invierno

. Primavera |:| Verano
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Figura 24: Porcentajes estacionales de germinacion (%G)mieto de cotiledones (%C),
longitud de raices (%TR) y longitud de cotiledor{eésTC) de semillas y plantulas de.
crispus Ensayos realizados sobre suelos control y regemiosolucién acuosa de hoja. Los
resultados muestran la media de 12 localidadesildigtas de N-S peninsular y son
expresados como porcentaje relativo al contral.b( ¢ letras iguales, no diferencia
significativa: p>0,05, test de Mann-Withney).
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IV.4.3.4.- Efecto alelopatico de soluciones acuosds hojarasca deC. ladanifer en

semillas deR. crispus.

Al igual que en los cinco subapartados anteridosstesultados que a continuacion

se exponen provienen de experiencias en las csmlatiliza suelo como sustrato de siembra.

IV.4.3.4.1.-Efecto sobre la germinacion, nacimiento de cotifetoy tamafio de raiz y

cotiledones de semillas & crispusen la estacion de primavera.

En esta estacion (Tabla 77), al igual que ocurréerdos ensayos con solucion de
hoja, se aprecia una disminucién significativa (M{&0.05) de la germinacién Unicamente

cuando se ensaya con muestras de hojarasca rexegitimlocalidad de Ponferrada.

El nacimiento de cotiledones se ve reducido sicaifvamente en tres de las doce
localidades, pero nuevamente son los parametresergés al desarrollo de la plantula, y en
concreto el tamafio de los cotiledones, los queeseafectados negativamente de forma mas
general. De tal manera que son cuatro las poblesien las que se produce una reduccion

significativa en el tamafio de las raices.

Por ultimo, el tamafio de cotiledones es inhibidmificativamente (M-W; p<0.05)
en todas las poblaciones, excepto en Cazalla &elsa. Cabe destacar, una vez mas, los
porcentajes obtenidos en la localidad de Ponferraalpos valores son los mas bajos en

todos los parametros cuantificados.
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Tabla 77: Porcentajes de germinacion, nacimiento de cotiledonasgitud de raiz y de
cotiledones de semillas y plantulas & crispus. Ensayos realizados sobre suelo control y
regados con soluciones acuosas de hojarasc&€.dadanifer recogidas en doce localidades

durante la estacion de primavera. Datos expresamoe porcentaje relativo al control.

% Germinacién % Cotiledones % L. raiz % L. cotiledones

Ponferrada 31* 17* 27* 75*

Destriana 105 100 110 86*
Ricobayo 99 83* 53* 75*

El Cubo 100 99 101 89*
Hervéas 101 103 111 91*
V. del Fresno 108 109 110 87*
Alburquerque 95 95 89* 79*
Hornachos 96 79* 73* 67*

Azuaga 97 93 108 82*
Cazalla de la S. 98 94 96 95
La Nava de la C. 95 93 107 90*
Puerto de Galis 93 99 106 81*

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

IV.4.3.4.2.-Efecto sobre la germinacion, nacimiento de cotifetoy tamafio de raiz y

cotiledones de semillas & crispusen la estacion de verano.

En la estacién de verano se ha encontrado un feésto negativo, tanto en la
germinacion como en el nacimiento de cotiledonegnaayar con muestras de hojarasca
recogidas en las localidades de Puerto de Galimyddhos, Azuaga y Alburquerque (Tabla
78). Por su parte, el tamafio de las raices soloh@sido cuando se ensaya con muestras
procedentes de Puerto de Galis y Destriana. En aaste, el parametro méas afectado
negativamente en mayor nimero de localidades &sreliio de los cotiledones, donde en

once de las doce poblaciones se produce inhibisignificativa (M-W; p<0.05). Cabe
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destacar los porcentajes obtenidos en la locatidaBuerto de Galis, cuyos valores son los
mas bajos en todos los parametros medidos en gsteidn, al igual que ocurriera en los

ensayos con solucién de hoja (Tabla 73).

Tabla 78 Porcentajes de germinacion, nacimiento de cotiledonasgitud de raiz y de
cotiledones de semillas y plantulas &e crispus. Ensayos realizados sobre suelo control y
regados con soluciones acuosas de hojarasc&€.dadanifer recogidas en doce localidades
durante la estacion de verano. Datos expresados poraentaje relativo al control.

% Germinacion % Cotiledones % L. raiz % L. cotiledones

Ponferrada 104 99 112 93*
Destriana 107 107 90* 88*
Ricobayo 99 100 112 89*
El Cubo 90 85 102 61*
Hervéas 104 104 106 81*
V. del Fresno 107 106 116 86*
Alburgquerque 44* 41* 109 89*
Hornachos 67* 67* 107 72*
Azuaga 39* 37* 105 97

Cazalladela S. 93 93 107 79*
La Nava de la C. 91 92 110 80*
Puerto de Galis 56* 0* 12* 0*

*significativamente diferente al control p<0,05 (MaWhitney U-test)
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IV.4.3.4.3.-Efecto sobre la germinacién, nacimiento de cotitesoy tamafio de raiz y

cotiledones de semillas & crispusen la estacién de otofio.

Cuando se ensaya con soluciones de hojarasca aacegila estacion de otofio
(Tabla 79), los porcentajes tanto de germinacidmacale nacimiento de cotiledones no
muestran efecto negativo significativo (M-W; p>0.88 ninguna de las doce localidades. El
tamafio de las raices es ligeramente reducido dmafasignificativa Unicamente en
Hornachos. Por su parte, el tamafio de los cotiksipnesenta una ligera pero significativa

inhibicion en seis de las doce localidades.

Tabla 79 Porcentajes de germinacidn, nacimiento de cotiledonasgitud de raiz y de
cotiledones de semillas y plantulas &e crispus. Ensayos realizados sobre suelo control y
regados con soluciones acuosas de hojarasc&€.dedanifer recogidas en doce localidades
durante la estacién de otofio. Datos expresados poneentaje relativo al control.

% Germinacion % Cotiledones % L. raiz % L. cotiledones
Ponferrada 101 100 109 88*
Destriana 108 119 94 92
Ricobayo 98 104 95 90
El Cubo 97 90 111 101
Hervéas 107 107 94 84*
V. del Fresno 110 111 106 91*
Alburgquerque 102 101 109 98
Hornachos 101 99 75* 79*
Azuaga 107 106 109 100
Cazalladela S. 92 83 110 89*
La Nava de la C. 100 101 103 95
Puerto de Galis 95 86 90 80*

*significativamente diferente al control p<0,05 (MaWhitney U-test)
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IV.4.3.4.4.-Efecto sobre la germinacién, nacimiento de cotitesoy tamafio de raiz y

cotiledones de semillas & crispusen la estacién de invierno.

En la Tabla 80 se observa como la germinacion naeimiento de cotiledones no
son afectados negativamente por ninguna de lassibdeeiones acuosas de hojarasca. Cabe
destacar también, el escaso efecto en el restardenptros. Asi, el tamafio de las raices se
reduce significativamente (M-W; p<0.05) sélo al ayreg con muestras procedentes de la
localidad de Puerto de Galis. Por su parte, elnmaaito de cotiledones presenta una ligera
aunqgue significativa inhibicion en cinco de las @ldacalidades, no encontrandose ningun

porcentaje por debajo del 85%.

Tabla 80: Porcentajes de germinacion, nacimiento de cotiledonasgitud de raiz y de
cotiledones de semillas y plantulas &e crispus. Ensayos realizados sobre suelo control y
regados con soluciones acuosas de hojarasc&€.dadanifer recogidas en doce localidades
durante la estacion de invierno. Datos expresaoio® gorcentaje relativo al control.

% Germinacion % Cotiledones % L. raiz % L. cotiledones

Ponferrada 97 99 109 89*
Destriana 99 96 110 93*
Ricobayo 93 92 110 89*
El Cubo 106 107 110 107
Hervéas 111 109 109 85*
V. del Fresno 99 104 105 98

Alburgquerque 98 98 99 99

Hornachos 101 103 106 102
Azuaga 102 101 96 108
Cazalla de la S. 102 100 102 108
La Nava de la C. 103 99 93 91*
Puerto de Galis 103 102 87* 97

*significativamente diferente al control p<0,05 (MaWhitney U-test)
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Al igual que ocurriera con las experiencias rediézasobre suelo control y regadas
con soluciones acuosas de hojas, cuando estosssselo regados con soluciones de
hojarasca, el efecto es menor que cuando se esséya papel, siendo igualmente mas

evidente en las estaciones de otofio e invierno.

IV.4.3.4.5.Efecto alelopatico estacional de soluciones acuagakojarasca d€. ladanifer

en semillas d&. crispussembradas sobre suelo control.

En la Tabla 81 se expresan los valores estaciodeleada pardmetro al regar con
soluciones acuosas de hojarasca.. Como puede absmria germinacién Unicamente es
inhibida de forma significativa en la estacién éeano. Lo mismo sucede con el nacimiento
de cotiledones, encontrando diferencias estacisrsdgmificativas entre los valores de este

parametro en verano y el resto de estaciones @i

Por su parte, el tamafio de las raices no se véadfemegativamente por las
soluciones de hojarasca de ninguna estacion. Nu@wanel tamafo de los cotiledones es el
parametro afectado negativamente de forma mas aaela, produciéndose inhibicién
significativa en primavera, verano y otofio. Adenm&s;ontramos diferencias significativas
entre todos los valores estacionales excepto pritmawvera y verano, siendo la inhibicion en
estas estaciones significativamente mayores quetaio, y ésta a su vez a los valores

obtenidos en invierno (Figura 25).

Como se puede observar del analisis global dedtssdTabla 81), nuevamente el
anico parametro que es inhibido, en este ensayolargo del afio, es el tamafio de los

cotiledones.
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Tabla 81: Porcentajes estacionales de germinacion, nacimientootiiedones, longitud de
raices y longitud de cotiledones de semillas y plantulaR .dgispus.Ensayos realizados sobre
suelos control y regadas con soluciones acuosas de h@jadast. ladanifer. Los resultados

muestran la media de doce localidades distribuidas de Nafhgdar y son expresados como
porcentaje relativo al control.

% Germinacion

% Cotiledones % L. raiz % L. cotiledones
Primavera 93 89 93 83*
Verano 83* 78* 103 77
Otofio 102 102 105 91*
Invierno 101 101 105 98
Total 95 92 102 87*

*significativamente diferente al control p<0,05 (MaWhitney U-test)
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Figura 25: Porcentajes estacionales de germinacién (%G)mieto de cotiledones (%C),
longitud de raices (%TR) y longitud de cotiledor{@sTC) de semillas y plantulas de.
crispus Ensayos realizados sobre suelos control y regeslosolucion acuosa de hojarasca.
Los resultados muestran la media de 12 localidalifsbuidas de N-S peninsular y son
expresados como porcentaje relativo al contralb(c d letras iguales, no diferencia
significativa: p>0,05, test de Mann-Withney).
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V.- Discusion
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Muchos compuestos del metabolismo s#anum de las plantas pueden actuar como
aleloguimicos; es el caso de &acidos fendlicos, etengles, alcaloides, esteroides,
poliacetilenos, etc (Rice, 1984; Waller, 1987; kjitlgy Dakshini, 1995). Estos compuestos
los podemos encontrar en varios 6rganos de lagylamo hojas, tallos y raices, sin
embargo, su mera presencia no establece aleldpatisam y Tang, 1986; Heisey, 1990).
Entre otras cosas, para que exista alelopatiss estopuestos generalmente deben llegar al
suelo, lugar donde pueden ejercer su accion. Hpstasto sucede, los compuestos pueden
sufrir una serie de alteraciones, ya sean derivdeldgs factores bioticos (microorganismos)
que transformen o degraden los compuestos, comaétias (temperatura, luz,
caracteristicas edaficas, etc.). En este sent&dogekperiencias realizadas en este trabajo

intentan abordar el segundo aspecto.

En Cistus ladanifertrabajos anteriores han demostrado el potenaébtico que
presenta el exudado secretado por sus hojas yaatificado alguno de los compuestos que
lo conforman, entre ellos los flavonoides. De lohmflavonoides aislados en el exudado,
s6lo la apigenina 4~ (O) metil, kaempferol 3 (O)ting kaempferol 3,7 di(O) metil
presentan actividad alelopética, relacionada paisiente con la disminucion en el tamafio
de la raiz y los cotiledones (Chaves y col., 128®1a). Posteriormente 11 compuesto, con
una menor proporcién en el exudado, fueron aisladdsentificados (Chaves y col., 2001b).
En bioensayos realizados con semillas Rlenex crispusse puso en evidencia que el
metilpropionato y el acido butirico inhiben fuerteme la germinacién incluso a
concentraciones muy bajas; los otros 9 afectarcipdaimente al desarrollo de la plantula

(Chaves y col., 2001b).

