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RESUMEN

Se estudia el efecto de varios fenoles, dcidos salicilico, vanillico,
protocatéquico, gentisico, gdlico y siringico, sobre la germinacién de
semillas de Trifolium repens L., Trifolium pratense L. y Medicago
sativa L.

Los écidos vanillico, siringico y salicilico fueron los mds activos.
Las semillas de Trifolium repens resultaron ser las mis sensibles a
la presencia de estos dcidos.

INTRODUCCION

Las interacciones ejercidas por unas plantas sobre otras en una asocia-
cién vegetal es fenémeno conocido desde hace tiempo. Muchas de estas
interacciones de ataque, defensa y respuestas de comportamiento son de-
bidas, mds que a causas fisicas, a sustancias quimicas excretadas por las
plantas, puestas de relieve por diversos autores bajo la denominada «gue-
rra quimica», BONNER, 1949 (5). Recientemente se estd prestando un es-
pecial interés a estas interacciones en el campo de la ecologia quimica,
SONDHEIMER y SIMONE, 1970 (29).

WHITTAKER, 1971 (34), pone de relieve que los fendmenos alelo-
quimicos son relativamente frecuentes entre las plantas superiores me-
diante la excrecién al suelo de compuestos mds o menos téxicos, capaces
de inhibir la germinacién de semillas o el crecimiento de pléntulas pre-
sentes en el suelo. La efectividad de esta accién aleloquimica se pone de
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relieve cuando por la accién del fuego es destruida la vegetacién con es-
pecies alelopdticas, liberdndose asi a las semillas de su accién inhibidora.
En consecuencia, las hierbas anuales brotan profusamente durante unos
cuantos afios después del incendio, hasta que rebrotan los matorrales que
producen los inhibidores.

Los agentes aleloquimicos pueden ser de distinta naturaleza. Muchos
compuestos fendlicos producidos por plantas actiian como inhibidores de
la germinacién de las semillas del suelo [Despors, 1958 (7); EVENARI,
1949 (8); MAvYErR y Povrjakorr-MAYBER, 1963 (19); Wanc y col,,
1967 (33)]. El floridicin, glucésido del flotetin, es un fuerte inhibidor
producido por el manzano [HurcHINSON y col., 1959 (14)]. El 4cido clo-
rogénico y la juglona se pueden considerar también como compuestos ale-
lopéticos [BORNER, 1960 (6); EveNArI, 1961 (9); MULLER, 1966 (22),
y Ricg, 1967 (25)]. Los 4cidos cumdrico, cafeico, ferdlico, cindmico, et-
cétera, son igualmente conocidos por su accién inhibidora [BORNER,
1960 (6); SONDHEIMER, 1964 (28); MORELAND y col., 1966 (21)]. STE-
wARD, 1971 (30), pone de telieve que cada vez es mayor el nimero de
compuestos fendlicos capaces de actuar como inhibidores, mencionando
los trabajos de TurETSKAYA ¥ col., 1968 (32), y KEFELI y col., 1969 (15),
sobre un inhibidor de Salix wviminalis identificado como chalconaringe-
nin-2‘-glucésido. Los terpenos voldtiles, producidos por ciertas especies,
adsorbidos del aire sobre las particulas del suelo, especialmente en cier-
tas arcillas, se acumulan durante la estacién seca, actuando como inhibi-
dores de la germinacién y del crecimiento de las pldntulas de hierbas,
MULLER, 1965 (23).

Sustancias de cardcter flavonoide, esteroides, alcaloides y cianuros or-
génicos pueden comportarse también como compuestos alelopdticos.

Estas sustancias son producidas por diversos tipos de vegetacidn, es-
pecies arbéreas [BAkeR, 1966 (3); DEL MoraL y MULLER, 1970 (20)];
arbustos [BobpEg, 1940 (4); Gray y BonNER, 1948 (11)], y plantas her-
baceas, Tukey, Jr., 1966 (31), de distinta naturaleza.

