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Introduccién

La produccién de inhibidores parece ser una de las causas fundamen-
tales que regulan la sucesién vegetal: el establecimiento de una plan-
ta, su crecimiento, reproduccién y distribuciéon parece que dependen de
la guerra quimica entre especies vegetales (BoNNER, 1950). '

La liberacion de escopoletina y su glicésido por los pelos radica-
les de raices vivas ha sido puesta de manifiesto por BoNNER (1960). La
produccién de fitotoxinas durante el crecimiento de ciertas plantas no
puede ser omitido (PaTtrick, ToussoN & Kocn, 1964), Sustancias de
naturaleza fendlica, derivados indélicos y giberelinas, como posibles
factores reguiadores de la competencia vegetal, son mencionados por
Vancura & Houapik (1963). McCarra & Haskins (1964) indican que
sustancias téxicas originadas por las raices o por organismos que las
descomponen pueden posiblemente contribuir a crear problemas en las
repoblaciones.

Tres son los caminos por los cuales una especie parece que puede
producir inhibidores. El més sencillo es que la planta tenga de por si
compuestos que a ella no le afectan, pero que son toxicos para las
que viven en su entorno. Estos compuestos se han encontrado en to-
das las partes de la planta: raices, tallos, hojas, flores, frutos y se-
millas (RicE, 1967), y la incorporacién al suelo se hace por exudacién,
no solo por las raices (BenEDIT, 1941), sino también por las hojas
(GrUMMER & BEVER, 1960) y las otras partes de la planta.

Otro de los posibles mecanismos es que la accién inhibidora no
sea dirigida directamente sobre la germinacién o el crecimiento de las
plantas, sino a través del suelo. Uno de los ejemplos mas estudiados
es el de la inhibicién de microorganismos que son necesarios para man-
tener la fertilidad del suelo en condiciones suficientemente buenas para
un buen crecimiento vegetal. Rice (1965a y 1965b) identifica compues-
tos producidos por plantas, capaces de inhibir a las bacterias fijadoras
de nitrégeno y a las nitrificantes, empobreciendo el suelo en nitrégeno,
con lo cual la planta que ha exudado esos inhibidores (que requiere
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bajos niveles de nitrogeno para subsistir) estd en ventaja con respecto
a otro tipo de vegetacion.

Finalmente, existe otro mecanismo de formacién de inhibidores que
se produce cuando una planta es atacada por determinadas bacterias,
hongos o virus. La reaccién de la planta es la acumulacién anormal
de sustancias téxicas que impiden la penetracion del agente infectante
y por tanto puede existir una posible excrecién de estas sustancias (SE-
QUEIRA, 1964; Kosuce, 1969).

En este trabajo se estudian los compuestos de caracter fendlico y
cumdrico producidos por Erica cinerea, conocidos como inhibidores de
crecimiento, aunque su accion depende fundamentalmente de la concen-
tracion (VAN SUMERE, 1960).

Esta especie, objeto de nuestro interés, es un componente tipico del
brezal gallego. Como existe la posibilidad de una competencia entre
Ericaceas y ciertas Gramineas, creemos oportuno hacer un estudio biold-
gico y quimico de los compuestos de Erica cinereq.

Método

Se realiza el estudio bioldgico de Erica cinerea:

Planta completa, tallos, hojas vy flores, realizando la extraccién
directamente con metanol o congelando previamente e! material.

Se estudia un suelo de brezal con Erica cinerea y sin ella, para ver
si se produce excrecién de inhibidores de crecimiento por parte de la
planta.

Se separan las sustancias acidas, alcalinas, neutras y fenélicas, pre-
vio fraccionamiento.

En la extraccion de la planta completa, se realiza hidrdlisis alcalina
del residuo acnoso procedente del fraccionamiento. En el resto de las
extracciones se efectfia hidrdlisis acida.

Parte experimental

Extraccidn v fraccionamiento

Se hace una primera extracciéon de la planta completa de Erica ci-
nerea (600 gr) inactivindose los procesos enzimiticos por e! propio
disolvente (metanol): en una segunda extraccién, se recoge la planta
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en el campo, se lleva rapidamente al laboratorio y se congela a — 10° C,
separandose posteriormente tallos (300 gr.), hojas (300 gr.) y flores
(300 gr.).

