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Resumen:

En el suelo es donde las plantas terrestres desarrollan sus raices, con las que absorben el agua y
los nutrientes imprescindibles para su vida. Al mismo tiempo les sirve de anclaje para poder soste-
ner toda su parte aérea. Por lo tanto, las propiedades del suelo que més van a influir en el desarrollo
de las plantas terrestres seran las que determinen la disponibilidad de agua y de nutrientes, as{ como
el crecimiento y expansion de las raices. Pero a su vez las plantas con sus raices, aporte de materia
organica y sintesis de metabolitos van a modificar las propiedades del suelo. Por ello para entender
las relaciones suelo-planta es también necesario estudiar como los compuestos derivados del meta-
bolismo secundario de los vegetales pueden incorporarse al suelo y permanecer alli donde ejercen su
accion. En este sentido, el objetivo de este trabajo es profundizar en las vias de incorporacion de las
sustancias alelopaticas identificadas en Cistus ladanifer cuyas funciones ecoldgicas, entre otras, son:

la inhibicion de la germinacion y el desarrollo de herbaceas.
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INTRODUCCION

La definicion més extendida de alelopatia es
la dada por RICE en 1984: “Cualquier efecto,
perjudicial o beneficioso, directo o indirecto,
que una planta produce sobre otra (incluyendo
los microorganismos) a través de la produccion
de compuestos quimicos liberados al medio”.
Estos compuestos alelopaticos son liberados al
medio mediante volatilizacion, descomposicidon
de residuos o secrecion en diferentes partes de la
planta como hojas, tallos, raices y flores
(PutnaM & TANG, 1986; WALLER, 1987;
INDERIIT & DAKSHINI, 1995).

Con los primeros estudios sobre alelopatia se
han aislado e identificado diferentes aleloquimi-
cos como furanocumarinas, cumarinas simples,
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piranocumarinas, 4cido cindmico y sus deriva-
dos, catecol, hidroxiacetofenonas, flavonoles y
proantocianidinas (DATTA & CHATTERJEE, 1980;
BALLESTER et al., 1982; KiL & YiMm, 1983;
NILSSON et al., 1993; PELLISIER, 1993; MACIAS et
al., 1993; Liet al., 1993; VILES & REESE, 1996).
Y en particular, aunque el modo de accion de los
compuestos fenodlicos en el mecanismo de alelo-
patia no se conoce, si se ha demostrado que los
compuestos fendlicos pueden bajar la disponibi-
lidad de ciertos nutrientes e influir en las carac-
teristicas del suelo como pH y materia organica
(RICE, 1984; APPEL, 1993; INDERJIT, 1996). La
adicion de compuestos fenodlicos como los aci-
dos: protocateico, p-cumarico, hidroxibenzoico y
felarico, reducen el contenido de nitrogeno, fos-
fato y materia orgénica. Esto podria deberse a
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diferentes procesos como absorcion, alteracion
microbiana de compuestos fenodlicos y minerali-
zacion microbiana (INDERIT & MALLIK, 1997).
Estas condiciones alteradas de los suelos pueden
afectar negativamente el crecimiento de las plan-
tas (BLACK, 1973).

Actualmente es necesario profundizar en el
conocimiento de la alelopatfa. No es suficiente
que los diferentes 6rganos de una planta presen-
ten compuestos con actividad alelopética, sino
que éstos tienen que pasar al suelo y estar pre-
sentes en €él. Por ello, el estudio de las vias de
incorporacion al suelo y la permanencia en este
medio es de vital importancia.

La liberacion de los compuestos con funcidn
alelopatica por parte de las plantas donadoras
dependerd, entre otros factores, de la naturaleza
de estas moléculas. Pueden tener caracter vola-
til, hidrosoluble o poco soluble en agua. Otro
aspecto importante en el proceso de llegada de
los aleloquimicos al suelo son las vias de incor-
poracion al medio para que sean susceptibles de
afectar a otros organismos. Estas posibles vias
pueden ser mediante volatilizacion, lavado por
lluvia (lixiviado), exudacion radicular y des-
composicion. Seglin referencias bibliograficas,
la acumulacion y degradacion de los residuos
vegetales en el suelo, asi como el lixiviado por
las lluvias parecen los mecanismos mas impor-
tantes en regiones hiimedas. En climas secos los
mecanismos mas frecuentes son la acumulacion
de residuos y la volatilizacion.

