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Efecto alelopatico de la hojarasca de Cistus /adaniferL. sobre varias especies de matorral
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Resumen

Cistus ladanifer L., es una especie de matorral mediterraneo ampliamente distribuido y mayoritario en
muchas areas del suroeste ibérico. De él se ha reportado su capacidad alelopatica sobre diversos
taxones y cuales pueden ser las vias de incorporacion de sus compuestos alelopaticos al sistema
suelo. En este sentido se ha disenado un experiencia que pretende valorar el efecto de la hojarasca
de C. ladanifer sobre la germinacion y desarrollo de varias especies de matorral mediterraneo.
Semillas de Retama sphaerocarpa, Lavandula stoechas, Cistus salvifolius, Cistus crispus, fueron
sembradas en sustratos con diferentes concentraciones y tipos de hojarasca de C. ladanifer. Se
midieron los siguientes parametros: Cantidad de compuestos en la hojarasca, % germinacion, longitud
raiz, longitud de cotiledones y su peso seco por individuo, asi como el IG (indice Germinacion). la
presencia de compuestos alelopaticos en la hojarasca de C. ladanifer podria limita la germinacion y
establecimiento de plantulas de las especies de matorral estudiadas, principalmente L. stoechas.
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1. Introduccion

El ciclo natural de regeneracion de las poblaciones vegetales conlleva procesos como la
produccion de semillas, dispersion, germinacion y establecimiento de plantulas los cuales influyen
decisivamente sobre el resultado final (Schemske et al., 1994). Si una de estas etapas tiene
probabilidad de éxito baja, la regeneracion de la especie estara limitada (Jordano et al., 2002). Por
otro lado, los patrones de asociacion de las especies son el resultado de multiples factores como la
cantidad de recursos disponibles, la competencia interespecifica existente, u otro tipo de
interacciones ecoldgicas que operan en la comunidad y que afectan a su estructura y funcionamiento
(Tilman, 1982). En el caso de las comunidades de arbustos, las condiciones existentes bajo su
cobertura permiten que las plantulas de diferentes especies lenosas pueden establecerse en sus
respectivas comunidades, lo cual no seria posible en el suelo desnudo. Esto se conoce como el
sindrome nodriza, y se trata de una forma de facilitacion (Callaway 1995). En este sentido, la
capacidad de los arbustos de modificar el ambiente creando microclimas o condiciones diferentes
hace que sean considerados ingenieros del ecosistema (Jones et al., 1990). En este sentido existen
estudios que atribuyen al matorral una accion facilitadora sobre la regeneraciéon de ciertas especies
ya que aumenta la fertilidad (Maranon et al, 2004) y reduce la transpiracion del suelo aumentando la
disponibilidad de agua (Cardillo and Bernal, 2006). En el caso de la especie de matorral Cistus
ladanifer L., algunos estudios le atribuyen un fuerte efecto competitivo por los recursos hidricos y
nutrientes, afectando negativamente a la germinacién y supervivencia de algunas especies vegetales
(Nunez, 2013; Rolo and Moreno 2011). Ademas, se ha demostrado que su presencia provoca
disminucién de la riqueza y diversidad de herbaceas debido a las sustancias alelopaticas que genera
(Chaves et al., 1994; Chaves et al. 1998; Sosa et. al 2005) y que podrian intervenir en este proceso. A
este fendmeno se le conoce como interaccion alelopatica.
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El término alelopatia fue utilizado por primera vez por Molisch (1937) para referirse a los
efectos perjudiciales o benéficos que son ya sea directa o indirectamente el resultado de la accion de
compuestos quimicos que, liberados por una planta, ejercen su accion en otra. Siguiendo esta
definicion en todo fendmeno alelopatico existe una planta (donador) que libera al medio ambiente por
una determinada via (por €j. lixiviacion, descomposicion de residuos, etc.) compuestos quimicos los
cuales al ser incorporados por otra planta (receptora) provocan un efecto perjudicial o beneficioso
sobre germinacion, crecimiento o desarrollo de esta Gltima. En el caso de C. ladanifer, los principales
compuestos identificados en el l&dano corresponden a Acidos grasos y derivados, Fendlicos, acidos
fenolicos y derivados, Flavonoides y Terpenoides. Dentro de este grupo destacamos a los
monoterpenoides, sesquiterpenoides, diterpenoides y esteroides como subgrupos (Chaves et al.
2016).