Por otro lado, se ha demostrado, que las condiiditeaticas a las que puede estar
sometida una especie, alteran la capacidad fittdadde los compuestos implicados en la
alelopatia, influyendo en su sintesis y pudiendtaf también a su actividad (Chaves y
Escudero, 1999). Son pocos los estudios sobrenal, teunque algunos trabajos muestran el
aumento en la fitotoxicidad de ciertos acidos feo8l al someterlos a ambientes con

temperaturas e intensidades luminicas altas (Gl83§; Hauson y col., 1983; Bhowmik y
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Doll, 1983; Einhellig y Eckrich, 1984). El objetiywrincipal de este trabajo es contribuir al
estudio del fendmeno alelopético, centrandono<ipd@imente en la influencia que ejercen

sobre éste las distintas condiciones climaticdaggue se produce la interaccion.

En condiciones naturales, la temperatura, el foioge y la pluviosidad siguen un
comportamiento marcadamente estacional. Por tdat@ctividad de los aleloquimicos
presentes en el exudado Ge ladanifer puede verse modificada a lo largo del afio. Para
comprobar esta hipotesis, en primer lugar se fligiensayos bajo condiciones controladas,
experimentando con diferentes temperaturas e idhss luminicapara aproximarnos asi

a las condiciones naturales.

Cuando se realizan los ensayos de fitotoxicidatkerreindo condiciones de
fotoperiodo corto y largo con temperaturas altasopstantes, se pone en evidencia la
variabilidad de la toxicidad de los compuestos yadas al variar las condiciones
ambientales del ensayo. Hay que tener en cuentéalagutemperaturas altas, por si solas,
reducen de forma significativa el tamafio de lasesaly de los cotiledones. Por tanto, para
cuantificar la actividad de cada compuesto bajodietintos tratamientos, los resultados se

expresan como porcentajes referidos al control.

La germinacién es débilmente afectada por la mayde los compuestos a
excepcion del acido butirico y el metilpropiondtis cuales presentan un fuerte efecto de
inhibicién. Las condiciones climéticas afectan adtividad de los distintos compuestos de
manera diferente, intuyéndose un comportamiento imetigrogéneo en la actividad de estos
compuestos ante la influencia de las condicioriegaticas sobre la germinacién de semillas
de R. crispus En general, cuando las experiencias se realizga tratamientos con
fotoperiodo corto, existe un mayor numero de corsfmseque inhiben la germinacién, como
son el acido ferdlico, acido hidrocinamico, acidalaco, acido metilmalénico, acido p-

anisico, &cido 3-hidroxibutirico y azuleno.

Por su parte, la actividad de estos compuestos sbnacimiento de cotiledones

tampoco sigue un patrén comun de comportamientpegar de ello existen una serie de
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compuestos que presentan una inhibicion signifiaatente mayor bajo temperaturas altas
con fotoperiodo largo (TA-FL) que bajo el resto dendiciones, como son el acido
hidrocindmico, acido metilmaldénico, acido p-anisiéeido 3-hidroxibutirico, azuleno e

incluso el &cido butirico.

Todos los compuestos, en la mayoria de los tratdosiemuestran un gran efecto de
inhibicion sobre la longitud de las raices, aunguemperatura constante con fotoperiodo
corto (TC-FC) existen compuestos que no inhibee parametro. En concreto, el 4cido
cindmico es activo a concentracién’Den todos los tratamientos, mientras que ai®d
es Unicamente bajo temperatura constante con fiwdpelargo (TC-FL). Estos resultados
estan en concordancia con los obtenidos por Eigh@002), el cual observa que el &cido
cindmico inhibe el tamafio de las raices de ci@species entre las concentracioned yL.0
10*M. Por tanto, podriamos concluir que la combinadérestas dos variables, temperatura
constante y fotoperiodo largo, potencian la acsiglidle este compuesto, ya que bajo estas
condiciones, a concentracionM también se reduce significativamente el tamafidade

raices.

Por otra parte, los ensayos realizados por EighglliEckrich (1984) ponen de
manifiesto que el acido ferulico es mas activoaemhibicion de las raices de soja cuando
ésta era expuesta a temperaturas altas. Estotadesutoinciden con nuestras experiencias,
pues el &cido ferulico, a la concentracion 0,8M,Oinhibe la longitud de la raiz solamente
cuando esta sometido a temperaturas altas, indiepémmiente de la duracién del

fotoperiodo.

Sobre la accion de los compuestos en la longituldgleotiledones, se observa una
gran influencia de las condiciones climaticas,adertanera que a temperatura constante con
fotoperiodo largo (TC-FL), la mayoria de los congioe presentan inhibicibn y a
temperatura alta con fotoperiodo corto (TA-FC) gesace. Esto nos sugiere la posibilidad

que el fotoperiodo largo active la capacidad irdoba de la mayoria de los compuestos.
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El efecto de todos estos compuestos realmente tesmileado cuando actian en
conjunto, siendo mas efectivos que cuando actlarsgarado. Li y col. (1993) habian
descrito este comportamiento sinérgico en ciertaa fendlicos como acido cafeico, acido
ferdlico y &cido cinamico. Esta sinergia implicarue no son necesarias altas
concentraciones de estos compuestos para que siassaya que un compuesto en si
podria potenciar la accion de otro. Muchos de dlbos sido identificados en el suelo a bajas
concentraciones (Blum y col., 1989a; Lyu y col.9@9Lehman y col., 1994; Inderjit y
Dakshini, 1991, 1992) pudiendo compensar, estegsmo, la baja concentracion presente

en el medio.

La accion inhibidora conjunta no significa que @@mpuestos tengan el mismo
modo de accion, siendo sus mecanismos de intecfaraon los procesos fisioldgicos
probablemente diferentes (Einhellig, 1995). De ilsnma manera, la respuesta de las mezclas
de estos compuestos a la temperatura y fotopemodtene por qué ser la misma que

cuando actuan por separado.

Cuando se ensaya con distintas mezclas de los estoguanteriormente utilizados,
se aprecia un notable incremento del efecto filot)de los mismos, siendo en la mayoria
de las mezclas significativamente mayor bajo lasamientos con fotoperiodo largo. El
efecto negativo, sobre la longitud de las raicesasias condiciones, es claramente mayor
que con el resto de parametros. Al reducir la catnaeiones de los compuestos a la mitad,
se sigue manteniendo la inhibicién significativa welas las mezclas. Estos mismos
resultados son obtenidos cuando se ensaya corctestracuosos derivados de distintas
especies (Steinsiek y col., 1982; Bhowmik y Do®83), demostrandose que el efecto
alelopatico puede ser alterado con un fotoperiodyany potencidndose adn mas con

temperaturas altas.

Se esta ampliando el conocimiento sobre la fungi® modo de acciéon de los
aleloguimicos. Autores como Pandey (1996) o Jadeérh col., (1996) defienden que la
presencia de estos compuestos hace que la plaméansa menos agua, provocando una

disfuncion en las raices. La accion de los compadsindlicos podria estar implicada en la
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bajada de la integridad de la membrana, alterad®las vias enziméticas, limitacién en la
captacién de nitrégeno e incluso disminucion epréaluccion de clorofila (Gallardo y col.,
1998).

Una vez comprobada que la actividad de los compsied¢ naturaleza fendlica
puede ser dependiente de los pardmetros tempeyaurase procedié a la identificacion de
otros compuestos que constituyen un alto porcedj@xudado, los cuales podrian tener
actividad alelopética. Con la utilizacion de difges técnicas cromatograficas y mediante
RMN se identificaron cuatro compuestos de natusategpénica. Estos compuestos son los
siguientes diterpeno®1. Acido §-acetoxi-7-oxo-8-labden-15-oic®2. Acido 7-0x0-8-

labden-15-0icoD3. Acido oxocativicoD4. Acido labdandlico.

Dentro del amplio grupo de compuestos naturalesadas como terpenos, existen
referencias sobre estudios que atribuyen a moretesy y sequiterpenos actividad
fitotoxica. (Fischer, 1991; Cutler, 1992; Vaugh8pencer, 1993).

Por su parte, los diterpenos ejercen una ampligedad de funciones tanto
estructurales, hormonales, como de defensa. Ensest&lo, encontramos diterpenos con
actividad fungicida, insecticida (Croteau y Jons@@85; Seigler, 1998) y nematicida
(Chitwood, 1992). Pero, hasta la fecha, son esdasosstudios alelopaticos que se centran

en el efecto de los diterpenos sobre el desamelllas plantas.

Los bioensayos realizados para comprobar la fitoiexd de los diterpenos
identificados enC. ladanifer ponen de manifiesto que, todas las moléculas adaay
presentan actividad fitotoxica, reduciendo en n&ésid 80% la capacidad de elongacion de
los coleoptilos a concentracion™M. Al reducir la concentracion, la actividad de asdos
diterpenos disminuye. Con todo ello, el compuesBopbovoca una inhibicion cercana al

50% al ensayar a TM.

En general, los ensayos realizados sobre la el@ngae coleoptilos revelan una

fuerte actividad de los compuestos a concentrasiatias y una reduccion progresiva de la

237



Discusién

actividad al disminuir la concentracion de las nasnPor tanto, la actividad potencial de los
cuatro diterpenos es evidente, confirmandose siblpdmplicacion como aleloquimicos en

condiciones naturales.

La actividad de los cuatro diterpenos también figudtada a otro nivel,
cuantificando el efecto de los mismos sobre pam@wmede germinacion y desarrollo de
plantulas. En estos bioensayos, el posible efamtoesestos pardmetros nos da una vision
mas cercana y real de la actividad de estas makcoimo posibles agente alelopéticos en el
medio natural y su posible utilizacion como herddchatural (Macias y col., 1999; Inderijit y
Nilsen, 2003).

En nuestro caso, se encontrd una gran dificultadhara de purificar los diterpenos
de C. ladanifer debido a la naturaleza resinosa del exudadoaD®dnera que la cantidad
disponible de compuestos puros limitdé la realizacile los bioensayos de actividad
fitotoxica (STS) previamente programados con mayanero de especies diana y mayor
namero de concentraciones. Es por ello que, ers estsayos, sélo se probd la actividad

fitotoxica de los compuestos D1, D3 y D4.

Respecto al efecto de los tres diterpenos solgertainacion de las especies diana,
cabe destacar que el comportamiento es similarebhdrbicida comercial en todas las
especies ensayadas excepto sobre el berro, cuyéngeidn es inhibida por el D3 y D4 a

todas las concentraciones excepto @,(efecto este que no se consigue con el Logram.

El efecto de los diterpenos aM sobre en el tamafio de las raices de todas las
especies, es incluso mayor que el que producerkeicita testigo a esta concentracion. Al
reducir la concentracion a 1M, el efecto del diterpeno desaparece mientras edjudel
herbicida comercial se mantiene en la mayoria gdee$pecies, poniendo de manifiesto la
mayor eficacia del herbicida sobre este param@uoiosamente, los compuestos D1 y D3
también ejercen inhibicion sobre el tamafio de d&ses del berro, aunque en este caso, el

efecto se produce al ensayar con la concentraci&bmja, 16M.
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El efecto sobre la longitud de los cotiledones qumés un comportamiento muy
similar al que se produce sobre las raices; fuémtebicion del D4 a 18M vy

comportamiento heterogéneo para el resto de corgzugsemillas.

En general, los ensayos STS de fitotoxicidad neslae principalmente que los
parametros indicadores del desarrollo de las distlongitud de raiz y cotiledones, son
muy sensibles a la actividad de los diterpenoszatibs en los ensayos. Destacar el fuerte
efecto de D4 a la concentracion®M La pérdida de actividad al reducir la concerila
10*M vy siguientes, nos sugiere que este compuestcarer@ un buen candidato a ejercer
esta fitotoxicidad en el medio natural, donde kascentraciones son mucho mas bajas. Por
el contrario, el D1 y D3, aparentemente con membisidad, ejercen su inhibicion sobre
ciertas especies a bajas concentraciones, pudaatdar como aleloquimicos en un sistema

natural.

Por otra parte, la sintesis de los fenoles enadwogranC. ladaniferse induce por el
estrés hidrico y la intensidad luminica (Chavesl, d997). En esta sintesis, cuando la
planta esta sometida a altas temperatura, se veretados determinados compuestos como
son los flavonoides. En concreto, la velocidad idéesis de los flavonoides con actividad
alelopatica como es el kaempferol 3,7 di(O) meslestimulada con las altas temperaturas
(Chaves y col.,, 1997; Sosa y col.,, 2005). Estosarpatros climéaticos coinciden en
condiciones naturales con las estaciones de primgveerano, y es cuando la planta secreta
flavonoides en mayor cantidad (Chaves y col., 19%0r el contrario, los resultados
obtenidos en esta memoria revelan un comportammantodiferente para la sintesis de los

diterpenos estudiados.

La cantidad media, de estos compuestos, en el dawtkala hoja d€. ladaniferes
claramente mayor en la estacion de invierno, endndbse claras diferencias significativas
con el resto de estacioné®r el contrario, en las muestras de hojarasaaalor cantidad
de los diterpenos cuantificados la encontramosntieifa estacion de verano. Estos datos,

que a priori parecen contradictorios, pueden eapi teniendo en cuenta que las hojas que
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en la estacion de invierno estan en la planta a@mismas que con las altas temperaturas

del verano caen al suelo formando la cubierta frdsra u hoja seca sobre el suelo.