En estudios previos realizados sobre Cistus
ladanifer se ha demostrado que en esta especie, las
hojas y tallos fotosintéticos segregan un exudado
muy abundante, sobre todo, durante la estacion
estival. Este exudado presenta actividad alelopati-
ca sobre especies como Cynodon dactylon y
Rumex crispus, cuya germinacion es claramente
inhibida, y en especies como Medicago polymor-
pha'y Lolium rigidum, que retrasa la germinacion
e inhibe el tamafo de raices y cotiledones (CHAVES
& ESCUDERO, 1997). También se ha determinado
que este exudado es rico en diterpenos como acido
oxocativico, acido 7-oxo-8-labden-15-oico y
acido 6B-acetoxi-7-oxo-8-labden-15-oico, y éci-
dos fendlicos, siendo los compuestos mayoritarios
los siguientes flavonoides: apigenina, 3-O-metil-
kampferol, 4”-O-metilapigenina, 7-O-metilapige-
nina, 3,4"-di-O-metilkampferol y 3,7-di-O-metil-
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kampferol (CHAVES et al., 2001a, b; ALIAS, 2006).
Con ambos grupos se ha comprobado su presencia
en los suelos asociados a esta especie confirman-
dose su liberacion por parte de la planta y acumu-
lacion en el sustrato (CHAVES et al., 2003). Nuevos
estudios muestran que estos compuestos no son
degradados inmediatamente, sino que permanecen
en el suelo durante varios meses, siendo los flavo-
noides los que méas perduran en el medio (datos no
publicados). La permanencia de estos compuestos
en el suelo durante tanto tiempo puede afectar
tanto a las propiedades del suelo, como a microor-
ganismos, semillas y plantulas presentes en éL
Serfa interesante conocer como estos meta-
bolitos liberados llegan al suelo. Por ello, el
objetivo de este trabajo es profundizar en las
vias de incorporacidn de las sustancias alelopé-
ticas identificadas en Cistus ladanifer cuyas fun-
ciones ecoldgicas, entre otras, son: la inhibicion
de la germinacion y el desarrollo de herbaceas.

MATERIALESY METODOS

Recogida de muestra:

Se selecciond un jaral situado en el municipio
de Alburquerque (Badajoz), donde se colocaron
seis bandejas cubiertas con una malla para reco-
ger el agua de 1luvia. Para determinar la cantidad
de compuestos que se incorporan al suelo
mediante el lixiviado de la hoja y la hojarasca,
tres de estas bandejas se instalaron bajo la cober-
tura de varios individuos, y las otras tres se situa-
ron fuera de la influencia del jaral cubiertas con
una doble malla de plastico que contenia hojaras-
ca. La cantidad de hojarasca de estas bandejas fue
la recogida en la época de caida de la hoja (mayo
y junio) en las bandejas situadas en el jaral.
Durante un aho, cada vez que se produjeron pre-
cipitaciones se recogid el lixiviado acumulado en
las bandejas. Ademas se recogid agua de lluvia
(bandejas control). Se determina el volumen de
las muestras recogidas y se filtran: Primeramente
con papel de filtro whatman y después con un
kitasato con un filtro de microfibra de vidrio.

Tratamiento de muestras:

Para la extraccion de los compuestos fendli-
cos de las muestras se utilizd el método “Oasis
SPE method for endocrine disruptors”. Para ello
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las muestras se ajustaron con 4cido acético a pH
3, las columnas (Oasis HLB 30um) se activaron
con 3ml de metil t-butil eter (MTBE), 3ml de
solucién al 5% de metanol/agua y la elucidn se
realizd6 con 6ml de una solucion de 10% de
metanol/MTBE. Finalmente, el eluyente se eva-
pora con N, y el extracto resultante se resuspen-
de en 1ml de metanol.

Analisisde la muestra:

Las muestras se analizaron mediante HPLC,
con una columna analitica de fase reversa
Spherisorb 5u C-18 4,6x250 mm y una fase movil
de agua/metanol/tetrahidrofurano (56:16:28) a
una velocidad de 0,75 ml'min.

RESULTADOSY DISCUSION

Los resultados del anélisis por HPLC mostra-
ron la presencia de tres diterpenos tanto en el lixi-
viado de las bandejas colocadas en el jaral (lixivia-
do de hojas) como las cubiertas con hojarasca (lixi-
viado de hojarasca). No se detectd ninguno de
estos compuestos en las aguas de lluvia recogidas
en las bandejas control. Los diterpenos detectados
fueron identificados como &cido 6B-acetoxi-7-
oxo-8-labden-15-oico (D1), acido 7-oxo-8-lab-
den-15-oico (D2) y acido oxocativico (D3).