Las posibles vias por las que los compuestos alelopaticos llegan al suelo son mediante
volatilizacién, lavado por lluvia (lixiviado), exudacion radicular y descomposicion de la hojarasca en el
suelo. Las propiedades del suelo que mas van a influir en el desarrollo de las plantas terrestres seran
las que determinen la disponibilidad de agua y de nutrientes, asi como el crecimiento y expansion de
las raices. Pero a su vez, las plantas con sus raices, asi como el aporte de materia organica y la
sintesis de metabolitos van a modificar las propiedades del suelo. Por todo ello, para entender las
relaciones suelo-planta es también necesario conocer cémo los compuestos derivados del
metabolismo secundario, en nuestro caso de C. ladanifer, pueden incorporarse al suelo y permanecer
alli. Teniendo en cuenta que la caida de la hojarasca de C. ladanifer se produce en los meses de
Mayo-Agosto, coincidiendo con la mayor produccion de ladano en las hojas, la mayor via de
incorporacion de estos compuestos fitotdxicos al sistema suelo podria ser por acumulacion de
hojarasca en el mismo. Estudios anteriores sobre el lixiviado de las hojas demuestran la existencia de
dos vias de incorporacién, una para diterpenos y otra para flavonoides. Valares Masa et al., 2008
reporta la presencia de diterpenos y ausencia de flavonoides en el lixiviado de hojas a pesar de ser
los flavonoides a priori mas solubles que los diterpenos. Donde si encuentra flavonoides es en la
hojarasca, confirmandose la descomposicién de la misma como la principal via de incorporacién de
los flavonoides.

2. Objetivos

Teniendo en cuenta la relevancia de C. ladanifer como especie dominante en extensas areas
del suroeste ibérico, asi como su demostrada capacidad alelopatica sobre especies herbaceas y la
relevancia de la hojarasca en esta interaccion, se pretende analizar el efecto alelopatico de la
hojarasca de C. ladanifer sobre la germinacion y desarrollo de especies de matorral mediterraneo
(Retama sphaerocarpa (L.) Boiss, Lavandula stoechas Lawm., Cistus salviifolius L y Cistus crispus
L.) para intentar dar respuesta a las siguientes cuestiones ¢La presencia de compuestos alelopaticos
en la hojarasca de C. ladanifer limita la germinacion y establecimiento de plantulas de otras especies
de matorral que compiten con ella por los recursos? ¢Hay que considerar la alelopatia como un
elemento a tener en cuenta en el proceso de regeneracion natural del matorral? También se incluye
en el ensayo a la propia C. ladanifer para comprobar la posible existencia de autotoxicidad.

3. Metodologia

3.1 Recogida y preparacion de la hojarasca.

La recoleccién de la hojarasca de C. ladanifer se realiz6 a finales del mes de febrero de 2016
en un jaral situado en el término municipal de Perales del Puerto, Caceres (Espana) 40° 7' 16" N - 6°
39' 28" W. La hojarasca se recogio directamente del suelo y de individuos al azar. La seleccién de la
hojarasca se realizd a mano en el laboratorio, eliminando piedras y restos de vegetacion herbacea,
guedando asi Gnicamente hojarasca. Una vez limpia se llevo a cabo el lavado de una parte de la
misma con la finalidad de retirar la mayor cantidad de compuestos alelopaticos presentes. En una
primera fase se dej6 sumergida la hojarasca durante aproximadamente 10 minutos en metanol. En
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una segunda fase, la inmersion fue de 12 horas en una soluciéon de metanol/agua (1:1). En la tercera
y Ultima fase, el material se lavd con agua para retirar los restos de metanol y se dej6 secar. Una vez
se dispuso de una cantidad suficiente, se efectud el triturado manual, tanto de la hojarasca lavada
como de la no lavada, con el fin de homogeneizar morfolégicamente.