En el suelo, a pesar de que las cantidades endastde los tres diterpenos son
minimas, al igual que ocurriera en la hojarascaueante el verano cuando mayor presencia
de estos compuestos existe. Estos resultados esndgeposibilidad de que la incorporacion
de estos compuestos al suelo provenga de la deposie hojarasca sobre el mismo, mas
que directamente de las hojas frescas por lixividuvia. Una vez desprendida la hoja en
verano, la descomposicién de la misma incorpoesias compuestos al sustrato. La via de
incorporacién de los diterpenos en el suelo, ea estudio, no estd comprobada, pero
teniendo en cuenta la baja solubilidad en aguasimlsmos, parece razonable pensar que la
incorporacién sea via degradacion de hojarasca. étaydios que han demostrado la
incorporacién al suelo de aleloquimicos, sobre tetholes, mediante el lavado por lluvias
(Nilsson y col., 1998), pero sin embargo hay o&nat®res (Coley, 1988), que sugieren que la
inversion en metabolismo secundario por especiesarshientes pobres en nutrientes,
tipicamente con crecimiento lento y hojas de latiga, ocurre una sola vez y la velocidad
de renovacion es lenta. Esto implicaria que larpm@cion al suelo seria al descomponerse

la hojarasca.

Es importante tener en cuenta el papel que es&hdlagla hojarasca como principal
via de incorporacion de estos compuestos al med®compuestos en la hojarasca pueden
retardar la descomposicion de la misma, contridld@ acumulacion de materia organica, asi
como alterar el ciclo del nitrogeno y suprimir lgtididad saprofitica del suelo (Northup y
col., 1995; Wardle y Lavelle, 1997). La hojarasead un importante efecto "después de la
vida", con lo cual es necesario considerarla pasamollar una comprension completa de

como la biodiversidad afecta a los ecosistemas.

Destacar que la concentracion de algunos de logpwestos presentes en el
exudado deC. ladanifer tales como los flavonoides, coincide con su mayamenor
presencia en el suelo (Sosa, 2005; Chaves y @fl3)2pero con los diterpenos no es asi.

Diferentes compuestos del exudado pueden diferisiermecanismo de incorporacion,
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degradacion e interaccion en el suelo, como hadgdwstrado en otros estudios (Tatsumi y

col., 1994; Alexander, 1994; Dao, 1987, Huang Yy, d899).

La cuantificacion de los tres diterpenos en lagdmblaciones estudiadas a lo largo
de la Peninsula Ibérica reafirma este comportamidiievamente es durante la estacion de
invierno donde se produce un aumento en la secréedos tres diterpenos en hoja, y es en
verano cuando la cantidad de compuestos en laascmres mayor. Estos resultados
vendrian a reafirmar la idea de que la mayor irm@gién de los posibles compuestos
alelopaticos producidos por las hojasCleladaniferal medio de accion se produciria via

deposicion a través de la hojarasca.

La variacion cuantitativa de los diterpenos enxeidado de las jaras a lo largo del
afio, como se ha comprobado, sigue un marcado ctanpento estacional. Por tanto, la
sintesis de estos compuestos podria estar indpoid@ctores climaticos estacionales como
la temperatura y el estrés hidrico. Para comprebiar hipétesis se realizaron ensayos en el
laboratorio bajo condiciones controladas, déndasjaecogidas en el medio natural fueron
sometidas a distintos tratamientos. Se combindtag wa bajas temperaturas con estrés y sin
estrés hidrico y los resultados revelaron que rigesis de diterpenos €. ladanifer se

estimula a bajas temperaturas.

Como se observa en los resultados, el estrés ditiparece un factor determinante
a la hora de modificar la sintesis de los ditergecoando el ensayo se realiza a baja
temperatura. No asi cuando se ensaya con altagtatu@s, donde las plantas sometidas a
estrés hidrico disminuyen la cantidad de estos gesips en las hojas. Por tanto, el estrés
hidrico solamente determina la sintesis de logpditeos, disminuyéndola, cuando la planta

estd sometida a altas temperaturas.

Es la temperatura la que parece jugar un papebfoadtal a la hora de estimular la
sintesis de los diterpenos, de tal manera quena¢ter a las plantas a bajas temperaturas,
indistintamente de las condiciones de humedad £mjl& se desarrollen, éstas presentan

mayor cantidad significativa de compuestos quaieid de la experiencia.

241



Discusién

Los resultados obtenidos en laboratorio, bajo coowés controladas, corroboran
los obtenidos en condiciones naturales, confirmaldmumento de la sintesis de diterpenos
en invierno, estacién donde se alcanzan las temopasamas bajas. Estos resultados, al igual
que los obtenidos para la sintesis de los compuiéstdlicos erC. ladanifer(Chaves y col.,
1997) reafirman la idea de la importancia de lostdi@s climaticos en la sintesis de
aleloguimicos. Estudios realizados por otros ast@goyan esta hipétesis, donde se ha
demostrado que factores externos, tales comomeaqMole y Joern, 1993), luz (Bryant y
col., 1987), disponibilidad de agua (Gershenzo®41%in olvidar la fertilidad del suelo

(Northup y col., 1995) estan implicados en la sistde los metabolitos secundarios.

En la mayoria de los ecosistemas existen grandesenitias en las variables
climéticas a lo largo del afio. Esto puede ser itapbe al afectar a la variabilidad temporal
de produccién de metabolitos secundarios. Dichacién temporal en compuestos afectaria
a las interacciones bidticas en las que las plast#@s involucradas. Esto significa que si una
especie tolera un amplio margen en los valore®gdratura y precipitaciéon, como @s
ladanifer que ocupa lugares en los que se dan 108 diadatiake otros sin ninguno al afio
(Cabezas y Escudero, 1989); podria pensarse qummportamiento alelopéatico puede

variar dependiendo de las caracteristicas climgtiehhabitat

Para comprobar esta hipétesis y aproximarnos acdamliciones propias del
fendmeno en campo, por un lado se cuantificé lwidatl alelopética de suelos de jarales
seleccionados en funcidén de sus caracteristicagtitias, y posteriormente, se realizaron
ensayos de germinacién con distintas solucionessasude la planta, procedentes de hojas y
hojarasca. Se utilizé6 como diana una especie pesmel medio natural del ecosistema

propio de la jara como é& crispus

Como se ha mostrado en los resultados de esta maentes experiencias se
realizaron seleccionando previamente ocho poblasion posteriormente se volvieron a
repetir las experiencias en doce nuevas poblacicoescaracteristicas climaticas mas

extremas.
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Entendiendo como distintas condiciones climétidas, que se producen en las
diferentes estaciones y las que soportan las @istpoblaciones seleccionadas, los suelos de
jaral de las distintas poblaciones que se handeleado para este estudio, podrian presentar
valores de inhibicién diferentes en funcién dedmposicion de compuestos presentes en los

mismos, y éstos a su vez en funcion de las condisiolimaticas a los que estan sometidos.

En primer lugar, cuando se estudia el efecto idbibsobre los suelos de jaras, los
resultados nos muestran un comportamiento muydggeeo, dependiendo de la estaciéon y
del pardmetro medido. Asi, en los suelos de las poblaciones situadas en al provincia de
Badajoz, localidades como Cornalvo y Valle de Samia no presentan inhibicién de ningin
parametro en ninguna estacién. En otras como Hbosae Higuera, la inhibicion es
significativa en todas las estaciones y parametredidos. Para el resto de localidades, la
inhibicion es mucho mas variable, encontrando iolih de algunos pardmetros en ciertas

estaciones y perdiéndose en otras.

Esta variabilidad en los resultados se hace mésteadl analizar los datos obtenidos
con las muestras recogidas en las doce localidgees, en este caso el pardmetros que
miden el desarrollo de la planta y mas concretaenenfongitud de las raices es el que

presenta una inhibicion significativa mayor.

A pesar de esta heterogeneidad, si analizamos esonjanto los resultados, en
ambas experiencias encontramos que existen difagenignificativas entre los valores de
inhibicion de las localidades. Ademas, en ambo®s;ason los suelos recogidos en la
estaciéon de invierno los que menor efecto inhibigoesentan sobre los parametros
afectados, y los recogidos en las estaciones deypera y verano las que mas, inhibiéndose

sobre todo el tamafio de la plantula.

Es de destacar que en estudios previos se ha pgesimente de manifiesto un
comportamiento heterogéneo en la capacidad inhi#ide los suelos procedentes de jarales
dentro de una misma poblacion. Ademas, coincide egien la estacion de primavera en la

que mayor inhibicidn se produce (Sosa, 2003; Chawes., 2003).
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La inhibicion que muestran los suelos asociad@s mdaniferpuede ser debido a
dos causas: competencia por nutrientes, al seossoally deficitarios en nutrientes, o a la

presencia de compuestos con actividad alelopatid@sesuelos.

Al estudiar las caracteristicas edafologicas deslgdos de jarales (Alias, 2002) y
compararlas con los suelos controles, se obsewagtiay diferencias especificas entre los
suelos que expliquen la inhibicidn en la germinaclé evolucion a lo largo del afio de las
diferentes caracteristicas edafologicas también pegcticamente la misma. Existen
diferencias en el contenido de potasio que disngindly forma mas considerable en los
suelos controles durante los meses de mayor paiini. Este elemento es requerido por la
vegetacion en los primeros estadios de crecimidi@niendo en cuenta que en estos meses
se produce la germinacion de la mayoria de lascespherbaceas, esta disminucion puede
ser debida al mayor porcentaje de germinacion elosuontroles que en jarales. Por otro
lado, el pH disminuye en los suelos de jaralesp gsta disminucién no es significativa

como para poder deducir que el pH sea el factporesble de la inhibicion (Alias, 2002).

Entonces, la actividad alelopética estacional desesuelos deberia, en principio,
corresponderse con una determinada composiciorti@asih de compuestos fitotoxicos
presentes en los mismos. En este caso, los mgyaresntajes de inhibicion encontrados en
la estacion de primavera no corresponden con uyameantidad de diterpenos en el suelo,
ya que la mayor cantidad de estos compuestos enmestio la encontramos en la estacion
de verano. Si tenemos en cuenta, el otro grupoodgueestos mayoritarios con actividad
fitotoxica, los fenoles, la maxima concentracionl@n suelos también aparecen en verano
(Sosa, 2003; Chaves y col., 2003) no existiendo refecion simple entre los niveles de

germinacion observados y el contenido de compudisbtdxicos.

Con los resultados obtenidos, tanto con los diterpecomo con los fenoles, no
existe ningun compuesto al que se le pueda atriaugiccion de ser el responsable de la
inhibicion. No hay que olvidar que la actividad dempuestos puede verse alterada por la
presencia de otros, presentando un comportamiémogygo en el cual la combinacién de

los mismos es importante. Algunos investigadoregrcrque "importantes inhibidores no
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identificados" estan actuando, ademas de los uhnies identificados, en el efecto
alelopatico de una planta. Este comportamiento eouedultar de la accién de varios

compuestos que acttan en combinacién (Inderjitksbiai, 1995).

Ademas, numeroso estudios han demostrado querkaderdsticas fisicas, quimicas
y biologicas de los suelos influyen en la dispdidbd cualitativa y cuantitativa de los
compuestos alelopaticos aumentando o disminuyandets/idad (Dalton y col., 1989; Dao,
1987; Alexander, 1994; Tatsumi y col., 1994; BlunSkgafer, 1998; Huang y col., 1999;
Schmidt y Ley, 1999). Un posible mecanismo de fatencia es el de adsorcién. Fue
demostrado por Dalton y sus colaboradores (1989)%uales, tras incorporar exégenamente,
a diferentes tipos de suelo, ciertos compuestodliées entre ellos acido ferulico y acido
hidroxibenzoico, encontré adsorcion de todos losmeestos y en todos los suelos, aunque
la recuperacion de los mismos variaba dependieabtipg de suelo, horizonte del mismo y
tipo de grupo funcional presente en el anillo ariznadel compuesto fendlico. Este, junto
con otros mecanismos, puede explicar la gran lgtemdad presente en los valores
obtenidos tanto en los ensayos de germinacién camla extraccién de los compuestos

presentes en el suelo.

En los ensayos realizados con las soluciones deyhbpjarasca procedentes de las
diferentes localidades, se aprecia la misma véidali en los resultados que los obtenidos
en los ensayos sobre suelos, encontrando clam®miiias en los valores de los distintos
parametros entre las distintas localidades, sinecigmse un patron comun de
comportamiento. Por el contrario, el analisis déstad de estos resultados nos revela un
comportamiento general de la actividad fitotoxica lds distintas soluciones. Asi, son
nuevamente las muestras recogidas en primaverguapresentan una mayor capacidad

fitotoxica en todos los parametros y fundamentatmeabre la biomasa.