Las cuantificacion de estos diterpenos se
muestran en la tabla 1, observandose que el lixi-
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viado de hojas presenta mayores cantidades que
el de hojarasca. La composicion en las diferen-
tes muestras de lixiviado estudiadas varia cuali-
tativa y cuantitativamente a lo largo del afio,
observandose el mismo comportamiento para
los tres diterpenos tanto en el lixiviado de hoja
como en el de hojarasca. Si observamos tanto la
cantidad total (suma de los tres diterpenos)
como la de cada diterpeno por separado, las
mayores cantidades se encuentran en septiem-
bre. Durante los meses de otofio esa cantidad se
va reduciendo hasta llegar a desaparecer en
febrero en los dos tipos de lixiviado. Estas can-
tidades vuelven a aumentar en el mes de agosto
en los dos tipos de lixiviado.

D1 es el compuesto mayoritario. Esta pre-
sente durante todo el afio excepto en una de las
muestras del lixiviado de hojas recogida en
febrero y en el de hojarasca de febrero, abril y
mayo. D3 es el compuesto minoritario, detectan-
dose Gnicamente desde agosto hasta octubre en
el lixiviado de hojarasca y desde junio a octubre
en el de hoja. D2 se encuentra presente durante
todo el afo en el lixiviado de hoja menos en una
de las muestras de febrero y abril y en hojarasca
no se detecta su presencia en el lixiviado desde
mayo hasta agosto.

El método de liberacidon de los compuestos
alelopaticos al medio puede seguir varias rutas.
Una de ellas es la lixiviacion producida por las
lluvias (INDENT & DAKSHINI, 1996), pero para

Lixiviado de hojas (pg/ml)

Lixiviado de hojarasca (pg/ml)

Dl D2 D3 Suma Dl D2 D3 Suma
Agosto 258,6 61,8 41,7 361,5 33,3 0 19,2 52,5
Septiembre 330,8 115,8 89,7 536,4 1044 51,8 33,7 189,9
Septiembre 474 12,9 8,6 69 61 23,9 14,9 99,7
Octubre 40,5 12,5 10,5 63,5 16,2 6,3 2,7 25,3
Octubre 10,1 28,8 2,3 41,2 3 3,1 0 6,1
Febrero 35,1 5,9 0 41 1,7 1,8 0 3,5
Febrero 0 0 0 0 0 0 0 0
Abril 11 0 0 11 0 0 0 0
Abril 6,3 4.4 0 10,7 1,9 1,3 0 3,1
Mayo 31,2 7,9 0 39,1 2,3 0,7 0 2,9
Mayo 17,8 4,6 0 22,4 0 0 0 0
Junio 40,6 9,3 4.5 54,3 3,6 0 0 3,6

Tabla 1. Cantidad de diterpenos (en picogramos por mililitro de agua de lluvia) en lixiviado de hoja y hojarasca. D1:
Acido 66B-acetoxi-7-oxo-8-labden-15-oico. D2: Acido 7-ox0-8-labden-15-oico. D3: Acido oxocativico
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ello es necesario que se produzcan precipitacio-
nes regulares durante todo el afio. Bioensayos de
JADERLUND et al., 1996 y HUANG et al., 1999,
sugieren que los compuestos que afectan negati-
vamente a la germinacion y desarrollo de plan-
tulas son solubles en agua y que podrian pasar al
suelo por las lluvias o los primeros estadios de
descomposicion de las hojas.

Anteriores estudios sobre Cistus ladanifer
muestran que la concentracion de flavonoides
presentes en el exudado coincide con su mayor o
menor presencia en el suelo (CHAVES et al., 2003;
Sosa et al., 2005). Ademas, la alternancia de pre-
cipitaciones propia del area mediterranea obser-
vada durante un aflo de muestreo y la presencia
de mayor contenido de compuestos fendlicos en
los suelos asociados a jarales durante los meses
de mayor precipitacion, apoyaban la hipdtesis de
que las lluvias puede ser el factor principal de
incorporacion de compuestos al suelo (Sosa,
2003). Sin embargo, como muestra este trabajo
estos compuestos no se detectan en los lixiviados
estudiados. Podemos deducir por tanto que la via
de incorporacién de estos compuestos no es a tra-
vés del lixiviado sino que como muestran recien-
tes estudios (datos no publicados) podria ser a
través de la descomposicion de la hojarasca.