Las semillas de las especies diana (R. sphaerocarpa, L. stoechas, C. salvifolius, C. crispus y la
propia C. ladanifer) se obtuvieron comercialmente a través de la empresa Semillas Silvestres SL. Su
activacion se realiz6 ejecutando los siguientes tratamientos pregerminativos:

e C. ladanifer, C. salviifolius y C. crispus: tratamiento de calor (100°C) durante 5 min. (Corral et

al., 1990)

e R. sphaerocarpa: Escaldado a en agua a 80° C durante medio minuto y posteriormente

enfriado del agua (Ruiz de la Torre et al., 1996)

e |, stoechas: no fue necesario tratamiento pregerminativo.

3.2 Ensayos de germinacion.

Los ensayos de germinacion se realizaron en invernadero bajo las siguientes condiciones: 12
horas de luz ( 20°-25°C) y 12 horas de oscuridad (10°-15°C). Las semillas de las diferentes especies
se sembraron en bandejas con las siguientes dimensiones: 350x235x75 mm y volumen de 3 L.
(Figura 1).

Cada especie fue sometido a 5 tratamientos diferentes. Los sustratos utilizados en cada
tratamiento son los que a continuacién se describen:

e Vermiculita (V): sustrato Gnicamente de vermiculita (2 L)

e Hojarasca 5 (H 1/3): sustrato homogéneo con proporciones de 1,33 L de vermiculita y 0,66
L de hojarasca.

e Hojarasca % (H 2/3): sustrato homogéneo con proporciones de 0,66 L de vermiculitay 1,33 L
de hojarasca.

e Hojarasca lavada Y5 (HL 1/3): sustrato homogéneo con proporciones de 1,33 L de vermiculita
y 0,66 L de hojarasca lavada.

e Hojarasca lavada % (HL 2/3): sustrato homogéneo con proporciones de 0,66 L de vermiculita
y 1,33 L de hojarasca lavada.

Todos los tratamientos fueron regados con agua cada 2 dias. Cada bandeja se dividié en 4
partes o réplicas (figura 1). En cada réplica se sembraron 25 semillas de cada especie, excepto con la
especie R. sphaerocarpa que se sembraron 15 semillas en cada réplica (debido a las limitaciones que
ocasiond el mayor tamano de la semilla).

Figura 1. Ensayo de germinacion con semillas de R. sphaerocarpa. Tratamiento vermiculita.

A lo largo de la experiencia de cuantificé el nimero de semillas geminadas con el fin de
calcular el porcentaje de germinacion y el indice T o tiempo promedio de germinacién que necesitan
las semillas para germinar (Gonzalez-Zertuche et al., 1996). Al final de la experiencia se midi6 la
longitud de la raiz, longitud del tallo y peso seco de todas las plantula.
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3.3 Cuantificacion de compuestos alelopaticos mediante HPLC.

Los flavonoides y diterpenos que constituyen los compuestos mayoritarios en la hojarasca de
C. ladanifer son: Apigenina; 4 "-O- metilapigenina; 7-O- metilapigenina; 3-0- metilkampferol; 3, 7-di-O-
metilkampferol; Acido 6-acetoxi-7-oxo-8-labden-15-oico; Acido 7-oxo-8-labden-15-oico; Acido oxocativol
u oxocativico (Chaves et al., 1998; Alias et al., 2012) y fueron extraidos de muestras de hojarasca y
de hojarasca lavada y cuantificados siguiendo la metodologia descrita en Chaves et al., 2015.

3.4 Anélisis estadistico

En todos los casos, la normalidad y homocedasticidad de las variables (concentracion de
compuestos, porcentaje de germinacién, peso seco, indice de germinacion o IG, indice de velocidad
de germinacién, longitud de la raiz y longitud de los cotiledones) fue explorada mediante el test
Shapiro-Wilk y el test de Levene respectivamente.

