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RESUMEN

En este Trabajo Fin de Grado se analiza la respuesta de diversas especies
vegetales al ramoneo de herbivoros en el ecosistema mediterraneo de Sierra
Morena (Andujar). EI objetivo es el estudio de metabolitos secundarios,
principalmente fenoles totales y taninos condensados como método de defensa
frente a la herbivoria, evaluando su variacion estacional y su relacién con el
contenido de C y N, factores que afectan la calidad nutricional y palatabilidad de las
hojas. Los resultados muestran que la mayoria de las especies incrementan
significativamente su contenido en fenoles y taninos tras la herbivoria,
especialmente en otofio e invierno, coincidiendo con periodos de mayor consumo de
vegetacion lefiosa. En primavera, en cambio, la concentracion de estos metabolitos
es considerablemente menor, posiblemente por la abundancia de pastos. Ademas,
se compararon los datos obtenidos de las plantas ramoneadoras con muestras
control las cuales no sufrieron de herbivoria, observandose una tendencia en la que
las muestras ramoneadas presentan una mayor cantidad de fenoles y taninos. Los
indices C/N, N/FT y N/TC permitieron estimar la palatabilidad de las especies,
revelando que los mayores niveles de N/FT y N/TC se presentan en primavera,
cuando el estrés bidtico es menor. Estos hallazgos evidencian como la interaccion
planta-herbivoro y las condiciones ambientales influyen en la cantidad de

metabolitos secundarios y en la calidad nutritiva de la vegetacion.

ABSTRACT

This Final degree project analyses response of several plant species to
herbivore browsing in the Mediterranean ecosystem of Sierra Morena (Anduijar). It
focuses on the study of secondary metabolites, mainly total phenols and condensed
tannins as a method of defence against herbivory, evaluating their seasonal variation
and their relationship with C and N content, factors that affect the nutritional quality
and palatability of the leaves. The results show that most species significantly
increase their phenol and tannin content after herbivory, especially in autumn and

winter, coinciding with periods of higher consumption of woody vegetation. In spring,



on the other hand, the concentration of these metabolites is considerably lower,
possibly due to the abundance of grasses. In addition, data obtained from browsing
plants were compared with control samples which did not undergo herbivory,
showing a trend in which the browsed samples have a higher amount of phenols and
tannins. The C/N, N/FT and N/TC indices allowed estimating the palatability of the
species, revealing that the highest N/FT and N/TC levels occur in spring, when biotic
stress is lower. These findings show how plant-herbivore interaction and
environmental conditions influence the amount of secondary metabolites and the

nutritional quality of the vegetation.



1. INTRODUCCION

Las plantas se ven afectadas continuamente por una gran variedad de
factores externos. Mientras que los factores bidticos incluyen interaccion con otros
organismos vivos como virus, bacterias, hongos, nematodos, plantas parasitas,
insectos y herbivoros que pueden actuar como simbiontes, parasitos, patdogenos y
competidores; los factores abidticos comprenden la temperatura, la humedad
relativa, la luz, la disponibilidad de agua, nutrientes minerales, el O2, y el CO., asi
como el viento, la radiacion ionizante o los contaminantes antropogénicos que junto
con el cambio climatico global influyen en la supervivencia de las plantas y en la
calidad nutricional de la vegetacion (Schulze et al., 2002; Leisner, 2020).

A lo largo de millones afos de interacciones entre herbivoros y plantas, se ha
producido una coevolucion conjunta en la que los herbivoros han ejercido una gran
presion sobre las plantas mediante la herbivoria, desarrollando a lo largo de la
evolucion estrategias variadas (tanto fisicas como quimicas) para defenderse contra
sus posibles depredadores, entre ellos los herbivoros, y asi evitar ser consumidas
(Agrawal, 2000; Ashraf, 2018).

Las plantas utilizan dos métodos distintos de defensa para hacer frente a la
herbivoria, uno de ellos es el método indirecto, ocurre cuando las plantas
interactuan con los enemigos de sus herbivoros para reducir la herbivoria (Heil
2008; Kessler & Heil 2011). Las plantas pueden producir recursos o atrayentes para
acercar a enemigos naturales de los herbivoros, uno de los ejemplos mas conocidos
de defensa indirecta involucra interacciones en las que las plantas proporcionan
alimento o refugio a las hormigas; estas hormigas, a su vez, atacan a los herbivoros,
en beneficio de las plantas (Rico-Gray & Oliveira 2007). Otro ejemplo bien conocido
ocurre cuando los olores volatiles emitidos por las plantas tras un ataque de
herbivoros atraen a artropodos parasitos y predadores (enemigos naturales) que
atacan a los herbivoros, en beneficio de las plantas (Dicke & Baldwin 2010).

La otra manera para hacer frente a la herbivoria son los métodos de defensa
directa, pudiendo encontrar distintos tipos, como las defensas estructurales,
incluyendo caracteristicas morfolégicas y anatdmicas que confieren una ventaja
adaptativa a la planta al disuadir directamente a los herbivoros/insectos de

alimentarse. Existen una gran variedad de métodos de defensa estructurales,



incluyendo desde protuberancias prominentes en la planta hasta cambios
microscopicos en el grosor de la pared celular como resultado de la lignificacion y
suberificacion. Las caracteristicas estructurales como las espinas, los tricomas
(pubescencia), el endurecimiento de las hojas (esclercfilia), la incorporacion de
minerales granulares en los tejidos de la planta y la ramificacion divaricada (brotes
con tallos delgados que se producen en angulos axilares amplios) desempefan un
papel fundamental en la proteccién de las plantas contra los distintos tipos de
herbivoros (Belete et al., 2018). A parte de los métodos estructurales, otra forma de
defensa directa es la defensa quimica, como la producciéon de enzimas y proteinas
anti-nutricionales para alterar la digestion del herbivoro, o un incremento en la
produccion de metabolitos secundarios (fenoles, terpenos, alcaloides) que actuan
como disuasorios nutritivos, consiguiendo disminuir el ataque del herbivoro sobre la
planta, en nuestro estudio profundizaremos en este ultimo método (Azorin y Gémez,
2008; Camacho-Escobar et al., 2020).

No hay que olvidar la influencia de los factores abioticos (sequia, salinidad,
contaminantes toxicos) en el desarrollo de las plantas, estos factores son
caracteristicas recurrentes en casi todas las regiones climaticas del mundo. La
viabilidad de las plantas en habitats tanto secos como salinos depende de su
capacidad para hacer frente a:

- Déficit de agua, provoca cambios perjudiciales en los componentes celulares,
ya que la conformacién biolégicamente activa y, por lo tanto, el correcto
funcionamiento de las proteinas y biomembranas dependen de una capa de
hidratacion intacta. Como consecuencia, un estrés osmaético severo puede
provocar un deterioro en la sintesis de aminoacidos, el metabolismo de
proteinas, el ciclo de Calvin en la fotosintesis o la respiracién, y puede causar
el colapso del sistema metabdlico celular (Larcher, 2001; Schulze et al.,
2002).

- Restriccion de la absorcidon de CO., los efectos negativos del estrés osmético
descritos anteriormente obligan a las plantas a minimizar la pérdida de agua;
el crecimiento depende de la capacidad de encontrar el mejor equilibrio entre
una baja transpiracién y una alta tasa neta de fotosintesis. Sin embargo,
diversas especies vegetales muestran una reduccion significativa en la tasa
de asimilacion bajo condiciones de estrés osmotico debido al cierre

estomatico (Koyro, 2006).



- Toxicidad por iones y desequilibrio de nutrientes en el caso de las plantas que
viven en suelos salinos, presentan efectos especificos de los iones en
membranas y proteinas. Por un lado, los cambios en el entorno idnico
provocan alteraciones en el potencial de membrana, lo que puede llevar a la
destruccion de las biomembranas. Por otro lado, la hidratacion y la carga de
las proteinas se ven negativamente afectadas, lo que favorece Ila
deshidratacion celular y reduce su actividad metabdlica (Schulze et al., 2002).
Estos efectos del estrés salino pueden ser mitigados por la funcion protectora

de las chaperonas, la produccion de solutos compatibles, etc.