Al repetir por segunda vez las experiencias, amgbaa doce poblaciones los puntos
de recogida de muestras y durante las cuatro es&s;i aparece mayor inhibicion

significativa con las soluciones recogidas en tacdén de verano.
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Destacar que las soluciones acuosas utilizadastes ensayos presentan un mayor
efecto sobre los parametros de desarrollo que dabgerminacion, sufriendo inhibicion
practicamente en todas las estaciones. A pesallajeea los analisis comparativos se
observan diferencias significativas entre estacpegistiendo una mayor inhibicién en las

estaciones de verano y primavera que en el resto.

Por otro lado, se puede apreciar como al cambiausirato de los ensayos, el
comportamiento fitotoxico de las soluciones vada.realizar los ensayos sobre suelo
control, el efecto sobre la germinacién que se ymiadal regar con soluciones de hoja
recogidas en verano desaparece, aunque se magtidogs ensayos con hojarasca. Lo mas
significativo es la perdida del efecto inhibidor elstas soluciones sobre el tamafio de las
raices. Este pardmetro era fuertemente inhibidédogrensayos sobre papel. Sobre suelo
control este efecto desaparece, manteniéndose hiicidn sobre el tamafio de los
cotiledonesTrabajos realizados por otros autores (Inderjitallid, 1997; Inderjit y Weiner,
2001) resaltan la importancia del sustrato y lalagga quimica del suelo dentro de las
interferencias planta-planta como elemento fundémheria hora de explicar la estructura de
las comunidades. Por tanto, las distintas carattea$ del suelo podrian alterar el
comportamiento de los compuestos alelopéticos jiaaxdas diferencias encontradas en la

inhibicion de los distintos pardmetros al cambmsdstrato.

Es necesario hacer notar que cuando se realizprijpoera vez las experiencias en
las diferentes localidades, las soluciones de &s¢ar mostraban mayor capacidad de
inhibicion que las procedentes de las hojas. Essudializados coRosmarinus officinalis
en Florida, mostraron que su hojarasca es masiwfeque la hoja en suprimir la
germinacion (Hunter y Menges, 2002), encontrdndwmseuevo compuesto en la hojarasca,
ceratiolin. Aunque éste es poco activo, se degrapialamente a acido hidrocinamico, el

cual tiene mas actividad alelopatica (Fischer, 1991

Cuando se realizan posteriormente los ensayos @sndbce localidades, este

comportamiento no se vuelve a producir. Estas éxpeas han sido realizadas en afios
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distintos por lo que las diferencias climaticasliabuales podrian intervenir en alguna
medida en este comportamiento. Nilsson y col., @81demostraron que dbmpetrum
hermaphroditumos niveles de fenoles producidos y especialmlaraetividad fitotoxica del
extracto difiere significativamente entre afios. 8mnbargo no podian correlacionar estas
variables con los datos macroclimaticos disponjbteselando solo algunas relaciones
detectables. El efecto de las variables climatimaplantas de larga vida son generalmente
dificil de detectar, no asi el efecto del microejnsomo determinante de la produccién de
compuestos fendlicos. Esta variabilidad en la sisitde compuestos probablemente sea
atribuible a un conjunto de factores, tanto interoomo externos. La variacion temporal en
los niveles de metabolitos secundarios, tanto dedgt afio como entre afios es importante
para regular la variabilidad temporal de la interfieia deE. hermaphroditumla naturaleza

de su efecto en otros organismos y su impactogo lplazo en la funcionalidad de los

ecosistemas.

En resumen, destacar el comportamiento alelopastacional d&. ladaniferen la
mayoria de las localidades estudiadas, tanto eensayos realizados en suelo directamente
como con las soluciones acuosas de hojas y hogaradstemas este comportamiento
fitotoxico deC. ladaniferes mayor en las estaciones de primavera y ves@rmajo las altas
temperaturas las que parecen determinar un papettamte en la alelopatia de esta especie.
Este comportamiento estacional ha sido tambiénrgramta en especies comBseudotsuga
menziesii, Picea engelmanii y Abies concolor, Allaa altssimaJuglans nigra, Hordeum
vulgarey Pteridium aquilinum(Heisey, 1990; De Scisciolo y col., 1990; Dolligigcol.,
1994; Queslati y col., 2005).

Como se ha podido comprobar en esta memoria y rlies anteriores, las
condiciones climaticas y principalmente el param&mperatura podria jugar un papel muy
importante en la interaccién alelopatica@ldadanifer Tenemos que la temperatura influye

de una forma directa en:
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- La sintesis de los compuestos pertenecientes walado de la planta que han
podido ser aislados, tanto compuestos de naturfdeddica como terpénica. Son las altas

temperaturas las que estimulan la sintesis derftages y las bajas la sintesis de diterpenos.

- Influye en la capacidad fitotoxica de algunos coegtos y mas concretamente de
los fenoles estudiados. Respecto a los diterpedeisido a la dificultad de conseguirlos
puros, la influencia de la temperatura y el fotauy en su actividad no ha podido ser

cuantificada.

- La mayor actividad alelopética en los ensayosodad las localidades, tanto en
suelo como con las soluciones de hoja y hojarasem @rimavera y verano. Parece que las
altas temperaturas que se producen en estas eswgiotenciarian la capacidad fitotoxica

de la planta en el medio natural

Todo ello nos lleva a analizar las relaciones erisis entre los tres elementos
conceptuales mas importantes en este trabajo: @stgmu del exudado, actividad del

exudado y sus compuestos, y pardmetros climéticos.

Estos resultados pueden constatarse si realizaasscdrrelaciones entre los
parametros climaticos de las diferentes localidadds largo del afio con los valores de
inhibicion y la cantidad de diterpenos en hojasojatasca. Es necesario decir, que se ha
ensayado con los pardmetros climaticos temperapregipitacion y diferentes indices
climaticos, y solamente se obtiene una correlasignificativa con R mayor de 0,7 con los
valores de temperatura. En las Figuras 1-9 se polesiervar una alta correlacion entre la
temperatura y los valores de inhibicion de alguetas soluciones de jara utilizadas. De tal
manera que a mayor temperatura, menor es el pajeatdl parAmetro medido y por tanto
mayor la inhibicion del mismo. Concretamente, le@acion existente entre los parametros
de temperatura y los porcentajes de germinaci@imiento de cotiledones y tamafio de los
mismos cuando se riega con solucién acuosa deaSofrpresenta en todos los casos dna R

mayor de 0,7.
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Figura 1. Grafica de correlacién entre la temperatura medaporcentaje de
germinacién obtenido en los ensayos, al regar aducignes acuosas de
hojarasca procedente de doce poblacion&s. dedanifer
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Figura 2: Grafica de correlacion entre la temperatura medihporcentaje de
longitud de cotiledones obtenido en los ensayosteghr con soluciones
acuosas de hojarasca procedente de doce poblade@Gesadanifer
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Figura 3: Grafica de correlacion entre la temperatura meddhporcentaje de
cotiledones obtenido en los ensayos, al regar aducienes acuosas de
hojarasca procedente de doce poblacionds. dedanifer
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Figura 4: Gréfica de correlacion entre la temperatura maxireaporcentaje de
germinacién obtenido en los ensayos, al regar adocienes acuosas de
hojarasca procedente de doce poblacionés. dedanifer
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Figura 5: Grafica de correlacién entre la temperatura maxinea porcentaje
de longitud de cotiledones obtenido en los ensagbsegar con soluciones
acuosas de hojarasca procedente de doce poblade@esadanifer
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Figura 6: Gréfica de correlacién entre la temperatura méaxmeh porcentaje
de cotiledones obtenido en los ensayos, al regarsotuciones acuosas de
hojarasca procedente de doce poblacionés. dedanifer
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Figura 7: Gréfica de correlacion entre la temperatura minimal % de

germinacién obtenido en los ensayos, al regar aducienes acuosas de
hojarasca procedente de doce poblacionds. dedanifer
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Figura 8: Grafica de correlacion entre la temperatura minyng porcentaje
de longitud de cotiledones obtenido en los ensagbsegar con soluciones
acuosas de hojarasca procedente de doce poblade@etadanifer
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Figura 9: Grafica de correlacion entre la temperatura minyng porcentaje
de cotiledones obtenido en los ensayos, al regarsotuciones acuosas de
hojarasca procedente de doce poblacionds. dedanifer

Lo mismo sucede pero a la inversa con la cantigaalglinos diterpenos analizados
en las hojas (Figuras 10-12), siendo la cantidadbslediterpenos D2 y D3 la que mejor
correlacion muestra con la temperatura (mayor dadtide compuestos a menor
temperatura). El hecho que encontremos una coigelantre la temperatura y la cantidad
de compuestos presentes en la hoja, pero no enjdsabca, revela la influencia de la
temperatura en la sintesis de estos compuestoddjas temperaturas induciria la sintesis
de los diterpenos en las hojas, condicionando haposicion de la hojarasca presente en el
suelo en los meses de mas calor. Por tanto, alg@anece obvio como que la presencia de
estos compuestos en la hojarasca depende de ssisitando es hoja, queda justificado en
los resultados de correlacion obtenidos. O lo qudéoenismo, la temperatura no influye
directamente en la cantidad de compuestos presank® hojarasca sino que influye en la

sintesis de los mismos cuando esta es hoja y coafiar parte viva de la planta.
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Figura 10: Gréfica de correlacion entre la temperatura med@agantidad de
D2 presente en hojas procedentes de doce pobladied: ladanifer

12,00
e
£ 800"
8
S 6,00-
IN
O 4,00
(@]
E 2,00
S
0,00 : : :
0,0 10,0 20,0 30,0 40,0

T2 maxima

Figura 11: Grafica de correlacion entre la temperatura maxnta cantidad
de D2 presente en hojas procedentes de doce pmidaaieC. ladanifer
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Figura 12: Grafica de correlacion entre la temperatura maxnta cantidad
de D3 presente en hojas procedentes de doce pmidaaileC. ladanifer

Todo esto esta relacionado también con el hechquddas mayores correlaciones
con la temperatura se produzcan con los valorashdeicion producidos por la hojarasca.
Ademas se reafirma la idea de que la principalddaincorporacién de los compuestos
implicados en la alelopatia de la jara es la heg@stando en concordancia con el hecho de

gue sea en verano cuando mayor es la presenaa didrpenos en la hojarasca.

El hecho de que todos los ensayos de germinaciénsotuciones acuosas se
realizaran bajo las mismas condiciones en el |atwooay todos los valores obtenidos fueran
referidos a sus controles, anularia la posiblei@nftia de las condiciones climaticas sobre la
actividad de las soluciones y los compuestos qirtdgran. En estos ensayos, por tanto, la
accion de las condiciones climaticas viene detead@npor la influencia de éstas en la
secrecion de los compuestos o composicion de lastmas recogidas en cada localidad y en

cada estacion.
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Por lo tanto, hay que tener en cuenta que en elometural, ademas de estar
implicadas en la sintesis, las condiciones climétigueden estarlo también en la actividad
de las soluciones, hecho este no cuantificado estruiestudio. Por tanto, decir que una
determinada composicién no parezca correspondeuateterminado efecto es una idea
prematura teniendo en cuenta lo descrito anterioteng sabiendo la compleja composicion

del exudado d€. ladanifer

El hecho de que la sintesis mayoritaria de diterpem las hojas se produzca a bajas
temperaturas (en la estacion de invierno), y quaagior efecto de las soluciones acuosas se
produzca en primavera-verano tanto en hojas conjrdsta, no tiene porqué hacernos
descartar la posible implicacion de estos compeestola interaccion alelopética e

ladanifer.

En resumen, si relacionamos estos resultados coonigosicion de las soluciones
en cada estacion, no se observa un criterio coraten gue se de este comportamiento de
inhibicion. No podemos por tanto asignar un faatoncreto al hecho de que se den
determinados comportamientos sobre los parameteakdos y por tanto debemos suponer
gue las variaciones estacionales en los porcentdgeshibicion, asi como las diferencias
entre las distintas localidades son debidas a wmée sde factores que actuando
conjuntamente dan como resultado este comportamnigparentemente anérquico. Estos
factores podrian ser: la composicion cuantitatigalas distintas soluciones ensayadas, la
composicién cualitativa de los mismos y las comadies climaticas a las que estuvieron

sometidas las plantas @eladanifer
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Las conclusiones obtenidas en este estudio s@glaigntes:

1.- Al ensayar con los compuestos identificadoslezxudado d€istus ladanifer L.
bajo distintos tratamientos, alternando condiciones fotoperiodo corto y largo con
temperaturas altas y constantes, se pone en eiddeEnwariabilidad en la respuesta de
fitotoxicidad de estos compuestos sobre la espkaie al modificar las condiciones de los
ensayos. En general, existen un mayor nimero deuwestos que bajo fotoperiodo corto
ejercen una mayor inhibicion sobre la germinaci®or su parte, el nacimiento de
cotiledones presenta una inhibicién significativateemayor bajo temperaturas altas con
fotoperiodo largo. La accion de la mayoria de losnguestos sobre el tamafio de las

plantulas es potenciada con el fotoperiodo largo.