Para la comparaciéon de las medias de las concentraciones de los compuestos fitotéxicos
detectados en la hojarasca y en la hojarasca lavada se aplicé el test T de Student para muestras
independientes. Segln el caso, para valorar el efecto del tratamiento, sobre las distintas variables se
empled el test ANOVA una via o el test no paramétrico de Kruskal-Wallis. Los analisis a posteriori en
los casos significativos se realizaron mediante el HSD Tukey test o el test no paramétrico de Mann-
Whitney test. Todos los analisis estadisticos se realizaron mediante el programa estadistico R, con
ayuda del paquete Rcommander, para Windows.

4. Resultados

4.1 Cantidad de fitotoxicos presentes en la hojarasca.

En la tabla 1 se exponen los resultados obtenidos en la cuantificacion de los compuestos
alelopaticos mediante HPLC, realizada antes de ejecutar la experiencia de los ensayos de
germinacion. Como se puede observar, se ha logrado un lavado efectivo de la hojarasca,
consiguiendo reducciones de la concentracion de dichos compuestos en la hojarasca lavada del
orden del 80-90% en la gran mayoria de los casos. Esta reduccion es estadisticamente significativa
en todos los casos (Test T de Student, p-valor < 0,05).

Tabla 1. Cantidad de compuestos fitotoxicos (flavonoides y diterpenos), presentes en la hojarasca (H) y hojarasca lavada
(HL), determinada mediante HPLC. (Ap= apigenina; Ap-4= 4-O-metilapigenina; Ap-7= 7-O-metilapigenina; K-3= 3-O-
metilkampferol; K-3,4= 3,4-Di-O-metilkampferol; K-3,7= 3,7-Di-O-metilkampferol; D1=acido 63-acetoxi-7-oxo-8-labden-15-
oico; D2= acido 7-oxo-8-labden-15-oico; D3= acido 6-oxocativico).

Compuesto Hojarasca Hojarasca lavada Porcentajg de
v/ gPs b ug ) gPs b reduccion
Ap 6,0 0,4 1,2 0,1 80,78
Ap-4 57,8 3,2 25,6 0,1 55,72
Ap-7 385,5 10,4 441 1,4 88,55
K-3 85,8 17,1 1,5 0,1 98,20
K-3,4 86,1 10,6 12,7 0,2 85,31
K-3,7 2564,7 114,7 216,6 15,7 91,55
D-1 25,8 0,8 2,5 0,1 90,13
D-2 2,2 0,1 0,3 0,0 88,12
D-3 3,9 0,9 0,4 0,0 89,27
Total 3217,8 149,7 304,9 17,3 90,52
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4.2 Parametros de germinacion y desarrollo analizados

A continuacion se muestran los resultados obtenidos tas la cuantificacion y analisis de los
distintos parametros medidos sobre la germinacion (figura 2 y tabla 2) y sobre el desarrollo de las
plantulas (figura 3, 4 y tabla 3).
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Figura 2. Porcentaje de germinacion de las especies diana frente a los distintos tratamientos ensayados. (HL= hojarasca
lavada; H= hojarasca). (a, b, c: letras diferentes implican diferencias significativas entre tratamientos, p<0.05, test Mann -

Whitney)

Tabla 2. Tiempo promedio de germinacién (T) de las especies diana frente a los distintos tratamientos ensayados. (HL=
hojarasca lavada; H= hojarasca). (a, b, c: letras diferentes implican diferencias significativas entre tratamientos, p<0.05,
test Mann -Whitney)

Vermiculita HL 4 HL % H% H %
T 9,8a 9,8a 11,5a 9,7 a 13,8 a
R. sphaerocarpa
SD 1,8 0,5 2,7 1,5 4,7
T 15,6 a 27,1 b 249 b 31,2c¢c 28,5 bc
L. stoechas
SD 1,4 5,4 2,7 1,3 4,0
] T 22,6 a 29,4 b 349c 26,1 ab 31,7 be
C. crispus
SD 1,6 3,6 0,8 1,6 2,6
T 26,6 a 26,7 a 22,0a 32,7b 30,6 b
C. salivifolius
SD 1,5 1,4 3,1 3,9 2,3
T 31,2a 29,6 a 33,0 ab 32,9 ab 35,8b
C. ladanifer
SD 2,5 2,8 3,6 0,4 3,4
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Figura 3. Longitud del raiz (mm) de las especies diana frente a los distintos tratamientos ensayados. (HL= hojarasca lavada;
H= hojarasca). (a, b, c: letras diferentes implican diferencias significativas entre tratamientos, p<0.05, HSD Tukey test)
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Figura 4. Longitud del tallo (mm) de las especies diana frente a los distintos tratamientos ensayados. (HL= hojarasca
lavada; H= hojarasca). (a, b, c: letras diferentes implican diferencias significativas entre tratamientos, p<0.05, HSD Tukey

test)