Para hacer frente a estos problemas ambientales, las plantas han
desarrollado una gran cantidad de adaptaciones, entre ellas, el uso de solutos
compatibles (betainas, aminoacidos, prolina, amidas, azucares, alcoholes de
azucares y poliaminas) o mecanismos de respuesta antioxidante (sistemas
antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos para disminuir la produccién de los
EROs (especies reactivas de oxigeno que especialmente han sido desarrollada en

plantas haléfitas) (Bueno, 2019).

1.1. Interaccion planta-herbivoro

Las especies vegetales propias de climas mediterraneos estan sometidas a
condiciones climaticas variadas que cambian con la estacionalidad a lo largo del afio
y que implican diferentes grados de estrés principalmente en la época de verano,
donde las plantas se ven sometidas a altas intensidades luminosas, altas
temperaturas, déficit de agua en forma individual o combinada. Por otro lado, en
ecosistemas mediterraneos, especialmente en el sur de la Peninsula Ibérica, las
plantas han co-evolucionado con los herbivoros bajo una alta presion de ramoneo
(forma de alimentacion en la que un herbivoro se alimenta de hojas, brotes tiernos o
frutos) de plantas lefiosas como los arbustos y de pastos u otras plantas pequefas
(Azorit et al., 2005, 2006, Velamazan, 2020).

A causa de esto, las plantas han desarrollado a lo largo de la evolucidon un
gran numero de respuestas tanto estructurales como quimicas a causa de continuo

ramoneo a los que se le afade los distintos factores medioambientales que rodean



a la planta. Las plantas pueden adaptarse, tolerar o resistir el ataque del patdgeno

(Figura 1.1).

RESPUESTA EVOLUTIVA DE LA PLANTA AL CONSUMO

POR PARTE DEL HERBIVORO
ADAPTACION TOLERANCIA RESISTENCIA
i

Permiten el consumo de algunas de sus
partes y protegen las zonas vitales.

Estrategias que limitan la perdida, por
consumo, de biomasa de la planta.

Estrategias de disuasion o protecciénen
la pérdida de biomasa por consumao.

'

i

|

Ejemplos:
- Adaptaciones morfoldgicas como la
postracion o el rebrote lateral,
- Disponibilidad de yemas axilares y
meristemas que permiten la
regeneracion mediante el crecimiento
acelerado de algunas estructuras.
- Mecanismos fisioldgicos
compensatorios como en la fotosistesis,
el reparto de recursos, la absorcion o
capacidad de rebote,
- Mecanismeos reproductivos como la
reproduccion vegetativa o mediante
rizomas, cormos, tubérculos, bulbos o
estolones,

Ejemplos:
- Reduccion en la calidad nutritiva para
hacer poco atractivo su consumo (pocas
reservas de nutrientes),
- Reduccion en la palatabilidad
mediante sabores desagradables (por
presencia de taninos o alcaloides),
aspereza (por presencia de pelos,
espiculas) o dureza (lignificacion).

Ejemplos:
- Proteccion mecdnica estructuras
defensivas externas sobre hojas, tallos,
frutos (espinas, aguijones, glandulas,
pelas, silificacion de tejidos).
- Proteccién quimica relacionada con la
capacidad de formar metabolitos
secundarios.
- Simbiosis defensiva asociacion con
animales bacterias u hongos para
defenderse,
- Desarrolloy crecimiento asincrono y
escape espacial.
- Ubicacidn y variacién espacial y
temporal de las defensas.

Figura 1.1. Respuesta de las plantas frente al ataque de herbivoros (Camacho-Escobar et al.,

2020)

En este TFG nos centraremos en estudiar algunas de las estrategias

quimicas (produccion de metabolitos secundarios) que la planta presenta como

respuesta al ataque de los herbivoros, concretamente la produccion de fenoles, que

incluye a los taninos (Figura 1.2.).




ESTRATEGIAS DE RESISTENCIA QUIMICA DE LAS

PLANTAS AL CONSUMO POR HERBIVOROS

REDUCTORES DE LA DIGESTIBILIDAD ]

Polimeros complejos y cristales
inorganicos que interfieren en el

Las toxinas tienen son de cardcter defensivo, y forman parte del metabolismo
secundario de las plantas. Con bajos niveles de ingesta, pueden actuar de sustratos
alternativos o bloquear la accién enzimatica.

proceso digestivo. [ TOXINAS CON CONTENIDODE N OTRO TIPO DE TOXINAS
| | |
Ejemplos: Ejemplos: Ejemplos:

- Celulosa, hemicelulosa y pectinas
son indigeribles por los herbivoros y
requieren de organismos simbiontes
(bacterias y hongos celuloliticos)
para tener acceso a los
monosacdridos asimilables por el
animal.

- Ligninas y cutinas interfierenen la
digestion uniéndose a carbohidratos
o enzimas digestivas.

- Taninos se unen a las proteinase
impiden su digestidn.

- Silice reduce la digestibilidad de
tejidos vegetales,

-Alcaloides inhiben |a sintesisde ADN y
ARN, la mitosis celular; bloquean la enzima
acetilcolinesterasa en la sipnasis nerviosa.
Poderoso vasoconstrictor.

- Aminodcidos no protéicos provocan
sintesis protéica errénea y proteinas
defectuosas.

- Proteinas toxicas coagulan los eritrocitos
de la sangre o inhiben las proteinasas.

- Acido cianhidrico bloguea la citocromo
oxidasa paralizando el transporte
electronico de la respiracion celular.

- Glucosinolatos irritan el tracto intestinal
provocando gastroenteritis aguda.

-Terpenoidesinhiben |a respiracion
celular.

- Acido oxdlico inhibe la enzima
succinico deshidrogenasa afectando la
respiracion celular.

- Hidrocarburos poliacetilénicos entre
ellos la cicuta que blogqueala
conduccion nerviosa motora a nivel de
los receptores nicotinidicos de la placa
neuromuscular, bloqueando la accién
despolarizadora de la acetilcolina.

Figura 1.2. Defensa estructurales y quimicas que la planta produce para defenderse frente al

herbivoro (Camacho-Escobar et al., 2020)

1.2. Metabolitos secundarios en plantas

La produccién de metabolitos secundarios (terpenos, fenoles y alcaloides) en

plantas constituyen el mundo de sehales quimicas a través del cual las plantas se
relacionan con su entorno (Chen et al. 2022, Mostafa et al. 2022). Los compuestos
polifendlicos totales (PFT) desempenan un papel importante en practicamente todas
las interacciones que la planta tiene con su entorno, incluyendo a los herbivoros.
Los taninos condensados (TC) son un tipo de polifenoles que se acumulan en
muchas especies vegetales en respuesta a la herbivoria, afectando a la
palatabilidad de las hojas que afectan al intestino de una gran variedad de
herbivoros, desde insectos hasta mamiferos (Bernays et al. 1989; Peters and
Constabel 2002). Los polifenoles muestran una gran actividad antioxidante y pueden
ser utilizados por las plantas como mecanismos de proteccion contra el estrés
abidtico y bidtico (Ksouri et al. 2008, Anu et al. 2018). Asi, el contenido total de

polifenoles (de gran importancia bioldgica y ecolédgica) esta relacionado con las



necesidades defensivas de las plantas y podria actuar como un indicador del grado
de estrés experimentado por las plantas (Gil & Tuteja, 2010; Ashraf et al., 2018).

1.2.1. Fenoles

Los compuestos fendlicos estan ampliamente distribuidos en la naturaleza,
desempenando un papel crucial en el correcto funcionamiento de las plantas. Su
estructura quimica les confiere la capacidad de actuar como antioxidantes, actuando
como captores de radicales libres o activando enzimas que pueden neutralizar asi a
los EROs, e iones metalicos quelantes que pueden suponer un peligro para el
metabolismo normal de la planta. Estas moléculas derivan del metabolismo del
acido siquimico y/o de los policétidos y terpenos. Debido a su alta reactividad, la
mayoria de las veces se encuentran combinados con un acido organico, un azucar o
con otra molécula de ellas mismas generando asi un polimero (Alejandro, 2009).
Los fenoles tienen un anillo de benceno, un grupo carboxilico y uno o varios grupos
hidroxilo y/o metoxilo que les confiere la capacidad de aceptar radicales libres de
carga negativa, aunque lo general es encontrarlos como ésteres o glucosilados y no
en forma libre (Robbins, 2003; Vermerris & Nicholson, 2006).