En unos casos, las sustancias aleloquimicas son liberadas por lixivia-
cién de las hojas por la lluvia, exudacién por las raices, OVERLAND,
1966 (24), por descomposicién de los restos vegetales. A veces los efec-
tos son indirectos, como sucede con los fenoles 4cidos, eliminados por
Aristidia oligantha, WHITTAKER y FEERY, 1971 (34), que inhiben la fi-
jacién de nitrégeno por las bacterias y algas azules del suelo, favorecien-
do el cambio de esta comunidad herbdcea por otras especies.

Son eliminados de muy diversos modos: de la superficie foliar o glén-
dulas, por la lluvia o niebla, por volatilizacién de las hojas, por excre-
cién o exudacién de las raices o por medio de los restos vegetales sobre
la superficie del suelo o al ser enterrados.

Los fenémenos de alelopatia pueden tener un significade muy amplio
en las comunidades vegetales. Asi, en una sucesién, las especies dominan-
tes pueden acelerar su invasién en una comunidad precedente o retrasar
su reemplazamiento por otras; los efectos quimicos de aquellas especies
pueden limitar el niimero de especies presentes en la asociacién. La auto-
toxicidad es también un fenémeno que pueden presentar ciertas especies
alelopéticas capaces de autoinhibirse, entre las que se citan plantas de in-
terés agricola.
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Recientemente, BALLESTER y ViEITEZ, 1971 (2); SALAS y VIEITEZ,
1971 (26, 27), y BALLESTER y col., 1971 (1), pusieron de relieve la ac-
cién_alelopdtica ejercida por diversas especies de Ericaceas componentes
del Brezal gallego, prestando atencién a su posible papel en el estableci-
miento de praderas en los suelos ocupados por brezales, sugiriendo la po-
sibilidad de una accién inhibidora sobre la germinacién de las semillas
pratenses debido a su contenido en fenoles.

En el presente trabajo se estudia el efecto de un grupo de compues-
tos fendlicos, identificados en diversas especies de Ericaceas, sobre la ger-
minacién de varias especies forrajeras o leguminosas.

MATERIAL Y METODOS

Fenoles estudiados

Acido salicilico (Merck), 4cidos vanillico, protocatéquico, gentisico,
gilico y siringico (Koch-Light), empleados en soluciones 1.1072, 5.1073,
1.107* y 1.10~* M. Las disoluciones se prepararon en agua destilada in-
mediatamente antes de utilizarlas.

Semillas ensayadas

Trifolium repens L., Trifolium pratense L. y Medicago sativa L., pro-
cedentes de la cosecha del afio anterior.

Por cada especie se tomaron grupos de 100 semillas, se distribuyeron
uniformemente sobre dos discos de papel de filtro en placas de Petri de
12 cm. de didmetro, se humedecieron con 4 ml. de la solucién problema,
o de agua destilada en el control, y se pusieron a germinar a 25°C en
oscuridad. Las semillas germinadas se contaron durante tres dias con in-
tervalos de veinticuatro horas. La emergencia de la radicula fue el crite-
rio seguido. :

De acuerdo con MavER y EvENaRry, 1953 (18), se ha considerado in-
necesario el empleo de soluciones tamponadas. Por otra parte, en las pri-
meras experiencias se comprobd que en soluciones test con valores de pH
muy préximos (diferencias de 2-4 décimas) se producia una fuerte inhibi-
cién de la germinacién o solamente un ligero retraso de la misma.

Cada test se hizo por triplicado y se repitié de ocho a diez veces.

RESULTADOS Y DISCUSION

Como se observa en los resultados de la tabla I, el 4cido salicilico in-
hibié totalmente la germinacién de las semillas de Trifolium a la con-
centracién 1072 M y produjo una fuerte inhibicién en Medicago sativa.
Las concentraciones menos altas 5.107* M y 1.10~* M inhibieron nota-
blemente la germinacién. La inhibicién fue mayor en las semillas de Tri-
folium repens. MEYER y EVENARY, 1953 (18), observaron una inhibicién
del 50 % en semillas de lechuga empleando concentraciones de este mis-
mo orden.
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Tabla I.—Accion del acido salicilico sobre la germinacion de semillas de Trifqlium
repens L., Trifolium pratense L. y Medicago sativa L., expresada en tantos por ciento