Tabla 3. Peso seco (mg) de las plantulas de las especies diana frente a los distintos tratamientos ensayados. (HL=
hojarasca lavada; H= hojarasca). (a, b, c: letras diferentes implican diferencias significativas entre tratamientos, p<0.05,

test Mann-Whitney)
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Vermiculita HL 4 HL % H % H%
mg 49,4 a 375b 39,2b 39,8b 39,2b
R. sphaerocarpa
SD 10,6 7,8 4,6 7,2 2,6
mg 4,5a 1,7b 1,6b 1,6b 1,5b
L. stoechas
SD 0,4 0,4 0,3 0,4 0,3
) mg 2,8a 1,5b 1,6b 1,4 b 1,6 b
C. crispus
SD 0,3 0,7 0,2 0,2 0,3
mg 3,3a 2,3b 2,4 b 22b 1,6¢
C. salivifolius
SD 0,8 0,2 0,4 0,3 0,3
] mg 2,2a 1,3b 1,15 b 1,6b 0,75 ¢
C. ladanifer
SD 0,2 0,3 0,1 0,2 0,1

La descripcion de los resultados por especie nos revela que R. sphaerocarpa no ha
presentado variabilidad significativa ni en el porcentaje de germinacion (figura 2) ni en el indice T
(tabla 2) en los diferentes tratamientos ensayados. Las plantulas presentan un mayor desarrollo en
ausencia de hojarasca independientemente de su concentracion (figura 3 y 4). Por lo tanto, no se
puede atribuir las diferencias encontradas a un efecto alelopatico de la hojarasca, ya que en ningln
caso hay diferencias entre tratamientos de HL y H.

En el caso de la especie L. stoechas si se aprecian diferencias en la germinacion entre
tratamientos, diferencidndose tres grupos, como son vermiculita, HL y H (figura 2). Por tanto aqui
podemos atribuir la menor germinaciéon bajo H a la presencia de sustancias fitotdxicas presentes en
dicho tratamiento. El indice T se ha visto afectado por la concentracion a la que aparece la hojarasca
en el sustrato, pero en contra de lo que en un primer momento se pensaba las concentraciones mas
inhibitorias de esta variable han sido las de 1/3 (tabla 2). El crecimiento de la raiz también se ha visto
afectado principalmente a concentracion alta de HL (figura 3). Por su parte la longitud del tallo y el
peso seco de la plantula se ven reducidos al incorporar hojarasca pero de forma independiente a su
estado y concentracion (figura 4 y tabla 3).

El porcentaje de germinacion de C. salvifolius no se ve afectado (figura 2) pero si el idice T,
encontrado un retraso significativo bajo los tratamientos H (tabla 2). El crecimiento de la raiz y el peso
seco ha sido significativamente menor bajo el tratamiento de H2/3 (figura 3 y tabla 3). La longitud del
tallo no se ha visto afectada (figura 4).

Por su parte, el menor porcentaje de germinacion en C. crispus se produce nuevamente bajo
tratamiento de H (figura 2). Por el contrario, es la concentracidon de hojarasca la variable mas
determinante a la hora de influir en el indice T (tabla 2). Respecto a la longitud de las raices sigue el
mismo comportamiento descrito para C. salvifolius (figura 3).