Los compuestos fendlicos fueron clasificados en seis categorias, cada una
subdividida en diferentes grupos y familias de compuestos para una completa
organizacion de sus variaciones estructurales. Las primeras cinco categorias
muestran una progresion en la complejidad de los esqueletos basicos de los
miembros, mientras que la sexta categoria abarca los fendlicos hibridos como una
clase separada de compuestos (Tsimogiannis & Oreopoulou, 2019). Existen varias
formas de clasificacion de fenoles. En funcion de su estructura quimica o en base a
su esqueleto carbonatado. Los diferentes tipos de fenoles en funcién de su
estructura quimica son: Acidos fendlicos, Cumarinas, Flavonoides, Taninos,
Lignanos y ligninas, Estilbenos.

Al tratarse de un grupo tan amplio es facil de pensar que los diversos
componentes surjan de gran numero de rutas biosintéticas. Sin embargo, la fuente
de los compuestos iniciales de las vias sintéticas son el metabolismo primario
(glucdlisis, formacion de acetil-CoA y la via de pentosas fosfato). Tanto el
fosfoenolpiruvato de lo glucolisis como la eritrosa-4-fosfato del ciclo de las pentosas
fosfato producen el acido siquimico (C7H100s5) a través de la via del siquimato.

Durante la ultima via se producen los amoniacos aromaticos, donde se incluye la



L-fenilalanina. A partir de aqui comienza la via de los fenilpropanoides, lo que da
como resultado la formacion de p-cumaroil CoA, y a partir de este se pueden
producir fenil-propanoides, lignanos, coumarinas, benzoatos y taninos, cuando se
condensan con moléculas de acido maldnico se sintetizan los flavonoides (Vermerris
Wilfred & Nicholson, 2007). En la figura 1.3. Se puede observar un esquema

simplificado de la sintesis y rutas conocidas de los fenilpropanoides.
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Figura 1.3. Esquema de sintesis de fenoles en plantas con nombres de los precursores y
productos principales. PAL- fenilalanina amoniaco liasa. C4H- cinamato-4-hidroxilasa. 4CL-
cumarato CoA ligasa. STS- estilbeno sintasa. CHS- chalcona sintasa. CHI- chalcona
isomerasa. FNS- flavona sintasa. F3H- flavona-3-hidroxilasa. FLS- flavonol sintasa. (Cheynier
et al., 2013), (Jiang et al., 2013).



Los compuestos fendlicos poseen una gran cantidad de propiedades y

aplicaciones que pueden ser muy beneficiosas y utiles para el ser humano como

puede ser:

e Propiedades antioxidantes de los compuestos fendlicos: ejerce su

funcidn antioxidantes al donar electrones a los radicales libres, de esta

manera, estabilizan estas moléculas y previenen el dano celular, protegiendo

a las células del estrés oxidativo. Las capacidades antioxidantes de los

fenoles pueden aumentar la actividad de enzimas antioxidantes enddgenas,

que ayudan a neutralizar los radicales libres y a eliminar los productos de
oxidacion (Bukhari, 2022).

e Propiedades nutracéuticas y beneficios para la salud: Debido a la gran

variedad de propiedades, los compuestos fendlicos han sido objeto de

estudio debido a sus beneficios para la salud, entre ellos destacan:

Los acidos fendlicos poseen propiedades antioxidantes,
antimutagénicas, anticancerosas, antiinflamatorias y antimicrobianas
(Temviriyanukul et al., 2021).

Las cumarinas presentan un papel muy importante en el tratamiento
de diversas enfermedades, como el dicumarol que es un
anticoagulante usado en el tratamiento de la trombosis (Dewick, 2009),
o la isocumarina bergenina que presenta una actividad antiviral contra
el virus del VIH (El-Ansari et al., 2020).

Los flavonoides al ser un grupo tan extenso y abarcar tantos
subgrupos presentan muchos beneficios diferentes, algunos de estos
compuestos son las dihidrochalconas que tienen propiedades
anticancerigena, antiinflamatoria, antioxidante, antimicrobiana, sobre el
virus del VIH, actua contra la malaria y es antialérgica (Karthikeyan
et al., 2014).

Lignanos y ligninas, su importancia se debe principalmente en la
aplicacién en farmacéutica y nutricional ya que se ha descubierto que
tienen una gran actividad antitrombdtica, antioxidante, antimicrobiana,
antitumoral y lo mas importante inmunosupresor (Gaafar et al., 2013;
Yousefzadi et al., 2010).
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- Estilbenos son importante ya que el consumo en el ser humano ha
demostrado ser un importante agente protector contra el cancer ya que
es capaz de inhibir procesos celulares relacionados con Ia
carcinogénesis (iniciacion, promocion y progresion de tumores)
(Hagiwara et al., 2012).

e Aplicaciones industriales de los compuestos fendlicos: Los fenoles
destacan también por su potencial en la biotecnologia y en diferentes ambitos
de la industrias, destacando sus usos en la industria alimentaria, textil y
cosmética. En la industria alimenticia destacan debido a las restricciones del
uso de aditivos alimentarios artificiales, utilizandolos como alternativa natural,
actuando como conservante natural (Sordini et al., 2019). En la industria de la
cosmeética, también se utiliza como aditivos naturales como alternativa a los
artificiales. Destacando su propiedad para absorber la radiacion ultravioleta
debido a la presencia de cromoforos, evitando de esta manera la penetracion
de esta radiacién solar para nuestra piel (Soto et al., 2015). Por ultimo, en la
industria textil, uno de los principales problemas son los productos con gran
carga de quimicos que producen reacciones alérgicas asociados a tintes
sintéticos. Por esta razén crecid el interés por el uso de fenoles como
colorantes naturales de alta capacidad de degradacion (Bonet-Aracil et al.,
2016).

1.2.2. Taninos

Los taninos son compuestos polifendlicos naturales presentes en frutas,
verduras, cereales y semillas, producidos durante el metabolismo secundario de las
plantas, caracterizados por su estructura rica en grupos hidroxilo y anillos
aromaticos, lo que les permite formar enlaces estables con otras moléculas como
proteinas y carbohidratos. Esto les confiere propiedades bioldgicas unicas con
amplias aplicaciones para el ser humano. Se clasifica en dos grandes grupos:
taninos hidrolizables, formados por acidos fendlicos como el galico o el elagico, que
se degradan facilmente por hidrdlisis, y los taninos condensados, son los que tienen
mayor importancia en nuestro estudio y se caracterizan por que son polimeros de

flavan-3-oles siendo estos mas resistentes a la degradacion (Melo et al., 2023).
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Los taninos se obtienen a raiz del metabolismo secundario de las plantas en
respuesta a distintos estados de estrés, tanto bidtico como abidtico. Estos son
generados a través de vias biosintéticas (via del acido siquimico y via del acido
mevalonico). Estas rutas utilizan azucares fosforilados derivados de la fotosintesis
para producir compuestos fendlicos como el acido galico y el acido elagico, que
luego forman los taninos hidrolizables. También se produce fenilalanina, que entra
en la via de los flavonoides para originar taninos condensados (Melo et al., 2023)

Los taninos presentan un amplia variedad de aplicaciones, tanto bioldgicas
como industriales y biotecnoldgicas. Estas son algunas de sus aplicaciones:

e Aplicaciones biolégicas y farmacolégicas: se han realizado un gran
numero de investigaciones destacando la actividad biologica frente al
crecimiento bacteriano, su actividad antioxidantes y cicatrizantes. También
tienen efecto sobre la proteasa NS3/4A del virus de la hepatitis, ademas
puede inhibir los efectos citopaticos causados por el virus VIH (Ajala et al.,
2014; Bueno et al., 2014; Vargas-Magana et al., 2014).

e Aplicaciones industriales y biotecnolégicas: en la industria alimentaria se
utiliza como conservante natural y para aportar astringencia y estabilidad en
bebidas como el vino. En cuanto a la biotecnologia, su principal uso es el
curtido del cuero, usandolo en conjunto con el colageno para proteger y
conservar pieles, pero también tiene otros uso como la fabricacién de
pegamentos para madera, espumas aislantes e incluso se usa en el
tratamiento de aguas, eliminando contaminantes y colorantes mediante
adsorciéon (Melo et al., 2023).