En el estudio del suelo se extraen 1.600 gr de cada uno de los dos
tipos empleados, habiéndose tomado las muestras en un horizonte a
10 cm. La extraccién se hace mediante un agitador continuo.

Se usa como agente extractor metanol (NirscH, 1956). Una vez
efectuada la extraccion, se concentra el disolvente a vacio, en rota-
vapor, a 37°C. El concentrado se filtra y se lava con agua destilada.
El residuo acuoso se acidula a pH 3,5 con CIN 2 N y se separan los dis-
tintos tipos de compuestos por sucesivos cambios de pH (véase cua.
dro adjunto) haciendo las extracciones con éter desperoxidado; se
obtienen finalmente cuatro fracciones: acida, fendlica, neutra y alca-
lina, asi como también un residuo acuoso donde quedan las sustancias
que no son solubles en éter (glicosidos, ésteres, etc.), liberandose los
compuestos fendlicos por hidrdlisis acida o alcalina (RIBEREAU-GAYON,
1968).

Cromatografia

Los compuestos de las distintas fracciones se separan por cromato-
grafia de papel y capa fina (SMiTH, 1958 ; RANDERATH, 1969) usando
papel Wathman nims. 1 y 8 MM 1y silica-gel y poliamida de la casa
Merck. Todo el material cromatografico es Shandon.

I'aloracidn bioldgica

Se determina la actividad biolégica de las sustancias separadas en
cada fraccién mediante el test de elongacién de coleoptilos de avena,
habiendo usado para ello semillas de Awvena sativa, variedad Victoria,
de Svilof (Suecia).

Las semillas se embeben en agua dos horas a 25 + 0,6°C colocén-
dolas a continuacién sobre papel de filtro hiimedo, dejindose en la os-
curidad a 25°C y 85 por 100 de humedad. Al cabo de veintinueve horas
se iluminan con luz roja durante veintidés horas, con objeto de inhibir
el primer espacio internodal (WiecaN & ScrrANk, 1959). A las dieci-
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siete horas de apagar las luces rojas, los coleoptilos deben tener el ta-
tafio Optimo para el test, seleccionindose los comprendidos entre 2 y
2,5 cm, cortandose secciones de 4 mm a 4 mm del apice (Vitrtez & col,,
1966).

Los cromatogramas se dividen en secciones iguales y de acuerdo
con los Rf; cada seccién se coloca en una pequefia caja Petri con
1 ml. de agua destilada y diez secciones de coleoptilo, incubandose
durante veinticuatro horas a 25 + 0,5°C y 85 por 100 de humedad.

El crecimiento se expresa como porcentaje de elongacion del tama-
fio inicial ;

AL;—AL; L,—L;

o/°= ==
AL, L.— 4

siendo Lt y Lc las medidas de las secciones del problema y del con-
trol (PiLer & DuBoucHET, 1962).

Los resultados se expresan en forma grafica (histogramas).

Identificacion quimica

La separacion de las sustancias se consigue por sucesivas cromato-
grafias. I.os cromatogramas se revelan con disoluciones de 2-6 dicloro-
quinonclorimida, p-nitroanilina diazotada, acido sulfanilico diazotado y
24 dinitrofenilhidrazina (L1NSKENS, 1959).

Se observa la fluorescencia con ldmpara ultravioieta a 360 mp y se
determina la curva de absorcién ultravioleta en el intervalo de 220 a
380 mp, medida en un espectrofotometro Zeiss PQM II (Rao, 1967).
Los compuestos fendlicos y cumaricos tienen méiximos de absorcién
caracteristicos en medio neutro que sufren unos desplazamientos de-
terminados al ser sometidos a la accién de los distintos reactivos:
KOH, Cl,Al, icido bdrico, etc. (MénpEz & Lojo, 1968a y 1968b, 1969),
consiguiéndose de esta forma una completa identificacién de las sus-
tancias separadas.

Tanto en cromatografia como en espectrofotometria, se emplean
patrones puro suministrados por las casas Fluka y Koch-Light.
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Resultados

Se expresan graficamente mediante los biohistogramas correspon-
dientes en las figuras 1, 2, 3, 4, 5 y 6.