En relacion a C. ladanifer, no se dispone de los datos de porcentaje de germinacion (figura 2)
ya que no se conoce el nimero total real de semillas por bandeja (en el proceso de secado de la
hojarasca lavada se activd la germinacién de semillas no contabilizadas llagando a contabilizar
muchas mas semillas germinadas de las sembradas). Otras variables si se han podido medir. Aln no
encontrando diferencias significativas, el tiempo medio de germinacién es mayor bajo tratamientos
H(tabla 2). Los resultados obtenidos para la longitud de la raiz (figura 3) y para el peso seco de la
plantula (tabla 3) muestran un mayor efecto negativo de la hojarasca no lavada. Por tanto, la
hojarasca de C. ladanifer podria estar jugando un papel de autocontrol en el establecimiento de la
propia especie.
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5. Discusion

La principal via de incorporacion al suelo de los compuestos identificados en el exudado de las
hojas de C. ladanifer es la deposicion de la hojarasca (Chaves et al., 2015) y puede permanecer y
acumularse en el suelo durante meses (Sosa et al.,, 2010; Chaves et al.,, 2015) por lo que su
acumulacion podria estar ejerciendo un efecto inhibidor en la germinacién y el establecimiento de
otras especies de matorral acompanante, independientemente de las épocas de germinacion de
éstas.

El objetivo de lavar la hojarasca al principio de la experiencia es eliminar la mayor cantidad
posible de fitotdxicos. El proceso de lavado de la hojarasca ha resultado ser efectivo (tabla 1). Por
ello, los distintos efectos y diferencias encontrados entre tratamientos con hojarasca lavada y no
lavada podrian atribuirse al efecto alelopatico de dichos compuestos.

En general se evidencia una alta heterogeneidad en la respuesta de cada especie a los
tratamientos, aunque en la mayoria de los casos, es el tratamiento H2/3 el que mayor retraso o
inhibicién produce en los parametros analizados. Este efecto se puede atribuir a la mayor cantidad de
compuestos fitotdxicos presentes en este tratamiento.

La implicacién de matorrales alelopaticos sobre la estructura y organizacion de un ecosistema
se ha demostrado en otras especies como son Empetrum nigrum 'y Lonicera japonica (Zackrisson and
Nilsson, 1992; Nilsson, 1994). En ambas especies se han identificado compuestos con alta actividad
inhibitoria en la germinacién de Populus tremula, Pinus sylvestris y Betula pendula. Esta interaccion
es determinante para el éxito colonizador de estas especies.

Herranz et al. (2005) lleva a cabo pruebas de efecto alelopatico de C. ladanifer sobre 6
especies del género Cistus. Los resultados en relacion a C. salvifolius estan en la linea con los
aportados en este trabajo ya que no se encontraron claras evidencias del efecto de la hojarasca de C.
ladanifer sobre la germinacién de esta especie.

La disminucion en el porcentaje de germinacion, sumado al retraso en el tiempo de
germinacion, disminucién de la longitud de la raiz y en el peso seco de la plantula encontrados en
este estudio, aun no observandose de forma general, podria ser determinante para el éxito del
establecimiento final de dichas especies bajo condiciones ambientales estresantes. No hay que
olvidar que los factores claves para la regeneracion natural de las especies vegetales no actian de
forma independiente, sino que interactian entre si, de manera que los efectos de cada uno de ellos
pueden compensarse, atenuarse o amplificarse dependiendo de la magnitud y signo de la interaccion
con otros elementos (Pulido and Diaz, 2005).

6. Conclusiones

La especie mas sensible a la actividad alelopatica de los compuestos presente en la hojarasca
de C. ladanifer ha sido L. stoechas, la cual ve reducido claramente la germinacién y la longitud de la
raiz de la plantula bajo el tratamiento H. En funcion de los resultados obtenidos y en respuesta a las
preguntas planteadas en los objetivos de este trabajo podemos decir que la presencia de
compuestos alelopaticos en la hojarasca de C. ladanifer podria limitar la germinacion y
establecimiento de plantulas de las especies de matorral estudiadas, obteniéndose evidencias
significativas para la especie L. stoechas. Del mismo modo, el retraso en la germinacién y reduccién
del tamano de las raices de las plantulas de C. ladanifer lleva a pensar que su hojarasca podria influir
o autocontrolar el establecimiento de la propia especie.
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