1.3. Calidad nutricional de la vegetacion

Comprender cémo las plantas lefiosas responden quimicamente al ramoneo
en los ecosistemas mediterraneos permitiria monitorear el estado de las plantas
mediante el contenido de metabolitos secundarios y podria proporcionar informacion
para minimizar los efectos negativos de la herbivoria; ademas, nos ayudaria a
comprender como las comunidades vegetales responden a los cambios ambientales
(Hester et al., 2009). Sin embargo, la respuesta quimica también puede variar con
las estaciones, el ciclo de vida de la planta, el érgano estudiado (Brahmi et al.,

2013), asi como con la edad de las hojas (Rugna et al., 2008) y la intensidad del
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dafio causado por los herbivoros (Scogings et al.,, 2011). Tampoco hay mucha
informacion sobre las variaciones conjuntas en el contenido de nutrientes y
polifenoles de las hojas en respuesta al ramoneo en plantas lefiosas de ecosistemas
mediterraneos a lo largo de las estaciones.

Se debe explorar cdmo el estrés debido a factores abidticos mediterraneos
impulsa la variacion de metabolitos secundarios, su relacién con el contenido de
nitrégeno y carbono, y sus variaciones estacionales. Dado que el ramoneo es un
factor que impulsa la produccién total de compuestos polifendlicos e influye en el
estado nutricional y estructural de las plantas lefosas (Scogings et al., 2011), podria
ocurrir que se produzca un aumento significativo en el contenido de compuestos
polifendlicos en arboles ramoneados en comparacién con los no ramoneados,
sujetos a las mismas condiciones climaticas y ambientales.

Tanto los fenoles como los taninos actuan conjuntamente como defensas
quimicas de las plantas para prevenir o reducir los ataques de herbivoros a las
plantas lefiosas (Croteau et al., 2000). Sin embargo, la defensa quimica a veces
parece ser ineficaz para disuadir el ramoneo de los rumiantes (Nosko et al., 2020), e
incluso se ha descrito que el ramoneo intensivo y severo tiene el efecto contrario,
provocando un aumento en las concentraciones de N o una reduccion de PFTy TC
en plantas individuales (Persson et al., 2005). Las plantas con un intenso ramoneo
pueden caracterizarse por tejidos pobres en C y ricos en N (Scogings et al., 2011;
Morrison et al., 2022). La presencia de hojas mas ricas en nitrdgeno que en
metabolitos secundarios podria hacer que estas partes sean mas palatables y mas
vulnerables al consumo por parte de los rumiantes. Por lo tanto, el nitrégeno, como
indicador de la proteina total, se puede relacionar con el contenido de fenoles y
taninos en una proporcion N/PFT y N/TC, asi como con la proporcion de
carbono-nitrégeno foliar (C/N) para evaluar las variaciones en la calidad nutricional y
la palatabilidad (Palo et al., 1993). Si existe una variacion estacional en la calidad
nutricional, podria ayudar a explicar las diferencias en el comportamiento alimentario
y la seleccidn de plantas en un contexto amplio de interaccion planta-herbivoro en

un ecosistema mediterraneo.
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1.4. Seleccion de especies ramoneadas por herbivoros

Aqui enumeramos las 6 especies objeto de estudio de este TFG. Todas las fotos han sido
obtenidas del Catalogo Andaluz de Flora Vascular (Blanca, Cabezudo, Cueto, Salazar, &
Morales Torres, 2011).

1.4.1. Rosa canina L.

Fam. Rosaceae

Descripcion:

Arbusto caducifolio de entre 12 3
metros de altura, presenta tallos
verdes con espinas. Las hojas
son imparipinnadas formadas de
entre 5 a 7 foliolos. Flores de
entre 2.5 a 4 cm. de diametro con
5 pétalos de color blanco o rosa
palido.

Habitat:

Propio de sotobosques, selos y
orlas de bosques, presentes en
alturas de entre 100-2100 m.
Propia de todo el termritorio
espafiol,  Ewuroasia, noroeste
africana y macaronésica.

Figura 1.4. Ficha de Rosa Canina



1.4.2. Cistus albidus L.

Fam. Cistaceae

Descripcion:

Arbusto entre 0.5 a 1 m. de allura.
Las hojas entre 5 a 10 cm. de
longitud, son de hoja perenne.
Flores de 5 cm. de diametro de

color blanco o rosado.

Habitat:

Mativa (autdctona) de la cuenca
mediterranea, sobre todo en la
Peninsula Ibérica, donde crece en
terrenos ricos en cal, con clima
calido v seco a alturas de entre

501600 m

Figura 1.5. Ficha de Cistus albidus.

1.4.3. Salvia rosmarinus L.

Fam. Lamiaceae

Descripcion:

Arbusto  de hasta 200 cm, con
tallos erectos o ascendentes. Las
hojas son lineares de entre 10 a
40 mm. Presenta inflorescencia
en racimos con flores de unos 5
mm de wun color azul violeta
palido, rosa o blanco.

Habitat:

Son Matorrales preferentemente
basdfilos, se pueden encontrar
desde 0 a 1200 metros de altura.
Fropios de la Cuenca
mediterranea, presente en todo
nuestro terntorio.

Figura 1.6. Ficha de Salvia rosmarinus.
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1.4.4. Teucrium fruticans L.

Arbusto de entre 50-150 cm, con
tallos ramificados. Las hojas son

Fam. Lamlaceas

Descripcidn:

pecioladas o ovaladas de entre
25-35 mm. Las flores presentan
un caliz de entre 10-12 mm de un
color  blanco-rosacea, lila o
azulada.

Habitat:

Propia de bosgues y bosguetes
esclerdfilos, matorrales basdfilos v
aciddfilos, también cultivada como
ornamental, encontrandose  en
alluras de entre 01200 m,
Onginaria del mediterraneo
occidental. Se encuentra en gran
parte  del territorio, aungue
ausente en la parte mas orental.

Figura 1.7. Ficha de Teucrium fruticans.

1.4.5. Quercus rotundifolia L.

Fam. Fagaceae

Descripcion:

Arbol monoico  de hasta 20 m, a
veces arbusto. Hojas adultas de
enfre 2-5 cm perennes con margen
de entero a dentado-espinoso.
Preseanta Amentos masculinos de
unos 3-8 cm. El frulo de unos
15-35 mm  sentado, englobado
hasta poco mas de 103 por una
cupula, compuesta de escamas

Habitat:

Se puede encontrar en  bosques y
bosgueles esclerdfilos, densos o
adehesados, a veces mixtos, en
todo tipo de sustratos, se encuantra
& glturas de entre 0-1700, Propio
de la zona mediterranea,
encontrandose en la mayor parte de
la territorio.

Figura 1.8. Ficha de Quercus rotundifolia.
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1.4.6. Olea europea var. sylvestris L.

Fam. Oleaceae

Descripcion:

Arbusto o Arbol  de mediano porte,
llegande a medir hasta 15 m. Hojas de
entre  15-70  mm, opuestas v
pecioladas, Las flores son de unos 5-7
mm, actinomorfas dislribuidas  en
pequefos  racimos vy de  color
blanguecinas. El fruto de unos 15-35
mm sentado, englobado hasta poco
mas de 13 por una  cupula,
compuesta de escamas, El fruto en
drupa, de unos 8=20 mm, verde en
principio, negruzco en la madurez,

Habitat:

Se pusde encontrar en  bosgues v
bosguetes esclerdfilos, a alturas de
entre 0=-1700. Propio de la zona
mediterranea, enconfrandose en todo
&l tarnlono.

Figura 1.9. Ficha de Olea europea var. sylvestris.

2. OBJETIVOS

El objetivo principal es realizar un estudio sobre la calidad nutricional de
determinadas especies vegetales consumidas por cérvidos dentro de nuestra area
de estudio en Sierra de Andujar y a lo largo de la diferente estacionalidad en las

zonas de experimentacion.