Dias de germinacién
Concentracidn de dcido

salicilico M 1 2 3
Trifolium repens
70 £ 2 79 £ 2 79 £ 2
71+ 2 64 3 76 £ 3
65 £ 2 73+£3 77 £ 3
32+3 38 + 4 46 £ 1
6 %2 313 372
4+1 12+3 20 + 4
Trifolium pratense
62 + 4 76 £ 2 79t3
63 +3 74 £ 3 76 £ 3
65 1 73 £ 3 77+ 3
43 £ 3 60 £ 2 68 + 3
281 48 + 2 57+2
25 %1 35+1 44 £ 3
Medicago sativa
74 £ 1 82 +£2 82+ 2
73+ 2 801 83 +1
71 +1 82+t1 82 +2
69 1 67 £ 1 82 +1
59 2 75+ 2 78 £ 1
60 + 2 74 £ 2 80 +1

Las semillas con tratamientos de 1072 M durante setenta y dos ho-
ras no germinaron cuando se pasaton a placas con agua, mientras que las
que se habian tratado con concentraciones del orden de 10~* M durante
el mismo tiempo alcanzaron a los seis dias un porcentaje de germinacién
igual al del control. Se puede hablar por tanto de un efecto téxico de este
4cido a las concentraciones de 1072 M y de un efecto inhibidor a las con-
centraciones de 10° M.

Las concentraciones mds bajas de 4cido salicilico 1.10~* M solamente
retrasaron la germinacién.

El dcido gentisico no afecté la germinacién de las semillas en los tra-
tamientos de 107 M y mds bajos (tabla IT). Las concentraciones 1.102
y 5.10° M redujeron el tanto por ciento de la germinacién de las semi-
llas de Trifolium, pero no afectaron las de Medicago. En las concentra-
ciones altas inhibié notablemente la germinacién de Trifolium pratense y
Medicago sativa. Fsta inhibicién fue permanentemente en la concentra-
cién 5.107* M. Las semillas de T. repens con este tratamiento germina-
ron bien; sin embargo, esta dosis no permitié el crecimiento de la radicu-
la, que sélo llegé a romper la cubierta.
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Tabla II.—Accién del 4cido gentisico sobre la germinacién de semillas de Trifolium
repens L., Trifolium pratense L. y Medicago sativa L., expresada en tantos por ciento

Dias de germinacién
Concentracién de 4cido

gentisico M 1 2 3
Trifolium repens
69 + 4 76 £ 3 80 + 4
73+ 5 78 + 2 86 1
64 £ 2 77 £ 3 79 £ 4
69 t 4 69 t 4 776
65 £ 5 68 £ 3 73+ 2
62 %5 65 £ 2 71+ 6
60 + 3 69 + 1 70 + 2
Trifolium pratense
O e 84 + 3 90 + 4 91 %1
10 s 82 +1 88 %1 90 1 2
102 s 79 £ 3 94 £ 2 9% t 1
5072 s 69 1 77 £ 1 80%1
1072 e 57+ 4 695 73+ 3
21072 L s 23+ 2 24 + 4 24 2
51072 e 4+1 5+1 51
Medicago sativa
0 e 9% + 1 94 £+ 1 % + 1
10— s 94 £ 1 95 £ 2 9% + 3
108 93 %3 94 £ 2 9% t 1
50072 s 91 + 2 94 £ 2 94 +1
102 e 89 £ 5 94 1 2 95 +1
21072 e 40 + 1 59+1 60 + 2
50072 (e 2 2 2

En los resultados de la tabla III puede observarse que el 4cido pro-
tocatéquico inhibié fuertemente la germinacién a la concentracién de
5.1072 M. Esta fue permanente en las semillas de Trifolium, de las cua-
les la més afectada fue T. repens. En Medicago la inhibicién llegé a 50 %
en las primeras veinticuatro horas.

Las concentraciones més bajas no afectaron la germinacién.

Los tratamientos con 10* M estimularon el crecimiento de la ra-
dicula.

El 4cido vanillico (tabla IVY) inhibié la germinacién de las semillas de
Trifolium entre las concentraciones 2.107% y 5.107* M, siendo en T. re-
pens 94 % con relacién al control. En Medicago solamente se observéd
una pequefia inhibicién a las veinticuatro horas, que fue disminuyendo
hasta igualarse con el control a las setenta y dos horas. Las concentra-
ciones 1.1073 y 1.10~* M no afectaron la germinacién.