Cuando se estudia el efecto de la interaccién tes eesmpuestos bajo diferentes
condiciones climaticas, se aprecia un notable mergo del efecto fitotoxico sobre los
diferentes pardmetros medidos, siendo significaterste mayor bajo los tratamientos con
fotoperiodo largo, demostrandose que el efectoopdtico puede ser alterado por el
fotoperiodo y potenciandose ain mas con tempesasitas. Este sinergismo implicaria que
probablemente no es necesaria una alta concemtrdei@stos compuestos para ser activos,
ya que la presencia de ellos conjuntamente y bajmliciones de temperatura alta con

fotoperiodo largo puede potenciar su fitotoxicidad.

2.- Se han identificado cuatro nuevos compuestasatieraleza terpénica mediante
la utilizacion de diferentes técnicas cromatogesfiy RMN. Estos compuestos son los
siguientes diterpenos: D1. Acid@-@cetoxi-7-oxo-8-labden-15-oico; D2. Acido 7-oxo-8-

labden-15-oico; D3. Acido oxocativico; D4. Aciddtandlico.

En general, los ensayos realizados sobre la el@hgae coleoptilos revelan una
fuerte actividad de los compuestos a concentrasiatias y una reduccion progresiva de la

actividad al disminuir la concentracion de los nosiPor tanto, la actividad potencial de los
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cuatro diterpenos es evidente, confirmandose siblpdmplicacion como aleloquimicos en

condiciones naturales.

3.- La cuantificacién de los diterpenos en las $of@jarasca y suelo revela un
marcado comportamiento estacional. En las hojagndgor cantidad de diterpenos es
cuantificada en la estacién de invierno, existiedidlerencias significativas con el resto de
estaciones. Sin embargo, en hojarasca y suelon egrano cuando se detecta la mayor
cantidad de estos compuestos. Estos resultadogresngia posibilidad de que la
incorporaciéon de estos compuestos al suelo proveéada deposicion de hojarasca sobre el

mismo.

4.- Los resultados, en camara de cultivo bajo @imes controladas, revelan que la
sintesis de diterpenos €h ladanifer se estimula a bajas temperaturas. De tal manera que
indistintamente de las condiciones de humedad ®mua se desarrollen los ensayos, las
plantas expuestas a bajas temperaturas presenyan caatidad de diterpenos que al inicio

de la experiencia.

Por su parte, el estrés hidrico modifica la siatdsilos diterpenos cuando el ensayo

se realiza a altas temperatura, disminuyndo lddahtle estos compuestos en las hojas.

Los resultados obtenidos en laboratorio, corrobdoanobtenidos en condiciones
naturales, confirmando el aumento de la sintes@itdgpenos en invierno, estacion donde se

alcanzan las temperaturas mas bajas.

5.- Cuando se realizan los ensayos en sueldS. tedanifer, y con las soluciones
procedentes de hojas y hojarasca, con el objetmiximarnos a las condiciones naturales,
se pone en evidencia la heterogeneidad existent& eespuesta alelopética entre los

diferentes puntos de muestreo. No existe una m#aeaion entre las diferentes caracteristicas
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climaticas de las localidades estudiadas y el cot@miento alelopatico que llevan asociado,
aunque si se aprecia en todas las poblaciones campento estacional en la actividad
alelopatica. En este sentido, las diferencias emxties entre los valores de los parametros
climaticos de cada estacion, si son relevantesdeesminar el comportamiento alelopatico
de C. ladanifer. De esta forma, en todos los ensayos realizadosndyor inhibicién
significativa se produce sobre el desarrollo de pééntulas y en primavera-verano,

estaciones donde se alcanzan las temperaturadtasas a

6.- Existe una alta correlacion entre la tempeaayulos valores de inhibicion de las
soluciones de hoja y hojarasca de jara, llegandoparar con las soluciones de hojarasca
una R mayor de 0,7. En esta correlacién se aprecia quayer temperatura mayor es la
inhibicion en los ensayos realizados, corroboraadimportancia de la temperatura en la

respuesta alelopatica @eladanifer.

Lo mismo sucede, pero a la inversa, con la canttiados diterpenos D2 y D3
analizados en las hojas, encontrando mayor cantddatbmpuestos a menor temperatura.
Estos datos apoyan los obtenidos en condiciongsotadtas, donde se puso de manifiesto
que son las bajas temperaturas las responsablesudsnto en la sintesis de estos

compuestos

En sintesis, con los resultados obtenidos hasta ginato con los aportados en esta
memoria, se puede concluir que uno de los factdessrminantes en el comportamiento

alelopatico deC. ladanifer es la temperatura.

261



Conclusiones

262



Bibliografia

VII.- Bibliografia

263







Bibliografia

ABRAHIM, D., BRAGUINI, W.L., KELMER-BRACHT, A.M., ISHII-IWAMOTO, E.L.
(2000) Effects of four monoterpenes on germination, primesot growth and

mitochondrial respiration in maizd. Chem. Ecol. 26: 611-624.

ACHNINE, L., MATA, R., IGLESIAS-PRIETO, R., LOTINAHENNSEN, B. (1998)
Impairment of photosystem Il donor side by the r@toroduct odoratol.J. Agric.
Food Chem. 46: 5313-5317.

AGRAWAL, AA., TUZUN, S., BENT, E. (1999)induced plant defenced against
pathogens and herbivoreAPS Press, St Paul.

ALEXANDER, M. (1994) Biodegradation and BioremediationSan Diego, USA.

Academis Pess.

ALIAS, J.C. (2002)Efecto de las variables ecoldgicas en la actividaglos compuestos
alelopaticos deCistus ladaniferL. Trabajo de licenciatura. Universidad de

Extremadura.

ALIAS, J.C., SOSA T., ESCUDERO J.C., CHAVES N. (BPQAutotoxicity against
germination and seedling emergenteCiistus ladanifet.. Plant and Soil 282: 327-
332

AN, M. (2001) Phytotoxicity ofVulpia residues: Dynamics of alleochemicals during
descomposition of vulpia residues and their coroegiing phytotoxicityd. Chem.
Ecol. 27: 395-409.

APPEL, H.M. (1993)Phenolics in ecological interactions: The importanaf oxidation
J. Chem. Ecol. 19: 1521-1552.

BAAS, W.J. (1989) In H. Lambers; M.L. Cambridge; Konings y T.L. Pons (eds)
Causes and Consequenses of variation in growth aate productivity of higher
plants.pp: 313-340. SPB Academic Publishing, The Hague.

265



Bibliografia

BAIS, H.P., VEPACHEDU, R., GILROY, S., VIVANCO, J.M2003)Allelopathy and
exotic plant invasion: from molecules and genespecies interactionsScience
301: 1377-1380.

BAKER, G.A. y O'DOWD, D.J. (1982ffects of parent plant density on the production
of achene type in the annudypichaeris glabra. Journal of Ecology. 70: 201-215

BALAKUMAR, T., VICENT, H.B., PALIWAL, K. (1993) On the interaction of UV-B
radiation (280-315 nm) with water stress in cropamk Physiol. Plantarum
87:217-222.

BALLESTER, A., VIEITEZ, A.M. y VIEITEZ, E. (1982 Allelopathic potential oErica

vagans, Calluna vulgaris, Daboecia cantabdc&hem. Ecol. 8: 851-857.

BANKOVA, V., IVANOVA, P., CHRISTOV, R., POPOQOV, S.DIMITROVA-
KONAKLIEVA, S.T. (1995) Secondary metabolites Geratophyllum demersum
Hydrobiologia 315: 59-61.

BARAZANI, O. y FRIEDMAN, J. (2000kEffect of exogenously applied L-tryptophan on
allelochemical activity of plan growth promotingizbbacteria J. Chem. Ecol. 26:
343-350.

BAZIRAMAKENGA, R., LEROUX, G.D., SIMARD, R.R., NADRU, P. (1997)
Allelopathic effects of phenolic acids on nucledidaand protein levels in soybean
seedlingsCan. J. Bot. 75: 445-450.

BEGON, M., HARPER, J.L., TOWNSEND, C.R. (1990logy: individual populations

and communitieBlackwell. Boston.

BELL, E.A. (1980).The possible significance of secundary compoungbaints pp 11-
21,in E.A. Bell and B.V. Charlwood (eds.). Secundarynplproducts. Springer-
Verlag, New York.

266



Bibliografia

BELZ, R. y HURLE, K. (2005)Differential exudation of two benzoxazinoids: Orie o
determining factors for seeding allelopathy of i€ete speciesJournal of
Agricultural and Food Chemistry 53: 250-261.

BEWLEY, J.D. y BLACK, M. (1994) Seeds: Physiology of development and

germination Second Edition. Plenum Press. New York.

BERENBAUM, M.R. (1983)Coumarins and caterpillars: A case for coevolution.
Evolution, 37: 163-179.

BHOWMIK, P.C. y DOLL, J.D. (1983%rowth andlisis of corn and soybean response to
allelopathic effects of weed residues at various plnotosynthetic flux densitiek
Chem. Ecol. 9: 1263-1280.

BLACK, C.A. (1973)Soil-plant reationshipsScientific Publishers. Jodhpur, India.

BLUM, U. y SHAFER, S.R. (1998Microbial populations and phenolic acids in soil.
Soil Biol. Biochem 20: 793-800.

BLUM, U., GERIC, T.M., WEED, S.B. (1989kffects of mixture of phenolic acids on
leaf area expansion of cucumber seedling grownifierént pH Portsmouth Al
soil materials.J. Chem. Ecol. 15(10): 2413-2423.

BLUM, U. (1996) Allelopathic interactions involving phenolic acid$. Nematol. 28:
259-267

BOLANOS, M.M. y GUINEA, E. (1949)arales y jarasAres, Madrid.

BRAUN-BLANQUET, MOLINIER, R., WARNER, H. (1941) Prodome des

groupements vegetaudontpellier, Francia.

BRUNN, S.A., MUDAY, G.K., HARWORTH, P. (1992Auxin transport and the
interations of phytotropindlant Physiol. 98, 101.

267



Bibliografia

BRYANT, J.P., CHAPIN, F.S., KLEIN, D.R. (198%8arbon/nutrient balance of boreal
plants in relation to vertebrate herbivor@ikos 40: 357-368.

BRYANT, J.P., CHAPIN, F.S., CLAUSEN, T.P. (198Response of winter chemical
defense in Alaska paper birch and green alder tonimdation of plant

carbon/nutrient balancelecologia. 72: 510-514.

CABEZAS, J. y ESCUDERO, J.C. (198%studio termométrico de la provincia de

Badajoz Ed: Direccidn general de investigacion, extensi@apacitacion agrarias.
CALLAWAY, R.M. (1995) Positive interactions among plan®ot. rev. 61: 306-349.

CALERA, M.R., ANAYA, A.L., GAVILANES, M. (1995) Effect of phytotoxic resin
glycoside on activity of H-ATPase from plasma memérJ. Chem. Ecol. 21:
289-297.

CARRAL, E.V. (2002)Trend in allelopathy research over six-year periadalysis
(1995-2000)In Allelopathy: from molecules to Ecosystems. Ed.Reigosa & N.
Pedrol) pp. 299-304.

CASTELLANO, D. (2002)Optimization of allelopathic bioassays. Application the

search for natural herbicide$h.D. Thesis, Universidad de Cadiz, Espafia.

CEN, Y.P. y BORNMAN, J.F. (1993)he effect of exposure to enhanced UV-B radiation
on the penetration of monochromatic and polychraendl/-B radiation in leaves

of Brassica napus. Physiol. Plantarum 87:249-255.

CHAPIN, F.S., BLOOM, A.J., FIELD, C.B., WARING, R.H1997)Plant responses to

multiple environmental factor8ioScince 37: 49-57.

CHAVES, N., ESCUDERO, J.C., GUTIERREZ-MERINO, C98B) Seasonal variation
of exudate o€istus ladaniferd. Chem. Ecol. 19(11):2577-2591.

268



Bibliografia

CHAVES, N. (1994)variacion cualitativa y cuantitativa de los flavades del exudado
de Cistus ladanifet.. como respuesta a diferentes factores ecoldégiebb Thesis.

Universidad de Extremadura, Badajoz, Spain.

CHAVES, N. y ESCUDERO, J.C. (199A)lelopathic effect oCistus ladanifeon seed
germination.Fun. Ecol. 11: 432-440.

CHAVES, N., ESCUDERO, J.C., GUTIERREZ-MERINO, C96I) Role of ecological
variables in the seasonal variation of flavonoidhtemt ofCistus ladanifeexudate
J. Chem. Ecol. 23(3): 579-603.

CHAVES, N., RIOS, J.L., GUTIERREZ, C., ESCUDEROC.).OLIAS, J.M. (1998)
Analysis of secreted flavonoids @istus ladanifelL. by high-performance liquid

chromatography-particle beam mass spectrometrChrom. A. 799: 111-115.