Los objetivos especificos son los siguientes:

1. Seleccion de las especies objeto de estudio de la zonas de experimentacion

2. Recogida de muestras (hojas) de zonas control y zonas de herbivoria

3. Determinar y comparar la concentracion de metabolitos secundarios (fenoles
y taninos) de las muestras de herbivoria y control en las diferentes estaciones
del afio (otofio, invierno y primavera)

4. Determinar y comparar la calidad nutricional de las especies vegetales
seleccionadas (midiendo los niveles de C y N) de las muestras de herbivoria

y control en las 3 estaciones del aiio mencionadas anteriormente
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5. Estudiar la relacion entre las concentraciones de metabolitos secundarios

(fenoles y taninos) y los niveles de C y N.

3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Area de estudio

El area de estudio para las muestras de herbivoria y controles se encuentra
en Lugar Nuevo, un monte publico gestionado por el Organismo Auténomo de
Parques Nacionales de Andalucia, situado en el Parque Natural de la Sierra de
Andujar (38° 9' N 4° 3' W) con una superficie de unos 95 km2.

Esta zona presenta caracteristicas ambientales propias del clima
mediterraneo con un alto grado de termicidad debido a la proximidad del Valle del
Guadalquivir. Los suelos son pobres en nutrientes y de pH acido, de origen
principalmente pizarroso y granitico. Desde el punto de vista biogeografico, se
incluye en el sector Marianico-Monchiquense de la provincia Luso-Extremadurense.
(Azorit et al., 2012).

3.2. Diseino experimental

Realizamos nuestra investigacion sobre distintas especies vegetales propias
de la dieta de los cérvidos mediterraneos. Basandonos en estudios previos de Azorit
et al., (2012), se obtuvo una lista de algunas de las especies arbustivas y lefiosas
propias de la dieta de los cérvidos, de las cuales finalmente utilizamos seis de las
especies ramoneadas por herbivoros.

Se establecieron dos tipos distintos de muestras obtenidas en Lugar Nuevo,
la primera de ellas son las muestras de herbivoria, es decir las muestras
ramoneadas, el otro tipo corresponde a las muestras control, siendo estas aquellas
las muestras no ramoneadas. Las hojas frescas fueron recolectadas en 3 estaciones
diferentes, (otofio 2024, invierno 2025, y primavera 2025), para comprobar la

variabilidad de los metabolitos en las diferentes estaciones a lo largo del afio.
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3.3. Procesamiento de las muestras

Una vez se obtienen las hojas frescas, el primer paso fue almacenarlas en un
horno a 65°C minimo 48 horas. Una vez obtenido el peso seco (PS) se procedi6 a
realizar el extracto metandlico, este se preparé segun la metodologia de
Casas-Sanchez et al. (2007), con pequefias modificaciones. Para ello se dejaron en
remojo las muestras secas en un matraz de Erlenmeyer (250 ml) afiadiendo metanol
hasta que cubra por completo las hojas, para posteriormente colocarlas en un
agitador orbital (sistema Optic ivymen Cod. 5312001 COMECTA-IVYMEN 100-240
V/50Hz Sevidel #:1145, Made in Spain) durante 24 horas a temperatura ambiente
(25 £ 1°C). Los extractos se filtraron a través de papel de filtro Whatman n°1 (Sigma
Aldrich, Francia). Estos extractos se almacenaron, en un pequefio frasco de topacio,

en frigorifico a 4°C hasta su uso para realizar las determinaciones correspondientes.

3.4. Determinacion de polifenoles totales (PFT)

El contenido de polifenoles se determind utilizando el procedimiento de
Folin-Ciocalteu como se describe en Edziri et al. (2019). Las muestras se diluyeron
previamente con metanol (1:5) debido a las grandes cantidades de componentes
fendlicos en las muestras. Los fenoles totales se determinaron mezclando 250 pl del
extracto metandlico de cada muestra con 1 ml de agua destilada y 250 ul de reactivo
de Folin-Ciocalteu. Después de 3 minutos de incubacién, se agregaron 250 pl de
Na2COs3 al 7%. El volumen final se ajusté a 5 ml con agua destilada y se mezclo
bien, en agitador de tubos, luego se incub6 durante 90 min a temperatura ambiente
(25°C) en la oscuridad. La absorbancia del complejo azul resultante se midié a 765
nm en un espectrofotométrico UV-vis VARIAN Cary 4000 (EEUU). Se utilizé acido
galico para hacer la curva estandar. El rango de la curva de calibracién para el acido
galico fue de 0-400 pg/ml. (Recta de la ecuacion: y =0.0979x + 0.018; coeficiente de
correlacion r2= 0.9983). Los PFT se expresaron como mg de equivalentes de acido

galico (GAE) por gramo de peso seco (mg GAE/g PS).
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3.5. Determinacion de taninos condensados (TC)

Los taninos condensados (TC) se determinaron segun el método de
Julkunen-Titto (1985) con modificaciones menores. Doscientos pl de cada extracto
previamente diluido (1:5), asi como la solucién estandar se mezclaron con 6 ml de
acido Vainillico al 4% disuelto en metanol, y luego se agregaron 3 ml de HCI (37%).
La mezcla se incubd en la oscuridad, a temperatura ambiente, durante 20 min. La
absorbancia se leyé a 500 nm en un espectrofotométrico UV-vis VARIAN Cary 4000
(EEUU). Se utilizé (+)-catequina para hacer la curva estandar (0.05-1 mg/ml; Recta
de la ecuacion: y =0.801x+0.0555;Coeficiente de correlacién r?=0.9992). Los
resultados se expresaron como mg de equivalentes de catequina por gramo de peso
seco (mg CEQ/g PS).

3.6. Determinacion de carbono (C) y nitrégeno (N)

También se utilizaron hojas secas molidas (0.1 g PS) para la determinacion
de indices nutricionales. Se utilizé un analizador elemental (Leco TruSpec Micro
CHN/CHNS/O) de Micro Dumas Combustion para el andlisis elemental de nitrégeno
(N) total y carbono (C) (Farina et al. 1991; Tellado et al. 2015). Luego, el N como
indicador de proteina total se relaciond con el contenido de taninos en una relacion
N/TC para evaluar las variaciones en la calidad nutricional y la palatabilidad (Palo et
al. 1993). También se evalud la relacion C/N de las hojas control y de herbivoria y la
relacion N/PFT. Este procedimiento fue realizado por el Centro de Instrumentacién
Cientifico-Técnica (CICT) de los Servicios Centrales de Apoyo a la Investigacion de
la Universidad de Jaén (UJA, MICINN, Junta de Andalucia, FEDER).

3.7. Analisis de datos

En todas las muestras se realizaron analisis de tres réplicas, y los datos
representan la media * error estandar (ES). Las diferencias significativas entre las
medias se determinaron mediante la prueba de rango multiple de Tukey (p < 0.05; p
<0.01; p < 0.001) (utilizando el software Statgraphics Centurion v. 19, proporcionado

por la Universidad de Jaén, Espana).
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4. RESULTADOS

Se han realizado estudios de metabolitos secundarios (fenoles y taninos) de
plantas controles y sometidas a herbivoria en diferentes estaciones del afio 2024-25
(otofio, invierno y primavera) para determinar la variabilidad de estos compuestos y
como la planta responde a la herbivoria en las diferentes estaciones del afo. Asi
mismo, se ha determinado la calidad nutricional de muestras control y muestras de
herbivoria analizando la cantidad de C y N, relacién C/ N y relacion de N con fenoles

y taninos.

4.1. Determinacion de concentracion de fenoles

Se muestran la cantidad de fenoles en hojas controles y hojas comidas por

herbivoros en diferentes estaciones del afo.

4.1.1. Determinacion de fenoles en la estacién de otofio:
b
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Figura 4.1.1. (A) Determinacion de fenoles totales (FT) expresados en mg GAE/ g PS, en hojas
control, y (B) en hojas ramoneadas, en la temporada de otofio en diferentes especies vegetales 1.
Rosa canina, 2. Cistus albidus, 3. Salvia rosmarinus, 4. Teucrium fruticans, 5. Quercus rotundifolia, 6.
Olea europea var. sylvestris. Los valores representan la media £ E.S. (n=3). Las diferentes letras
encima de las barras representan diferencias significativas entre especies, analizadas mediante el
test de Tukey (p < 0.001).