Discusidn de los resultados

La actividad sobre la elongacién celular de las sustancias extraidas
de Erica cinerea L. es particularmente notable en las fracciones que con-
tienen los compuestos acidos, como puede apreciarse en los histogra-
mas correspondientes a las extracciones de la planta total, tallos y flores
(figs. 1, 2 y 3). La actividad de los compuestos aislados de hojas (fi-
gura 4) es menor, y todavia mis baja es la correspondiente a la ex-
tracciéon de suelos (fig. 5). Desde el punto de vista de la actividad
biolégica, podemos decir que no se encuentra relacién entre suelo y
planta.

La zona de mayor crecimiento en los histogramas de las fracciones
acidas corresponde a un Rf de 0,30-0,45, desarrollado el cromatogra-
ma en isopropanol:amoniaco:agua (10:1:1 v/v). En esta zona se
identific6 escopoletina (6 metoxi-7-hidroxi cumarina), que segiin SE-
QUEIRA (1964) inhibe la oxidacién del 4cido indol acético, con cuyo Rf
coincide, Esto puede ser la causa de la zona de gran crecimiento que
observamos.

La distribucion de los compuestos identificados en las distintas par-
tes estudiadas se adjunta en el cuadro I. Orcinol y escopoletina son los
compuestos identificados en todas las extracciones y en mayor concen-
tracion, excepto en el residuo acuoso hidrolizado de la planta total. La
hidrélisis se efectué en medio alcalino, no hidrolizindose las com-
binaciones de estas dos sustancias (glicésidos) en este medio, pero si
en medio acido.

En el suelo donde no crecia Erice cinerea L. no se identificéd orcinol,
observindose que si existe en el suelo donde vive la planta y en todas
las partes de ésta, lo que hace suponer una excrecién por parte de la
misma al suelo, -

De los compuestos aislados e identificados en Erica cinerea L., el or-
cinol fue citado en plantas superiores por HarBOorNE & WiLLIAMS en
1969, pero no conocemos referencias de haber sido hallado en el suelo
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por otros autores, siendo dificil aceptar que sea un producto de alte-
racion de las sustancias himicas (Fraic, 1963), lo que nos hace pensar
que se trata de un producto excretado por Evica cinerea L. (Caracteris-
ticas espectrofotométricas de este compuesto en la figura 6.)

La presencia de los acidos p-cumarico y feralico y sus correspon-
dientes 4cidos benzoicos p-hidroxibenzoico y vanillico, indican la po-
sibilidad de que se produzca una sintesis via acido siquimico, lo que
implicaria la existencia de actividad fenalanina amonio-liasa, que es
capaz de convertir fenilalanina en acido cinidmico, a partir del cual se
forman los derivados de los Aacidos cindmicos y benzoicos (BouM &
TrYON, 1967).

El orcinol no se sintetiza mediante la ruta del acido siquimico, sino
mediante condensacién de unidades acetato activadas y no hay expli-
cacion alguna de cémo puede originarse en plantas superiores, ya que
es un metabolito de hongos (Packrer, 1966; PETTERSSON, 1963) y solo
éstos deben ser los causantes de su presencia en Erice cinerea L.

El 4cido p-cumirico ha sido identificado en la extraccién de la
planta completa, fraccién acida hidrolizada en medio alcalino:; en las
hidrolisis acidas no se detecté, lo que nos indica que este compuesto
debe estar en la planta en forma de éster.

Se separd un compuesto no identificado que tiene todas las carac-
teristicas cromatograficas del 4cido calcico, pero no las espectrofoto-
métricas. No obstante, se aisl6 el acido protocatéquico, que es el Aci-
do benzoico correspondiente a este cinimico.

Un glicésido del orcinol (probablemente el B-D-glucésido, segin
HArBORNE & WiLLiams, 1969) se identificé en el estudio de la planta
completa y en el residuo acuoso sin hidrolizar de la extraccién de hojas.
Comparado este problema con el glicdsido sintetizado por las semillas
de Phaseolus vulgaris, coincidié en las caracteristicas cromatograficas
y absorcién U. V.

Escopoletina y orcinol no se identificaron en las fracciones proce-
dentes de hidrélisis alcalina, siendo probable que se encuentren en la
planta en forma de glicésidos, y asi como el del orcinol se encontrd,
no logré hacerse lo mismo con el de la escopoletina, a pesar de sepa-
rarse en el residuo acuoso de hojas una sustancia fluorescente que en
principio parecia dicho compuesto.
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