Otro método es la liberacion de agentes ale-
lopéticos por volatilizacion. Este método esta
frecuentemente designado a plantas que produ-
cen terpenoides. Los géneros que com@nmente
liberan compuestos volatiles incluyen Artemisia,
Salvia, Parthenium, Eucalyptus y Brassica. La
toxicidad de los compuestos volatiles es prolon-
gada, debido a su adsorcion a las particulas del
suelo, lo cual les permite permanecer varios
meses en él. En ecosistemas mediterraneos, la
liberacion de compuestos alelopaticos a través de
volatilizacion es muy frecuente, debido al predo-
minio de altas temperaturas, e influencia la dis-
tribucion de las especies vegetales. Trabajos
como los de GUENTHER et al., 1995; OWEN et al.,
1997 y Lrusma & PENUELAS, 2000, confirman
estas observaciones. Aln asi, los resultados obte-
nidos en este trabajo demuestran que la incorpo-
racion de los diterpenos de Cistus ladanifer al
suelo puede producirse también a través del lixi-
viado de las hojas y hojarasca.

Otros estudios muestran que las hojas de C.
ladanifer secretan la misma cantidad de los tres
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diterpenos detectados siendo la sintesis de estos
compuestos mayor en invierno que en el resto de
estaciones, mientras que las cantidades encon-
tradas en el suelo y hojarasca son mayores en
verano (ALIAS, 2006). Este nuevo resultado
muestra que las cantidades detectadas del 4cido
66-acetoxi-7-oxo-8-labden-15-oico en el lixi-
viado son mayores que las de acido oxocativico
y éacido 7-oxo-8-labden-15-oico, lo que puede
ser debido a la diferente solubilidad de estos
compuestos. Los resultados presentan una clara
tendencia estacional, siendo mayores en otofio
cuando se producen lluvias mis numerosas y
abundantes, las cuales arrastran gran cantidad de
estos compuestos presentes en la hoja. En
invierno aunque la sintesis de estos compuestos
es mayor, en los lixiviado de octubre y febrero
encontramos menores cantidades, debido quizas
a que las precipitaciones son menos abundantes
(no se registran lluvias desde noviembre hasta
febrero), lo que provoca que el arrastre sea
menor. A partir de abril las cantidades detectadas
son pequefas pero con tendencia a aumentar a
medida que nos aproximamos al verano coinci-
diendo con mayores cantidades encontradas en
el suelo. Esto puede explicarse teniendo en
cuenta que la caida de la hoja se produce en
mayo y junio formando la cubierta vegetal.

Asi, diferentes compuestos del exudado pue-
den diferir en su mecanismo de incorporacion,
degradacion e interaccion en el suelo, como ha
sido demostrado en otros estudios (TATSUMI et
al., 1994; ALEXANDER, 1994; Dao, 1987; HUANG
et al., 1999). De este trabajo podemos concluir
que los compuestos alelopaticos de C. ladanifer
pueden presentar varias vias de incorporacion al
suelo siendo para los diterpenos el lixiviado de la
lluvia y para los flavonoides posiblemente la
descomposicion de la hojarasca en el suelo.

CONCLUSIONES

— En este estudio se pone de manifiesto la pre-
sencia en el lixiviado de hoja y de hojarasca
de Cistus ladanifer compuestos presentes en
el exudado de esta especie. Estos compues-
tos se identificaron como acido oxocativico,
acido 7-oxo-8-labden-15-oico, acido 6B3-ace-
toxi-7-oxo0-8-labden-15-oico.
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— Se ha observado que la composicion en las
diferentes muestras de lixiviado estudiadas
varfa cualitativa y cuantitativamente a lo
largo del aho.

— Los resultados de este trabajo muestran que
los flavonoides no se detectan en los lixivia-
dos estudiados, lo que sugiere que este
mecanismo no es utilizado por los flavonoi-
des a pesar de ser a priori mas solubles que
los diterpenos.

— Por @ltimo, podemos afirmar que el meca-
nismo de transporte de los diterpenos desde
las hojas y hojarasca hasta el suelo, se pro-
duce por lixiviacion de las lluvias.
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