Se analizaron 6 muestras vegetales propias de la dieta de los cérvidos en
Sierra Morena (Fig. 4.1.1). En la grafica (A) se representa la concentracion de
fenoles en muestras de hojas no consumidas por herbivoros (Muestra control),

donde la muestra 3 (Salvia rosmarinus) presenta una concentracion de fenoles
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mucho mayor al resto de especies vegetales (11.18 mg GAE/g PS) seguida por
Cistus albidus (4.807 mg GAE/g PS) y Rosa canina (3.608 mg GAE/g PS). En la
figura 4.1.1. (B) se muestra la concentracién de fenoles de las mismas especies
vegetales pero afectadas por el ramoeno, donde se puede observar un incremento
significativo de fenoles en todas las muestras, a excepcion de la especie 2 (Cistus
albidus), que presenta valores similares entre las muestras control y muestras de
herbivoria; por otro lado, hay que destacar el gran aumento de fenoles, sobre todo
en las muestras 4 y 6 (Teucrium fruticans, y Olea europea var. sylvestris) cuyos
valores suben a casi 10 y 12 mg GAE/g PS, respectivamente respecto al control que

no supera los 2 mg GAE/g PS) en ambas especies.

4.1.2. Determinacion de fenoles en la estacion de invierno
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Figura 4.1.2. (A) Determinacion de fenoles totales (FT) expresados en mg GAE/ g PS, en hojas
control, y (B) en hojas ramoneadas, en la temporada de invierno en diferentes especies vegetales 1.
Rosa canina, 2. Cistus albidus, 3. Salvia rosmarinus, 4. Teucrium fruticans, 5. Quercus rotundifolia, 6.
Olea europea var. sylvestris. Los valores representan la media £+ E.S. (n=3). Las diferentes letras
encima de las barras representan diferencias significativas entre especies, analizadas mediante el
test de Tukey (p < 0.001).

En la figura 4.1.2. se puede observar la concentracion de fenoles de las 6
muestras vegetales tanto en el control (Figura A), como en las muestras de
herbivoria (Figura B) obtenidas durante el invierno. En general se observa una
disminucién de la concentracion de fenoles respecto a la época de otofo, ya que
ningun valor supera los 9 mg GAE/g PS. Sobre la concentracion de fenoles de las
muestras control (Figura A) cabria destacar la escasa concentracién de la muestra 1
(Rosa canina) la cual presenta un valor de 0.883 mg GAE/g PS siendo esta

aproximadamente un 82% menor que la muestra 4 (Teucrium fruticans) la cual tiene
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un valor de 4.833 mg GAE/g PS. En la figura B se puede observar un notable
aumento en el contenido de fenoles practicamente en todas las especies vegetales,
destacando el incremento de las muestras 1 y 6 (Rosa canina y Olea europea var.
sylvestris) aumentado mas de 5 veces su valor en el caso de Rosa canina, y en el
caso de Olea europea var. sylvestris el valor se triplica con respecto a sus controles
(Figura A).

4.1.3. Determinacion de fenoles en la estacion de primavera
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Figura 4.1.3. (A) Determinacion de fenoles totales (FT) expresados en mg GAE/ g PS, en hojas
control, y (B) en hojas ramoneadas, en la temporada de primavera en diferentes especies vegetales
1. Rosa canina, 2. Cistus albidus, 3. Salvia rosmarinus, 4. Teucrium fruticans, 5. Quercus rotundifolia,
6. Olea europea var. sylvestris. Los valores representan la media £ E.S. (n=3). Las diferentes letras
encima de las barras representan diferencias significativas entre especies, analizadas mediante el
test de Tukey (p < 0.001).

En la figura 4.1.3. se representan los datos de concentracién de fenoles de
las seis muestras nombradas anteriormente; en la figura (A) se muestran los datos
de controles mientras que en la Figura (B) los datos de herbivoria, ambos obtenidos
durante los meses de primavera. En general se presentan datos para algunas
especies inferiores a las muestras de otofio e invierno. En las muestras control,
Rosa canina (especie 1), es la que presenta una mayor concentracion de fenoles,
mientras que Olea europea var. sylvestris (especie 6), es la que tiene una menor
concentracion, habiendo un diferencia de 3.435 mg GAE/ g PS entre ambas
especies. En la figura (B), se puede apreciar como han aumentado todos los
valores, destacando Cistus albidus (especie 2), con valores de 1.978 mg GAE/ g PS
en (Figura A) a 6.618 mg GAE/ g PS en (Figura B), asi mismo la especie 1 Rosa
canina pasa de 3.909 en Figura A a 5.023 en Figura B.
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4.2. Determinacion de taninos condensados

Se muestran la cantidad de taninos condensados en muestras de hojas
control y muestras de hojas comidas por herbivoros en diferentes estaciones del

afo, siendo en general valores muy inferiores a los datos obtenidos para fenoles.

4.2.1. Determinacion de taninos condensados en la estaciéon de otono
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Figura 4.2.1. (A) Determinaciéon de taninos condensados (TC) expresados en mg CEQ/ g PS, en
hojas control, y (B) en hojas ramoneadas, en la temporada de otofio en diferentes especies vegetales
1. Rosa canina, 2. Cistus albidus, 3. Salvia rosmarinus, 4. Teucrium fruticans, 5. Quercus rotundifolia,
6. Olea europea var. sylvestris. Los valores representan la media + E.S. (n=3). Las diferentes letras
encima de las barras representan diferencias significativas entre especies, realizados mediante el
test de Tukey (p < 0.001).

Es bien conocido que los taninos son compuestos secundarios que se
acumulan en las especies vegetales como proteccion de las plantas a la herbivoria.
Se analizaron las hojas de 6 especies vegetales (en la estacidon de otofio)
consumidas normalmente por herbivoros. En la figura 4.2.1. (A) se pueden observar
los datos de taninos condensados en hojas no consumidos por herbivoros
(muestras control) donde se puede observar que la especie Cistus albidus es la que
presenta los valores mas elevados (0.591 mg CEQ/g PS) siendo significativamente
superiores al resto de las especies, seguida de Rosa canina que presenta la mitad
de los valores mostrados por la especie anterior. El resto de las especies también
presentan valores significativamente inferiores a Cistus albidus. En la grafica 4.2.1.B
se muestran el analisis de estas mismas especies consumidas por herbivoros,
donde se puede observar que solo la especie Cistus albidus disminuye 1/6 los

niveles de taninos, mientras que el resto de las especies mantienen niveles iguales
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o ligeramente superiores a los valores obtenidos en los controles, por lo que la

herbivoria ha incrementado en la mayoria de las especies la concentracidon de éstos
4.2.2. Determinacion de taninos condensados en la estacion de invierno
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Figura 4.2.2. (A) Determinacién de taninos condensados (TC) expresados en mg CEQ/ g PS, en
hojas control, y (B) en hojas ramoneadas, en la temporada de invierno en diferentes especies
vegetales 1. Rosa canina, 2. Cistus albidus, 3. Salvia rosmarinus, 4. Teucrium fruticans, 5. Quercus
rotundifolia, 6. Olea europea var. sylvestris. Los valores representan la media + E.S. (n=3). Las
diferentes letras encima de las barras representan diferencias significativas entre especies,
realizados mediante el test de Tukey (p < 0.001).