Massart, 1957 (16), también observé inhibicién de la germinacién
de semillas de Lepedium sativum entre 5.107° My 5.107° M.
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Tabla I11.—Accién del icido protocatéquico sobre la germinacion de semillas de Tri-
folium repens L., Trifolium pratense L. y Medicago sativa L., expresada en tantos

por ciento
Dias de germinacién
Concentracién de écido
protocatéquico M 1 2 3
Trifolium repens
O 52+ 2 65 2 68 + 2
10-% 52+ 1 63 + 3 68 + 2
1072 s 54 + 2 64 =1 69 1
102 46 + 4 64 +3 70 £ 2
20072 L 36 +3 49 + 1 52+ 3
51072 e 27 %3 32+4 34 +2
Trifolium pratense
0 60 + 1 69 +3 751
10—+ 63 + 1 72 £2 751
10-2 ... 59 + 2 74 %1 74 £ 2
10-2 ... 60 + 3 66 £ 1 70 £ 1
2.10-2 38+2 56 + 2 60 + 1
5.10-2 16 + 1 185 19+3
Medicago sativa
O 72 + 1 76 £ 1 78 £ 2
104 71%1 76 £ 1 79 £ 2
10-3 e 71 £ 2 77 £ 2 79 £ 1
1072 L 72 = 1 76 £ 1 79 + 1
2,002 72 + 4 76 + 1 76 + 2
50072 33+2 47 £ 1 48 + 2

Garcia BiLsao, 1965 (10), sefiala un efecto téxico de este 4cido a
la concentracién de 107* M en semillas de cebada. HENNEQUIN y YUSTE,
1967 (13), observaron un 50 % de inhibicién de germinacién de semillas
de Trifolium repens tratadas con 800 ppm.

El 4cido gélico (tabla V) solamente afecté la germinacién de las se-
millas a la concentracién 5.1072 M durante las primeras veinticuatro ho-
ras de tratamiento. En Trifolium inhibié la germinacién 25-30 % y sola-
mente 10 9% en Medicago. Segin MAYER y EVENARY, 1952 (17), este
dcido inhibié la germinacién de semillas de lechuga a la concentracién
de 5.107° M.

El 4cido siringico (tabla VI) no afecté la germinacién de las semi-
llas de Medicago y redujo ligeramente el porcentaje de germinacién de
T. pratense durante las primeras veinticuatro horas de tratamiento. La
germinacién de T. repens quedé reducida en mds del 50 9% en las dosis
2102 My 1.10-2 M.

Guenzr y McCarra, 1966 (12), en semillas de trigo tratadas con
5.000 ppm de 4cido siringico, obtienen un 93 % de germinacién.
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Tabla IV.—Accién del icido vanillico sobre la germinacién de semillas de Trifolium
repens L., Trifolium pratense L. y Medicago sativa L., expresada en tantos por ciento

Dias de germinacién

Concentracién del 4cido

vanillico M 1 2 3
Trifolium repens
0 70 £ 2 79 £ 3 80 £+ 2
104 71 £ 2 80 £ 2 80 £ 2
10-2 65 2 75 %2 77 + 4
5003 32+3 38 +4 46 + 1
10-2 6+ 2 31+3 37+ 2
20072 4 +1 12+ 3 20 + 4
Trifolium pratense
0 63 £3 76 + 2 79 + 2
1074 62 + 4 74 £ 3 76 + 3
1072 65 1 73+ 3 73+ 3
51072 L 43+ 3 60 + 2 68 + 3
102 28 + 1 48 £ 2 57 + 2
21072 25 +1 35+ 1 44 + 3
Medicago sativa

74 £ 1 82 £ 2 82 + 2

73 £ 2 80 +1 83 +1

71+ 1 82 +1 82 +2

69 t1 771 82+ 1

59 +1 75 +2 78 + 1

60 £ 2 74 + 2 80 + 1

Tabla V.—Accién del 4cido géilico sobre la germinacion de semillas de Trifolium
repens L., Trifolium pratense L. y Medicago sativa L., expresada en tantos por ciento