CHAVES, N. y ESCUDERO, J.C. (1999%jariation of flavonoid synthesis induced by
ecological factors pp. 267-285, in Inderjit, K.M.N. Dakshini and F.Chester
(eds.).Principles and Practices in Plant Ecology. Alleleriicals Interaction€RC

Press. Boca Raton, Florida.

CHAVES, N., SOSA, T., ESCUDERO, J.C. (200Rant growth inhibiting flavonoids

in exudate o€istus ladanifeand in associated soild. Chem. Ecol. 27: 623-631.

CHAVES, N., SOSA, T., ALIAS, J.C., ESCUDERO, J.Q001b) Identification and
effects of the interaction of phytotoxic compouinds exudate o€istus ladanifer
leaves J. Chem. Ecol. 27: 611-621.

CHAVES, N., SOSA, T., ALIAS, J.C., ESCUDERO, J.2003)Germination inhibition
of herbs inCistus ladaniferL. soil: Possible involvemente of allelochemicals.
Allelopathy Journal. 11(1): 31-42.

CHIAPUSIO, G., SANCHEZ-MOREIRAS, A.M., REIGOSA, M.IGONZALEZ, L.,
PELLISSIER, F. (1997po germination indices adecuately reflect allelotheals
effects on the germination process€hem. Ecol. 23: 2445-2454.

269



Bibliografia

CHITWOOD, D.J. (1992)Nematicidal compounds from plantg) Phytochemical
Resources for Medicine and Agriculture (H.N. nindeD.S. Seigler, eds.) Plenum
Press, New York. pp. 185-204.

CHOU, C.H. y KOU, Y.L. (198p Allelopathic research of subtropical vegetatio in
Taiwan. Allelopathic exclusion of understorey byidaena leucophylla (Lam) de
Wit. J. Chem. Ecol. 12: 1431-1448.

COLEY, P. (1988)Growth rate and leaf lifetime on the amount andetygf anti-
herbivory defenseDecologia. 74: 531-536.

CROTEAU, R. y JOHNSON, M.A. (198®iosyntesis of terpenoid wood extractivies
Biosynthesis and Biodegradation of wood componefits Higuchi, ed.).

Academics Press, Orlando.pp.379-439.

CUTLER, H.G. (1992)Herbicidal compounds from higher plantsy Phytochemical
Resources for Medicine and Agriculture (H.N. nindeD.S. Seigler, eds.) Plenum
Press, New York. pp. 205-226.

DALTON, B.R. (1989)Physicochemical and biological processes affectirgrecovery
of exogenously applied feluric acid from tropicatest soils Plant and Soil 115:
13-22.

DALTON, B.R. (1999) The occurrence and behaviorof plant phenolic adiussoil
environments and their potential involvement inelathemical interference
interactions: Methodological limitations in estadiling conclusive proof of
allelopathy pp. 57-74,in Inderjit, K.M.N. Dakshini and F.L. Chester (eds.).
Principles and Practices in Plant Ecology. Allelacicals Interaction€RC Press.

Boca Raton, Florida.

DALTON, B.R., BLUM, U., WEED, S.B. (1983j\llelophatic substance in ecosystems:
Effectiveness of sterile soil components in altgriecovery of ferulic acidJ.
Chem. Ecol 9: 1185-1201.

270



Bibliografia

DALTON, B.R., WEED, S.B., BLUM, U. (1987pPlant phenolic acids in soils: a

comparisonof extraction procedureSoil Sci. Soc. Am. J., 51, 1515.

DALTON, B.R., WEED, S.B., BLUM, U. (1989pifferential sorption of exogenously
applied ferulic, p-coumaric, p-hydroxybenzoic, araillic acids in soil.Soil Sci.
Soc. Amer. J. 53: 757-762.

DAO, T.H. (1987)Sorption and mineralization of plant phenolic acid soil In: G.R.
Waller (Editor), Allelochemicals: Role in Agricultet and Forestry. American
Chemical Society, Washington, DC, pp. 358-370.

DATTA, S. C. y CHATTERJEE, A. K. (1980Allelopathy inPolygonum orientale
inhibition of seed germination and seedling growthmustard Comp. Physiol.
Ecol., Vol. 5, No. 2, pp. 54 to 59.

DE SCISCIOLO, B., LEOPOLD, D.J., WALTON, D.C. (1998easonal patterns of
juglone in soil beneatlluglans nigraand influence of]. nigraon understory
vegetationJ. Chem. Ecol. 16(4): 1111-1130.

DELGADO, J.A. y SERRANO, J.M. (2001 eat shock, mass-dependent germination
and seed yield as related components of fithegistus ladanifer. Environ. EXxp.
Bot. 46: 11-20.

DEWICK, P.M. (1988)lsoflavonoids in The Flavonoids. Advances in Research since
1980, J.B. Harborne (ed.) Chapman and Hall, NevkMa. 125-209

DOLLING, A., ZACKRISSON, O., NILSSON, M.C. (1994peasonal variation in
phytotoxicity of bracke(Pteridium aquilinum). J.Chem. Ecol. 20(12): 3143-3.

EINHELLIG, F.A. y ECKRICH (1984)Interactions of temperature and ferulic acid
stress on grain sorghum and soybeah<hem. Ecol. 10: 161-170.

EINHELLIG, F.A. (1995)Allelopathy: current status and future goala Allelopathy:
Organisms processes and application, pp.1-24. jindémM.N. Dakshini, M and
Einhellig, F.A. American Chemical Society, Washimyt USA.

271



Bibliografia

EINHELLIG, F.A. (2002) The physiology of allelochemicals action: clues amews.
Allelopathy: from Molecules to Ecosystems, eds.i&ume Publishers. pp: 1-24.

ELAKOVICH, S.D. y YANG, J. (1996)Structures and allelopathic effects of Nuphar
alkaloids: Nupharolutine and 6,6 -dihydroxythiobpharidine J. Chem. Ecol. 22:
2209-2219.

ESSEMBERG, M. (2001rospectsfor strengthening plant defense throughaatexin
engineering Physiol. Mol. Plant Pathol. 59: 71-81.

FEENY, P. (1990)heories of plant chemical defense: A brief his@risurvey.Symp.
Hung. Biol. 39: 167-175.

FISCHER, N.H. (1991)Plants terpenoids as allelopathic agents Ecological
Chemistry and Biochemistry of Plant Terpenoids (H&rbone and F.A. Tomas

Barderan, eds.) Phytochemical Society of Europe331-398.

FRANCISCO-ORTEGA, J., ELLIS, R.H.,, GONZALEZ-FERIAE., SANTOS-
GUERRA, A. (1994)Overcoming seed dormancy in ex situ plant germplasm
conservation programmes: an example in the endergyranthemun
(Astereceae: Anthemideaspecies from the Canary Islanddiodi. Cons. 3: 341-
353.

FRANCO, J.A. (1971Flora de Portugal (Continente e Acoregdl | y Il. Umbeliferae.

Lisboa.

FRIEBE, A., ROTH, U., KUCK, P. (1997ffects of 2-4-dihydroxy-1,4-benzoxazin-3-

ones on activity of plasma membraneATPase Phytochem. 44: 979-983.

FUTUYMA, D.J. y KEESE, M.C. (1992Fvolution and coevolution of plants and
phytofagous arthropods Herbivores: Their interations with Secondary
Metabolites. Ed. G.A. Rosenthal & M.R. Berenbauam ®iego. 2: 439-475.

272



Bibliografia

GALLARDO, T.M., MARTIN B.B., MARTIN D.F. (1998)Inhibition of water fern
Salvinia minimaby cattail (Typha domingensisgxtracts and by 2-chlorophenol
and salicylaldehydel. Chem. Ecol 24(9): 1483-1490.

GALLET, C. (1994)Allelopathic potential in bilberry- Spruce Forestkfluence of

Phenolic compounds on spruce seedlidg€hem. Ecol. 20 (5).

GARCIA-MARQUEZ y ESCUDERO (1991)Influencia de diferentes temperaturas

sobre la germinacién d€istus ladanifer. Ill Jornadas de Ecologia Tereedteodn.

GARCIA-MARTIN, D. y GARCIA-VALLEJO, C. (1969) Contribuiton a la
connaissance de I'huile essentielle@stus ladanifevar maculatus Dun (Ciste

commun-jara d"Espagneparf. Cosm. e Savon 12: 283-290.

GERSHENZON, J. (1984Fhanges in the levels of plant secondary metalsoliteder
water and nutrient stress, in phytochemical adaptatto stress (B.N.
Timmermann; C. Steelink y F.A. Loewus, eds.). Reécavances in
Phytochemistry, Vol.18, pp: 273-320. Plenum, NewkYo

GERSHENZON, J. y CROTEAU, R. (199Zkrpenoidsin Herbivores : their interation
with secondary plants metabolite§® 8dn. Ed.G.A. Rosental & M.R.Berembaun,

pp. 1165-209. Academic Press, San Diego.

GLASS, A.D.M. (1976)Mechanisms of regulation of plant growtids. R. L. Bieleski.
pp.159-164. Royal Society of New Zeland, Wellington

GNIAZDOWSKA, A. y BOGATEK, R. (2005Allelopathic interactions between plants.
Acta Phys. Plantarum. 27: 395-407.

GOES, E.S.R. (1968Ym estudo em montado de sobro. Relagoes entrecooesal
vegetacao no Plioceno a sul do Tdfubl. D.G.S.F.A. XXIX a XXXII: 62-105.

GONZALEZ, V.M., SOUTO, X.C., REIGOSA, M.J. (199Weed controlby Capsicum
annuumAllelopathy J. 4: 101-110.

273



Bibliografia

GRAYER, R.J. y HARBORNE, J.B. (1994 survey of antifugal compound from higher
plants 1982-1993 Phytochemistry, 37,19.

GROSS, G.G. (1981) In E.E. Conn )ethe Biochemistry of Plants, Secondary Plant
Products 7 pp: 301-316. Academic Press, New York.

GUTTERMAN, Y. (1994a) Strategies of seed dispersal and germination iantsl
inhabiting desertsBot. Rev. 60:373-425.

GUTTERMAN, Y. (1994b)Seed dispersal and germinatiion strategies of Sparia
diandra compared with some other desert annual tslanhabiting the Negev
desert of Israellsrael J. Plant Sci. 42: 261-274.

GUTTERMAN, Y. (1994c).Long-term seed influences on seed germinabilitghef

desert annuaMesembryanthemum nodiflorulm Israel J. Plant Sci. 42: 197-205.

HALE, M.G. (1978)Root exudates and exudatjqup. 163-203, in Y.R. Demmergues.
Interacctions between Nonpathogenic Soil Microoigars and PlantsElsevier

Science Publishers, New York.

HALE y MOORE (1989)Allelochemicals strespp.117-127, in M. G. Halle and D. M.
Orcutt. The Physiology of Plants under Stredison Wiley& Sons, New York.

HANCOCK C., BARLOW, H., LACEY, H. (1964Yhe East Malling Coleoptile Straight
Growth Test Methadl). Exp. Bot. 166-176.

HARBORNE, J.B. (1986)Recent advances in chemical ecoldggt. Prod. Per., 3, 323-
344.

HARBORNE, J.B. (1988)ntroduction to Ecological BiochemistryAcademic Press.
London.

HARPER, J.L. (19750lelopathy Quarterly Review in Biology.50: 493-495-

274



Bibliografia

HARTMANN,T. (1985) Prinzipien des pflanzlichen secundar Stoffwechsé&dant
Systenatic and Evolution. 150, 15-30.

HASLAM, E. (1986)Secundary metabolism-Fact or fictiddat. Prod. Rep., 3, 217-249.

HAUSON, A.D., DITZ, K.M., SINGLETARY, G.W., LELAND,T.J. (1983)Gramine
accumulation in leaves of barley grown under higimperature stressPlant
Physiol. 71: 896-904.

HERRERA, C.M. (1984)Tipos morfologicos y funcionales en plantas del amat
mediterraneo del sur de Esparttudia Oecologica, V (7-34).

HEISEY, R.M. (1990Evidence of allelopathy by Tree-of-heayainanthus altissima). J.
Chem. Ecol. 16: 2039-2055.

HRAZDINA, G. y JENSEN, R.A. (1992F5patial organization of encimes in plantt
metabolic pathwaysRev. Plant. Physiol. Plan. Mol. Bial3, 241-267

HUANG, P.M., WANG, M.C., WANG, M.K. (199p Catalytic transformation of
phenolic compounds in the sgilsp. 287-306, in Inderjit, K.M.N. Dakshini and
F.L. Chester (eds.)Principles and Practices in Plant Ecology. Alleleiicals

InteractionsCRC Press. Boca Raton, Florida.

HUNTER, M.E. Y MENGES, E.S. (2002llelopathic effects and root distribution of
ceratiola ericolides on seven rosemary scrub sgeéimerican Journal of Botany.
89:1113-1118.