La figura 4.2.2. (A) muestra los valores de taninos condensados en hojas
control donde los datos no superan el valor de 0.3 mg CEQ/g PS, para ninguna de
las 6 especies vegetales estudiadas. Se observa que los datos no presentan una
gran diferencia de taninos condensados, teniendo las muestras 1, 2 y 4 (Rosa
canina, Cistus albidus y Teucrium fruticans) practicamente los mismos valores de
taninos condensados; las muestras 3 y 5 (Salvia rosmarinus y Quercus rotundifolia)
no presentan diferencias significativas, mientras que Olea europea var. sylvestris,
presenta un valor algo menor al resto, siendo inferior al 0.1 mg CEQ/ g PS. En la
figura 4.2.2. (B) se puede observar los valores de taninos condensados de las
muestras de herbivoria (hojas ramoneadas) de los meses de invierno,
comparandola con la figura (A). Se puede apreciar cdmo a excepcion de las
muestras 2 (Cistus albidus), 5 (Quercus rotundifolia) y 6 (Olea europaea var.
sylvestris) las cuales no presentan diferencias significativas entre ellas, el resto de
las especies vegetales han aumentado su valor destacando el incremento de la
especie 4 Teucrium fruticans que ha aumentado alrededor de un 160% comparando

con la muestra control.
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4.2.3. Determinacion de taninos condensados en la estacion de primavera
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Figura 4.2.3. (A) Determinacién de taninos condensados (TC) expresados en mg CEQ/ g PS, en
hojas control, y (B) en hojas ramoneadas, en la temporada de primavera en diferentes especies
vegetales 1. Rosa canina, 2. Cistus albidus, 3. Salvia rosmarinus, 4. Teucrium fruticans, 5. Quercus
rotundifolia, 6. Olea europea var. sylvestris. Los valores representan la media £ E.S. (n=3). Las
diferentes letras encima de las barras representan diferencias significativas entre especies,

realizados mediante el test de Tukey (p < 0.001).

La figura 4.2.3. representa los valores de taninos condensados analizados en
las hojas de 6 especies vegetales propias de la dieta de los cérvidos, y recolectadas
durante la estacion de primavera. En la grafica (A) se pueden observar los valores
de taninos condensados de las muestras control, siendo la muestra 1 (Rosa canina)
la que presenta el valor mas alto, siendo alrededor de tres veces mayor que el
segundo mas alto (Teucrium fruticans), el resto de las especies presentan valores
similares, aunque con diferencias significativas entre ellas. En la grafica (B), estan
representados los valores de taninos condensados de las muestras de herbivoria
(Hojas ramoneadas). Cabe destacar la gran disminucion de taninos condensados en
la muestra 1 (Rosa canina) reduciéndose un 60% aproximadamente en las muestras
de herbivoria, sin embargo, las muestras 2, 3, y 4 son las que presentan los
incrementos de TC mas notables, siendo la especie 2 en la que se observa un
incremento mayor triplicando practicamente su valor con respecto a la muestras

control.
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4.3. Datos de la calidad nutricional

La calidad nutricional determinada mediante analisis del C y del N y la obtencion de los indices C/N, N/FT, y N/TC fueron

analizados en hojas de 6 especies vegetales, consumidas generalmente por herbivoros en las estaciones de otofio, invierno y

primavera

4.3.1. Datos de la calidad nutricional en la estacion de otono:

Tabla 1. Resumen estadistico descriptivo de nitrégeno (N), carbono (C) (expresado en % del PS (peso seco)) y sus indices: (C/N), (N/FT), (N/TC) como

indices de palatabilidad en la temporada de otofio de diferentes especies vegetales: 1. Rosa canina, 2. Cistus albidus, 3. Salvia rosmarinus, 4. Teucrium

fruticans, 5. Quercus rotundifolia, 6. Olea europea var. sylvestris, en el lado izquierdo estan representados los valores de las muestras control (Hojas no

consumidas por herbivoros) mientras que en el lado derecho estan las muestras de herbivoria (Hojas ramoneadas por herbivoros). Los valores representan

la media £ E.S. (n=3) y las diferentes letras representan la estadisticas obtenidas mediante el test de Tukey (p < 0.001).

OTONO
CONTROL HERBIVORIA
Especies M (% PS) C (% PS) CIN MNIFT NITC M (% PS) C (% PS) CIN MN/FT N/TC
1. Rosa canina 1,070 = 0,004 d 45010 20,083 d 42,065£0,056 b 0,296=0 006 d 352120013 d 1,550,003 b 45 730,041 d 205030063 d 0,281£0,007 b 373800121
2. Cistus albidus 1,456 = 0,003 b | 46,023+0,063 ¢ 31,609:0,067 d 0,302+0,003 d 2 4600012 e 2,05+0,006 a 482640076 bc | 23,541+0,013 e 0,403£0,001 a 18,988+0,011 a
3. Salvia rosmannus 2.423+0,003 a 41,922+0,097 e 1730120033 & 0,21620,002 e 12,513:0011a 1,3020,001 d 53,41£0071 a 41,084+0,086 a 00880001 d 6,577+0,062 ¢
4. Teucrium fruticans 1,267+0,005¢C 44 212+0,095 d 34 8950042 ¢ 0,545+0.003 ¢ 5, 564+0,026 c 2.02+0008 a 47 39+0,078 cd 23 460+0,069 e 02100004 b 6 465+0,039 d
5. Quercus rotundifolia 14700001 b | 47.017=0,071b | 31,084+0 056 cd 1,339+0,001 a 14 154+0,010 a 15320 006 bc | 4% 42+0,054 bc 31,647£0,052 ¢ 0,37420,006 a 7,963+0,064 b
6. Olea europaea var. sylvestris 1,033+0001d 49 709+0.073 a 48,121+0,051 a 0.614+0007 b 81720036 b 1,48+0002 ¢ 49 44+0 083 b 33 4050038 b 0,122+0,004 ¢ 5 044+0 082 &

En el caso del nitrébgeno (muestras control), Salvia rosmarinus es la que presenta valores mas elevados, seguido de

Quercus rotundifolia y Cistus albidus con valores no inferiores al 1% en las 6 especies vegetales. El contenido de C siempre es

superior al contenido de N, presentando valores entre 41 a 49 % de PS entre las diferentes especies, siendo el valor mas elevado
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de C el de Olea europea var. sylvestris, mientras que Salvia rosmarinus presenta el menor valor. El indice (C/N) presenta una gran
variabilidad entre especies, lo que mas destaca es el bajo indice de Salvia rosmarinus siendo este valor practicamente 3 veces
mas pequeno que Olea europea var. sylvestris (que tiene el valor mas alto). En cuanto a la proporcion de N/ FT, se puede observar
como el valor de Quercus rotundifolia es muy superior al resto, siendo este mas del doble que el segundo mas alto (Olea europea
var. sylvestris). En el caso de la proporcion de N/TC tenemos a Quercus rotundifolia 'y a Salvia rosmarinus, los cuales tienen unos
valores mas altos que el resto, seguido de Olea europea var. sylvestris el cual es mas de un 40% inferior a las 2 especies
mencionadas anteriormente. En cuanto a las muestras de herbivoria, se presentan grandes diferencias entre el C y el N desde el
punto de vista cuantitativo. En el caso del C/N hay mas variabilidad entre muestras, siendo Salvia rosmarinus significativamente
superior al resto de especies vegetales, seguido de Olea europea var. sylvestris. En el caso de N/FT, lo que mas destaca es lo
inferior que es el valor de Salvia rosmarinus con respecto al resto, siendo este un 78.2 % inferior a Cistus albidus el cual tiene el
valor mas alto. Sobre los valores de N/TC destaca el valor de Cistus albidus (18.98) y el valor mas bajo para Rosa canina (3.73)

existiendo diferencias significativas entre todas 6 especies vegetales

4.3.2. Datos de la calidad nutricional en la estacion de invierno

Tabla 2. Resumen estadistico descriptivo de nitrégeno (N), carbono (C) (expresado en % del peso seco (P.S.)) y sus indices: (C/N), (N/FT), (N/TC) como
indices de palatabilidad en la temporada de invierno de diferentes especies vegetales: 1. Rosa canina, 2. Cistus albidus, 3. Salvia rosmarinus, 4. Teucrium
fruticans, 5. Quercus rotundifolia, 6. Olea europea var. sylvestris, en el lado izquierdo estan representados los valores de las muestras control (Hojas no
consumidas por herbivoros) mientras que en el lado derecho estan las muestras de herbivoria (Hojas ramoneadas por herbivoros). Los valores representan

la media £ E.S. (n=3) y las diferentes letras, representan las diferencias significativas entre especies, realizados mediante el test de Tukey (p < 0.001).
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INVIERNO