Dias de germinacién

Concentracién del 4cido

gilico M 1 2 3
Trifolium repens
0 38+ 4 61 £5 65 + 4
10-+ 26 + 4 58 £ 6 66 * 4
10-2 28+3 48 6 59 +5
10-2 275 56 + 5 64 £ 3
2.10-2 33+5 54 £ 5 64 +3
5.10-2 28 + 2 51+ 4 625
Trifolium pratense
79 1+ 4 82t 4 83 +4
82+ 4 84 + 4 84 + 4
78 £ 6 83 £ 2 83 15
76 £ 5 80 5 80 +5
54+ 3 71 + 3 1 £ 2
Medicago sativa
0 86 + 4 87 £ 4 94 * 4
10— 86 £ 5 88 £ 5 94 + 2
1073 L 8113 92 +3 94 +3
102 81 + 4 82+3 94 + 4
21072 e 82 + 4 83 +5 84 + 4
50072 79 + 4 84 + 2 86 + 4
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Tabla VI.—Accién del acido siringico sobre la germinacién de semillas de Trifo}ium
repens L., Trifolium pratense L. y Medicago sativa L., expresada en tantos por ciente

Dias de germinacién

Concentracién del 4cido

siringico M 1 2 3
Trifolium repens
0 42 + 3 59 + 4 71+ 3
104 39+ 4 52+3 71 £ 4
1072 L 435 51+4 68 £ 5
1072 20+ 5 31+ 4 40 + 4
21072 18 + 4 27 £ 3 27+ 3
Trifolium pratense
O 81 t4 83+ 3 84 + 3
104 83+ 4 8 +3 8+ 4
10— 83t 4 8 £ 2 87 3
1072 75t 4 81 +2 81 +4
2,102 62+ 4 69 t5 76 £ 5
Medicago sativa
0 94 + 2 95+ 2 95 £ 2
10=4 93 £ 2 95 %2 95 £ 2
1072 94 % 2 95 +3 95 + 2
10=2 90 3 9% % 2 9% % 2
21072 L 84 + 3 91 £ 2 922 +3
5102 84 £ 2 91 + 2 92 +3

En todos los fenoles estudiados se observé una notable inhibicién del
crecimiento radicular, en las concentraciones del orden de 1072 M, lo
que indica que estos fenoles son mds inhibidores del crecimiento que de
la germinacidn.

Las semillas de T. repens parecen ser las mds sensibles a la presen-
cia de fenoles, aunque no se puede generalizar al observar que el 4cido
gentisico, que produjo una fuerte inhibicién en Medicago y Trifolium pra-
tense, apenas afecté la germinacién de Trifolium repens, y que el 4cido
protocatéquico inhibié la germinacién aproximadamente igual en T. re-
pens y en T. pratense.

Los 4cidos vanillico, salicilico, siringico y gentisico fueron los mds
activos. Por tanto, ni la posicién ni el nimero de sustituyentes en el nu-
cleo del 4dcido benzoico parecen tener influencia alguna en el proceso de
la germinacidn, lo cual induce a suponer que el efecto inhibidor de ger-
minacién obtenido sea debido a una accién indirecta de estos 4cidos, sin
que se pueda explicar su forma de actuacién, pues, aunque se considera
como punto de partida de la germinacién la rehidratacién de la semilla,
muchos procesos parciales ocurren antes y son pocos los conocimientos
que se tienen respecto a las reacciones que controlan la iniciacién del cre-
cimiento y posible divisién celular.
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EFFECT OF SOME PHENOLIC COMPOUNDS ON GERMINATION OF SEED FROM TRIFOLIUM RE-
PENS L., TRIFOLIUM PRATENSE L. ANp MEpICAGO sATiva L.

SUMMARY

The effect of 10-4, 10-3, 10-2, 2.10~2 and 5.1072 M concentrations of salicylic,
vanillic, protocatechuic, gentisic, gallic and syringic acids was studied on germination
seed from Trifolium repens, Trifolium pratense and Medicago sativa. The most active
compounds were vanillic, syringic and salycilic acids and the seeds from both Trifo-
lium tested, specially T. repens, were more susceptible than Medicago sativa ones.
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