INDERJIT y DAKSHINI, K.M.M. (1991) Hesperetin 7-rutinoside (hesperidin) and
taxifolin 3-arabinoside as germination and growthhibitors in the soils
associated with the weeB)uchea lanceolatéDC) C.B. Clarke(Asteraceae)J.
Chem. Ecol 17: 1585-1591.

INDERJIT y DAKSHINI, K.M.M. (1992) Formononetin 7-O-glucoside, an additional
inhibitor from the soil associated with the weé&ldichea lanceolatéDC) C.B.
Clarke (Asteraceae)). Chem. Ecol. 18: 713-718.

275



Bibliografia

INDERJIT y DAKSHINI, K.M.M. (1994) Allelopathic effects ofPulchea lanceolata
(Asteraceaepn characteristics of foru soils and growth of mawd and tomato
Am J. Bot. 81: 799- 804.

INDERJIT y DAKSHINI, K.M.M. (1995) Quercetin and quercetrin fronfPluchea
lanceolataand their effect on growth of asparagus bebmpp. 86-95, Inderiit,
K.M.N. Dakshini and F.A. Einhellig (eds.). Allelothgy: organisms, processes, and

applications. American Chemical Society, Washingd@.

INDERJIT y DAKSHINI, K.M.M. (1996 Allelophatic potential oPluchea lanceolata
comparative study of cultivated field&eed Sci. 44: 393-396.

INDERJIT, DAKSHINI, K.M.M., FOY, C.I. (1999 Principles and practices in plant

ecology. Allelochemicals interactianSRC Press. Boca Raton. Florida.

INDERJIT. (1996)Plant Phenolics in AllelopathyThe Botanical Review 62 (2): 186-
202.

INDERJIT y MALLIK, A.U. (1996) Growth and physiological responses of black spruce
(Picea marianajo sites dominated byedum groenlandicum. J. Chem. Ecol. 22:
575-585

INDERJIT y MALLIK, A.U. (1997) Effect of phenolic compounds on selected soil
properties Forest Ecology and Management. 92: 11-18.

INDERJIT y MALLIK, A.U. (2001) Can Kalmia angustifoliainterferente to black
spruce(Picea marianape explained by allelopathyRorest Ecol. Manage. 5518:
1-10.

INDERJIT y NISHIMURA, H. (1999)Effect of anthraquinonesemodin and phscion on
availability of selected soil inorganic ion&nnals Applied Biol. 135: 425-429.

INDERJIT y WESTON, L.A. (2000Are laboratory bioassays for allelopathy suitable
for prediction of field responseg? Chem. Ecol. 26; 2111-2118.

276



Bibliografia

INDERJIT y ASAKAWA, C. (2001)Nature of interference potential of hai(¥icia
villosa R) to radish Raphanus sativus.): does allelopathy play any roleCrop
Prot. 20: 261-265.

INDERJIT y WEINER, J. (2001Plant allelochemicals interference or soil chemical
ecology?Perspectives in Plant Ecology. 4: 3-12.

INDERJIT y NILSEN, E. (2003Bioassays and field studies for Allelopathy in éstrial
plants: Progress and ProblemGrit. Rev. Plan. Sci. 22: 221-238.

INDERJIT y CALLAWAY, M.M. (2003) Experimental designs for the study of
Allelopathy Plant and Soil. 256: 1-11.

INDERJIT. (2005) Soil Microorganisms: An important determinant oflefpathic
activity. Plant Soil. 274: 227-236.

JACOBS, M. y RUBERY, P.H. (1988)aturally occuring auxin transport regulators
Science. 241, 346.

JADERLUND, A., ZACKRISSON, O., NILSSON, M.C. (19p&Effects of bilberry
(Vaccinium muyrtillusL. ) litter on seed germination and early seedling giowf
four boreal tree species. Chem. Ecol. 22(5): 973-986.

JARVIS, B. (2000)The role of nature products in evolutioRRecent Avances in

Phytochemistry. Elsevier Science, 1-24.

JONES, C.G. y FIRN, R.D. (1990n evolution of plant secondary chemical diversity
Phil. Trans. Royal soc. London. Ser. B, 333. 27G-28

JOSE, S., GILLESPIE, A.R. (1998)lelopathy in black walnufJuglans nigrd.,) alley
cropping. Il. Effects of juglone on hydroponicatjsown corn(Zea mayd..) and
soybear(Glycine maxL. Merr) growth and physiologyPlant Soil 203: 199-205

KARLBURTJI, K.L., MOSJIDIS, J.A., MAMOLOS, A.P. (21) Allelopathic plants. 2.
Lespedeza cuneata. Allelopathy J. 8: 41-50.

277



Bibliografia

KATO-NOGUCHI, H. (1999)Effect of light-irradiation on allelopathic poteati of
germinating maizePhytochemistry, Vol. 52: 1023-1027.

KOBAYASHI, K. (2004) Factors affecting phytotoxic activity of allelochieais in soil.
Weed Biol. Management. Vol. 4: 1-7.

KROLLMANN, P.y GULZ, P. (19835eed lipids from Cistus. Zafanzenphysiol. 116:
469-474.

KUITERS, A.T. (1989)Effects of phenolic acids on germination and eagwth of
herbaceous woodland plants Chem. Ecol. 15: 467-479

KUULUVAINE, T. (1994) Gap disturbance, reound microtopography, and the
regeneration dynamics of boreal coniferous forestinland Ann. Zool. Fenn.
31:35-51.

LAMBERS, H., CHAPIN I, F.S., PONS, T.L. (199&lant Physiological Ecology
Springer-Verlag, New York

LARCHER, W. (1977Ecofisiologia vegetaEd. Omega. Barcelona.

LEHMAN, M.E., BLUM, U., GERIG, T.M. (19945imultaneous effects of ferulic and p-
coumaric acids on cucumber leaf expansion in split- experimentsJ. Chem.
Ecol. 20: 1773-1782.

LESHEM, Y.Y., KUIPER, P.J.C., ERDEI, L., LURIE, YERL-TREVES, R. (1999)0
Selye’s mammalian “GAS” concept and “co-stress”passe exist in plantin
Csermely P (ed) Stress of Life: Fron Molecules tanMAnnals of the New York
Academy of Sciences 851: 199-208.

LEVITT, J. (1980) Responses of plants to environmental stresses (2 At@demia

Press, New Cork.

278



Bibliografia

LI, J., INOUE, M., NISHIMURA, H., MIZUTANI, J., TSQUKI, E. (1993)interactions
of trans-cinnamic acid, its related phenolic alleh@micals, and abscisic acid in
seedling growth and seed germination of lettuc&Chem. Ecol 19(8): 1775-1787.

LICHTENTHALER, H.K. (1996) Vegetation stress: An introduction to the stress
concept in plants). Plant Physiol. 148: 4-14

LICHTENTHALER, H.K. (1998) The stress concept in plants: An introductidn
Csermely P (ed) Stress of Life: Fron Molecules tanMAnnals of the New York
Academy of Sciences. 851: 187-198

LINDROTH, R.L. y BATZLI, G.O. (1984FPlant phenolics as chemical defenses: effects
of natural phenolics on survival and growth of pi@i voles (Microtus
ochrogaste). J. Chem. Ecol. 10: 229-244.

LOPES-BORGES, A.E. (198&studo da bio-ecologia déistus ladanifelL. (Esteva)-
sua importancia em Portugalnstituto Nacional de Investigagao Agréria. Eatac

Forestal Nacional.

LYU, S.\W., BLUM, U., GERIC, T.U., O'BRIEN, T.E. (B®) Effects of mixtures of
phenolic acid on phosphorus uptake by cucumberisgsdl. Chem. Ecol. 16(8):
2559-2567.

MACIAS, F.A., GALINDO, J.C.G., MASSANET, J.M., RODBUEZ-LUIS, F.,
ZUBIA, E. (1993)Allelochemicals fornPilocarpus goudotianugaves J. Chem.
Ecol 19(7): 1371-1379.

MACIAS, F.A., MOLINILLO, J.M.G., VARELA R.M., TORRES, A., GALINDO, J.C.G
(1999) Bioactive compounds from the gentdlianthus. Recent advances in
allelopathy Vol.1. Servicio de publicaciones UCA. £21-167

MACIAS, F.A., CASTELLANO, D., MOLINILLO, J.M.G. (203) Search for a Standard
Phytotoxic Bioassay for AllelochemicaSelection of Standard Target Speciés
Agric. Food. Chem. 48: 2513-2521.

279



Bibliografia

MACIAS, F.A.,, MARIN, D., OLIVEROS-BASTIDAS, A., CASELLANO, D.,
SIMONET, A.M., MOLINILLO, J.M.G. (2005)Structure-Activity relationship
(SAR) studies of benzoxacinones, their degradaposducts and analoges.
Phytotoxicity on standard target species (ST®urnal of Agricultural and food
Chemistry 53: 538-548.

MALATO-BELIZ, J., ESCUDERO, J.C., BUYOLO, J. (1992pplication of tradicional
indios and of diversity to an ecotonal area ofefifint bioceonesThe state of the

art in Vegetario Science. pp.75. Toledo, Espafa.

MALLIK, A.U. (2002) On the question of paradigm in the science of églathy
Allelopathy: from Molecules to Ecosystems, eds.i&ume Publishers, pp: 289-
297.

MATIAS SANCHEZ, M. D. (1990)Andlisis de la estructura espacio-temporal de
comunidades vegetales en campos abonados de ldse#\rdel Duero Tesis

doctoral Facultad de Biologia. Area de Ecologiavehsidad de Salamanca.

MICHELSEN, A., SCHMIDT, LK., JONASSON, S., DIGHTQNJ., JONES, H.E.,
CALLAGHAN, T.V. (1995) Inhibition and growth, and effects on nutrient Ua
of artic graminoids by leaf leachates extractsHal@thy or resource competition
between plants and microbe®®cologia. 103: 407-418.

MILBORROW, B.V. (1984)Inhibitors. pp. 77-110, M.B. Wilkins (ed.). Advenced Plant
Physiology. Pitman Publishing, London.

MIYAMOTO, K., UEDA, J., YAMADA, K., HASEGAWA, K. (1997) Inhibition of
abscision ob bean petiole explants by LipidimoiiéPlant Growth Regul. 16: 7-9.

MOLE, S. y JOERN, A. (1993)Foliar phenolics of Nebraska sandhillsprairie
graminoids: between-years, seasonal and intersigegfiation. J.Chem. Ecol. 19:
1861-1874.

280



Bibliografia

MOLISCH, H. (1937)Der einfluss einer Pflance auf die andere-Alleldpat(Gustav

Fischer, Jena)

MOTHES, K. (1966)Biogenesis of alkaloids and the problem of chenustary
Lloydia, 29. 156-172.

MULLER, C.H. (1969)Allelopathy as a factor in ecological proce$&egetatio 18: 348-
357.

NAVAREZ, D.C. y OLOFSDOTTER, M. (199&Relay seeding technique for screening
allelopathic rice (Oryza sativa)ln Proceeding of the"? International Weed
Control Congress, pp. 1285-1290.

NICOLAI, V. (1988) Phenolic and mineral contentl®ves influences decomposition in

European forest ecosystems. Oecologia, 75: 575-579.

NILSSON, M.C., GALLET, C., WALLSTEDT, A. (1998)Temporal variavility of
phenolics and batatasin-Ill in Empetrum hermaphtoxli leaves over an eight-

year period: interpretations of ecological functiddikos. 81: 6-16.

NORTHUP, R., YU, Z., DAHLGREN, R.A., VOGT, K.A. (%) Polyphenol control of
nitrogen releasefrom pine litteNature. 337: 227-229.

NUNEZ, E. (1989)Ecologia del jaral deCistus ladanifel.. PhD Thesis. Facultad de

Ciencias, Universidad de Extremadura, Badajoz,rSpai

OLIVA, A., LAHOZ, E., CONTILLO, R., ALIOTA, G. (199) Fungistatic activity of

Ruta graveolens extract and its allelochemical€Chem. Ecol. 25: 519-526.

OLIEROS, A.J. (2006Estudios aleloguimicos en las gramineas. Benzoag#i®#a como

aleloquimicosPhD Thesis. Universidad de Cadiz. Espafa.

OUESLATI, O., BEN-HAMMOUDA, M., GHORBAL, M.H., GUEZAH, M.,
KREMER, R.J. (2005Barle autotoxicity as influenced by varietal ancasenal

variation. Journal of Agronomy and Crop Science. 191(4)-234.

281



Bibliografia

PANDEY, D.K. (1996) Phytotoxicity of sesquiterpene lactore parthenin amuatic
weedsJ. Chem. Ecol. 22: 151-160.

PASCUAL, T., VARA, A., URONES, J.G., SAN FELICIANQ\. (1972 Estudio de la
gomorresina d€Cistus ladanifet.. Quimica. 68: 727-732.

PASCUAL, T., URONES, J.G., BASABE, P. (197avonoides deCistus ladanifet..
An Quim. 70: 155-157.

PASCUAL, T., URONES, J.G., GONZALEZ, M. (19¥Terpenoides monohidroxilados
de la gomorresinae Cistus ladaniferus. An. Quim. 73: 1024-1028.

PASCUAL, T., URONES, J.G., BASABE, P., AUBANELL, H.. (1979)Componentes

minoritarios deCistus ladaniferuk.: LactosasAn. Quim. 75: 335-340.

PASCUAL, T., BELLIDO, 1.S., BASABE, P., URONES, J.J1982) Labdane
diterpenoids fronCistus ladaniferus. Phytochemistry. 21(4): 899-901.

PEREZ-GARCIA, F. (1997%Germination ofCistus ladanifeseed in relation to parent
material Plant Ecology. 133: 57-62.

PEREZ-GARCIA, F. y PITA-VILLAMIL, J.M. (1999)Ecofisiolagia de la germinacién

de las jaraqCistus spp.). Red Quercus. Servicios Informati&otientales S. L.

POLITYCKA, B. (1997)Free and glucosylated phenolic, phebflucosyltransferase
activity and membrana permeability in cucumber soaftfected by derivatives of

cinnamic and benzoic acid&cta Physiologiae Plantarum. 19: 311-312.

POLITYCKA, B. (1998)Phenolics and the activities Bfglucosydase in cucumber roots
as affected by phenolic allelochemicakcta Physiologiae Plantarum. 20: 405-
410.

PRAMANIK, M.H.R. (2000)Effects of temperature and photoperiod on phytotosot
exudates of cucumber (Cucumis sativind)ydroponic cultureJ. Chem. Ecol. 26,
1953-1967.

282



Bibliografia

PRASAD, M.N.V., RENGEL, Z. (1998Plant acclimation and adaptation to natural
and anthropogenic strestn Csermely P (ed) Stress of Life: Fron Molecules
Man: Annals of the New York Academy of Sciences:85l6-223.

PROKSCH, P. y GULZ, P.G. (1984ethylated flavonoids fror€istus ladaniferand
Cistus palhinhaeand their taxonomic implicationg®hytochemistry, 23(2): 470-
471.

PROKSCH, P., GULZ, P.G., BUDZIKIEWICZ, H. (198OFurther oxygenated
compounds in the essential oil ©fstus ladanifet. (Cistaceae)Naturforsch. 35c:
529-532.

PUTNAM, A.R. y TANG, C.S. (1986Allelopathy: State of the sciengap. 1-19 in A.
R. Putnam & C.S.Tang (eds.), The science of alllop John Wiley, New York.

REIGOSA, M.J., SANCHEZ-MOREIRAS, AM., GONZALEZ, L. (1999)
Ecophysiological approach in allelopath@rit . Rev. Plant Sci. 18: 577-608.

RICE, E.L. (1965)nhibition of nitrogen fixing and nitrifying bacter by seed plants. II.
Characterization and identification of inhibitor®hysiologia Plantarum. 18:255-
268.

RICE, E.L. (1984 Allelophatic Academic Press, Orlando, Florida.

RIMANDO, A.M., OLOFSDOTTER, M., DUKE, S.O. (2001yearching for rice
allelochemicals: an example of bioassay-guidedatsmhs Agronomy Journal 93:
16-20.

RIVAS-GODAY y RIVAS-MARTINEZ, P. (1967)Matorrales y tomillares de la

Peninsula Ibérica comprendidos en la clase OnorRdsmarineteaMadrid.

ROBINSON, T. (1980)he Organic constituens of Higher Plardsh ed. Cordus. Press.
North Amherst. MA.

283



Bibliografia

ROBLES, C. y GARZINO, S. (199%utotoxic and allelopathic potentials @fistus
albidusL. Phytochemistry. 322: 677-685.

ROBLES, C. y GARZINO, S. (2000)ntraspecific variability in the essential oil

composition oCistus manpeliensisaves Phytochemistry. 53: 71-75.

ROMAGNI, J.G., ALLEN, S.N., DAYAN, F.E. (2000hllelopathic effects of volatile
cineoles on two weedy plant speci&sChem. Ecol. 26: 303-314.

ROSCHINA, V.V. (2001) Molecular-cellular mechanisms in pollen allelopathy
Allelopathy J. 8: 11-28.

ROSENTHAL, G.A. (1982Plant Nonprotein Amino and Imino Acidsccademic Press,
New York.

ROVIRA, A.D. (1969)Plant root exudatesBot. Rev. 35: 35-37.

RYAN, P.R., DELHAIZE, E., JONES, D.L. (209Function and mechanism of organic
anion exudation from plant root&innual Review in Plant Physiology and Plant
Molecular biology 53: 527-560.

SALISBURY, F.D. y ROSS, C.V. (1994)isiologia vegetal Grupo editorial

Iberoamericana, Mexico.

SCHMIDT, S.K. y LEY, R.E. (1999Microbial competition and soil estructure limit the
espression of allelochemicals in natupp. 339-352, in Inderjit, K.M.N. Dakshini
and F.L. Chester (edsBrinciples and Practices in Plant Ecology. Allelticals

InteractionsCRC Press. Boca Raton, Florida.

SEIGLER, D.S. (1998)Plant Secondary MetabolisnKluwer academic Publishers,
Norwel (USA).

SELMAR, D. (1992) Die Metabolisierung Cyanogener Verdingungerechnischen

Universitat Carolo-Wilhelmina zu Braunschweig. Brachweig.

284



Bibliografia

SIMMS, E.L. y RAUSHER, M.D. (1987 Costs and benefits of plant resistance to
herbivory. Am. Nat. 130: 570-581.

SMITH, A.E. y MARTIN, L.D. (1994)Allelopathic Characteristics of three cool-season

grass species in the forage ecosystdgronomy Journal. 86: 243-246.

SOSA, T. (2003)Contribucién al studio de las funciones ecoldgiaase pueden
desempefiar los compuestos derivados del metabolggoondario enCistus

ladaniferL. PhD Thesis. Universidad de Extremadura.

SOSA, T., CHAVES, N., ALIAS, J.C., ESCUDERO, J.BENAO, F., GUTIERREZ-
MERINO, C. (2004)Inhibition of mouth skeletal muscle relaxation wvénoids
of Cistus ladaniferL.: a plant defense mechanism against herbivode<Chem.
Ecol. 30: 1087-1101.

SOSA, T., ALIAS, J.C., ESCUDERO, J.C., CHAVES, N0Q5) Interpopulational
variation in flavonoid composition dfistus ladaniferL. exudate Biochemical

systematics and ecology. 33: 353-364.

STAMP, N.E., YANG, Y., OSIER, T.P. (199Respose of an insect predator to prey fed
multiple allelochemicals under representative tharmegimes Ecology. 78: 203-
214.

STENLID, G. (1970)lavonoid as inhibitors of the formation of ademastriphosphate
in planta mitocondriaPhytochemistry. 9: 2251.

STENLID, G. (1976)Effects of substituents in the A-ring on the pHgsical activity of
flavones Phytochemistry, 15, 911.

STEINSIEK, J.W., OLIVER, L.R., COLLINS, F.C. (198Allelopathic potential of
wheat(Triticum aestivum)straw on selected weed speci&ed science. 30: 495-
497.

SUMNER, L., MENDES, P., DIXON, R. (2003lant metabolomics: large-scale
phytochemistry in the functional genomics.dthytochemistry. 62: 817-836.

285



Bibliografia

SUTFELD, R., PETEREIT, F., NAHRSTODT, A. (199®esorcinol in exudates of
Nuphar lutea. J. Chem. Ecol. 22: 2221-2231.

TAKABAYASHI, J. y DICKE, M. (1996)Plant carnivore mutualism through herbivore-

induced carnivore attractant3.rens in Plant Science. 1: 109-113.

TATSUMI, K., FREYER, A., MINARD, R.D., BOLLAG, J.M(1994)Encyme-mediated
coupling of 3,4-dichoroaniline and ferulic acidenviromental Science and
Technology. 28: 210-215.

THEIS, N. y LERDAU, N. (2003)The Evolution of Function in Plant secondary
MetabolitesJ. Plant Sci. 164: 93-102.

TUKEY, H.B. (1970)The leaching of substances from plariRev. Plant Physiol. 21.
305-324.

VACURA, V. (1967) Root exudates of plants. Ill. Efects of temperatanel “cold
Shock” on the exudation of various compounds freeds and seedlings of maice
and cucumberPlant soil. 27: 319-327.

VAUGHN, S.F. y SPENCER, G.F. (1993)olatile monoterpenes as potential parent
structures for new herbicide®eed Sci. 41: 114-119.

VALBUENA, L., TARREGA, R., LUIS, E. (1992)nfluence of heat on seed germination
of Cistus laurifoliusand Cistus ladanifer. International Journal of wildlafie. 2
(1): 15-20.

VILES, A.L. y REESE, R.N. (1996Allelopathic potential ofEchinacea angustifolia
D.C. Environmental and Experimental Botany. 36(1)439-

VIVANCO, J.M., BAIS, H.P., STERMITZ, T.R., THELEMG.C., CALLAWAY, R.M.
(2004) Biogeochemical variation in community responsedot rallelochemistry:

novel weapons and exotic invasi@tology Letters. 7: 285-292.

286



Bibliografia

VOGTH, T.y GULZ, P.G. (1991)socratic column liquid chromatographic separation
of a complex mixture of epicuticular flavonoid agipes and intracellelar
flavonol glycosides fror@istus laurifoliusL. J. Chrom. 537: 453-459.

WALLER, G.R. (1987) Allelochemicals: Role in agriculture and forestnACS
Simposium Series 330. American Chemical SocietysiWwgton, DC.

WARDLE, D.A., AHMED, M., NICHOLSON K.S. (1991 Allelopathic influenece of
Nodding Thistle(Carduus nutang.) seed on grmination and radicle growth of

pasture plantsNew Zeland Journal of Agricultural Research. B85-191.

WARDLE, D.A. y LAVELLE, P. (1997)Linkages between soil biota, plant litter quality
and descompositioDriven by Nature. CAB international, pp.107-124.

WARING, R.H., McDONALD, A.J.S., LARSSON, S., ERICOSI, T., WIREN, A,
ARWIDSSON, E., ERICSSON, A.,, LOHAMMAR, T. (1989pifferences in
chemical composition of plants grown at constafdtree growth rates with stable

mineral nutrition Oecologia. 66: 157-160.

WATERMAN, P.G. y MOLE, S. (1989EXxtrinsic factors influencig production of
secondary metabolites in plantasect-Plant Interaction. 11: 107-134. CRC Press,
Boca Raton, FL.

WHITTAKER, R.H. y FEENY, P.P. (1970Allelochemics: chemicals interactions
between plantsScience. 171: 757-770.

WHITE, C.S. (1994Monoterpenes: their effec on ecosystem nutriedirty J. Chem.
Ecol. 20: 1381-1406.

WILLIAMS, D.H. y STONE, M.J. (1989)Why are secondary metabolies (natural
products) biosynthesized? Nat. Prod. 52: 1189-1208.

WINK, M. (1987) Physiology of the accumulation of secondary metasolith special
reference to alkaloidsCell Culture and Somatic Cell Genetics of Plaxid, 4 (F.
Constabel and I.K. Vasil, eds.), 17-42, AcademisBy San Diego, CA.

287



Bibliografia

WINK, M. (1999) Biochemistry of Plant Secondary Metabolishmnual plant Reviews.
Vol 2. Sheffield Academic Press.

WITTSTOCK, U. y GERSHENZON, J. (2008)onstitutive plant toxins and their role in
defense against herbivores and pathoge&hgrenty opinion in Plant Biology. 5:
300-307.

WU, H., PRATLEY, J., LEMERLE, D., HAIG, T., AN, M2001)Screening methods for

the evaluation of crop allelopathic potenti8otanical Reviews. 67: 403-415.

ZHANG, G., ZHANG, W., LIAN, B., GU, L. (1999nsecticidal effects of extracts from
two rice varieties to brown plant hoppélilaparvata lugens. J. Chem. Ecol. 25:
1843-1853.

ZOBEL, AM., CLARKE, P.A., LYNCH, J.M. (1999)Production of phenolics in
response to UV irradiation ahd heavy metals in segdf Acer spp. Recent
Advances in Allelopathy. Servicio de publicacioh#SA, pp: 231-243.

ZOBEL, AM. y LYNCH, J.M. (1997)Extrusion of UV-A absorbing phenolics Ater
spp.in response to UV and freezing temperatétiéelopathy Journal. 4: 269-276.

288



“Los  organismos vivos necesitan  recursos  para
desarrollarse y crecer; parte de estos son utilizados para la
produccion de metabolitos secundarios relacionados con las
estrategias defensivas. Asi, ciertas plantas pueden liberar
sustancias quimicas que afectan el crecimiento o la distribucion
de otros organismos vegetales, esta interaccion recibe el
nombre de alelopatia.

Los esfuerzos en estudiar el efecto alelopdtico entre
plantas puede ayudar a comprender las complejas interacciones
que se producen entre ellas, revirtiendo en la comprension de la
dindmica de los ecosistemas"
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