CONTROL HERBIVORIA
Especies N (% PS) C (% PS) CIN N/FT NTC N (% PS) C (% PS) CIN N/ET NITC
1. Rosa canina 1230 ¢ 43,578+0,050 35,458+0,041 ¢ 1,384+0,009 a 5,192+0,021 f 182440006 c | 42223+0029d | 23,148+0,068d 0,391+0,002 ¢ 4,603+0,022 d

2_Cistus albidus

3. Salvia rosmarinus
4. Teucrium fruticans
5. Quercus rotundifolia

6. Olea europaea var. sylvestris

2,018+0,006 b
1,3730,008 d
2,868+0,003 a
1,747+0,008 ¢
1,24120,006 &

43,825+0,026 &
51,6960,037 a
44,645+0,029
45,6430,054 ¢
47,850,023 b

21,717+0,083 e
37,651+0,050 b
15,566+0,019 f
26,126+0,024 d
38,5570,028 a

0,690+0,001 ¢
0,398+0,007 f
0,593+0,001 d
1,12440,008 b
0,434+0,003 e

8,849+0,031 e
8,990+0,045 d
12,9880,024 b
11,757+0,085 ¢
16,9270,052 a

2,04820,003 b
1,400,005 d
2,14320,008 a
1,269:0,006 &
1,4010,005 d

46,198+0,012 ¢
51,246+0,033 a
45,968:0,057 ¢
46,222:0,012 ¢
48,147+0,094 b

22 ,557+0,033 d
36,370+£0,022 b
21,450+£0,061 e
36,423+0084 a
34,366+0,096 ¢

0,723+0,006 a
0,2190,0005 &
0,384:0,004 d
0,4710,006 b
0,164+0,003 f

13,95040,016 a
5,94410,029 e
3,757+0,039 f
9,259+0,064 ¢
9,897+0,045 b

En relacion a las muestras control, en los datos de nitrégeno, destaca Teucrium fruticans (2.868% de PS) siendo esta
significativamente superior al resto de especies vegetales, seguida de Cistus albidus disminuyendo un 30% con respecto a la
muestra 4. En el caso de los valores de carbono, se distinguen diferencias significativas entre todas las especies, siendo el valor
mas alto para Salvia rosmarinus. Como se puede observar en los datos de C/N como Teucrium fruticans tiene un valor
significativamente menor que el resto de datos (15.566), habiendo una diferencia de mas del doble con respecto al valor mas alto
que presenta Olea europea var. sylvestris. En el caso de N/FT tanto el valor de Rosa canina como el de Quercus rotundifolia
(1.384 y 1.124 respectivamente) son superiores al resto de valores. Con respecto a los valores de N/TC tenemos a Olea europea
var. sylvestris con el valor mas alto (16.927), seguido de Teucrium fruticans y Quercus rotundifolia, después se encuentra Salvia
rosmarinus y Cistus albidus con diferencias significativas entre ellas, finalizando con el valor mas pequefio Rosa canina (5.192)
siendo aproximadamente ' del valor mas alto. Sobre los datos de herbivoria, el C y el N, presentan datos similares al control pero
con diferencias significativas entre las distintas muestras, tanto en el caso del control como de la herbivoria. Como se puede
observar en la proporciéon C/N se pueden distinguir 2 grupos de datos, las especies Salvia rosmarinus, Quercus rotundifolia y Olea
europea var. sylvestris, que presentan unos indices superiores a 30, y las especies Rosa canina, Cistus albidus y Teucrium
fruticans con indices inferiores a 30. En la columna N/FT, se puede apreciar una gran variabilidad de datos, siendo Cistus albidus

la que presenta valores significativamente superiores al resto (0.723), el resto de las especies vegetales tienen valores
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significativamente inferiores. En el caso de N/TC, Cistus albidus tiene un valor significativamente superior al resto (13.950) seguido
de Quercus rotundifolia y Olea europea var. sylvestris, con valores parecidos entre si (9.2 y 9.8 respectivamente), en cuanto al

resto de especies, estas presentan indices que oscilan entre 3 a 5.

4.3.3. Datos de la calidad nutricional en la estacion de primavera

Tabla 3. Resumen estadistico descriptivo de nitrégeno (N), carbono (C) (expresado en % del peso seco (P.S.)) y sus indices: (C/N), (N/FT), (N/TC) como
indices de palatabilidad en la temporada de primavera de diferentes especies vegetales: 1. Rosa canina, 2. Cistus albidus, 3. Salvia rosmarinus, 4. Teucrium
fruticans, 5. Quercus rotundifolia, 6. Olea europea var. sylvestris,En el lado izquierdo estan representados los valores de las muestras control (Hojas no
consumidas por herbivoros), mientras que en el lado derecho estan las muestras de herbivoria (Hojas ramoneadas por herbivoros). Los valores representan

la media + E.S. (n=3) y las diferentes letras expresan las diferencias significativas entre especies, realizados mediante el test de Tukey (p < 0.001).

PRIMAVERA
CONTROL HERBIVORIA
Especies N (% PS) C (% PS) CIN N/FT N/TC N (% PS) C (% PS) CIN N/FT N/TC
1. Rosa canina 2,086+0,023 b 41,942+0,046e | 20,106+0,037 e 0,533+0,009 f 10,535+0,029 e 2620:0,005a | 44,291+0,070f 16,904£0,121 e 0521£0016 e 34,473+0,019 b
2. Cistus albidus 2,445+0,071 a 43 69310,075 d 17,870+0,087 f 1,236+0,011 d 38,809+0,071 b 1487400052 | 45721+0035d | 30,744+0140b 0,224+0,012 f 11,991+0,019 d
3. Salvia rosmarinus 1,639+0,050 c 50,40240,049 a 30,751+0,073 b 1,097+0,004 & 34,872+0,061 ¢ 1666+0,009d | 50,330+0067a | 30,210:0219b 0,532+0,012 d 23,138+0,048 ¢
4. Teucrium fruticans 2,007+0,038 b | 46,196+0,082 bc | 23,017+0,048d 1,865+0,008 ¢ 31,359+0,081 d 2,388+0,003b | 45,186+0,080 e 18,922+0 118 d 1,737+0,014 b 15,81420,014 d
5. Quercus rotundifolia 1,343+0,028 d 45 538+0,026 ¢ 33,007+0,099 a 2,016+0,008 b 37,305+0,084 b 1,40140,005f | 46,155+0,024 ¢ | 32,944+0141a 0,546+0,033 ¢ 31,133+0,014 b
6. Olea europaea var. sylvestris 1,66+0,012 ¢ 47,492+0,098 b 28,609+0,029 ¢ 3,502+0,007 a 75,454+0,095 a 2073+0008c | 48,802+0036b | 23541+0108¢c 2,200620,032 a 54 552+0,049 a

En relacion a las muestras control se puede observar que los valores de N son muy inferiores a los valores de C, como se

puede observar para las 2 estaciones estudiadas anteriormente (otofio e invierno) existiendo diferencias significativas para la
mayoria de especies vegetales. En cuanto a los indices C/N el valor de Cistus albidus es significativamente inferior al resto de
muestras, siendo el valor mas alto el que presenta (Quercus rotundifolia) un 47.3 % mayor a Cistus albidus. En el caso de N/FT
destaca la gran diferencia que existe entre el valor mas bajo de Rosa canina (0.533) y el valor mas alto de la muestra 6 Olea

europaea var. sylvestris (3.502), con los valores de N/TC pasa algo similar, ya que al igual que en los datos de N/FT, Rosa canina
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es la que presenta el valor mas bajo (10.535) mientras que Olea europea var. sylvestris demuestra el valor mas alto (75.454). En
las muestras de herbivoria, los valores de C presentan ligeros aumentos en sus indices con respecto a los controles, aunque no
para todas las especies vegetales. En el caso de C/N donde los datos estan divididos en los valores mas bajos que son de las
muestras 1y 4 (16.9 y 18.92) seguidos de la muestra 6 encontrandose en un punto medio (23.541), y por ultimo los valores mas
altos que pertenecen a las muestras 2, 3y 5 (30.74; 30.21 y 32.94 respectivamente). En el caso de N/FT se puede observar como
la especie Olea europea var. sylvestris es la que tiene un valor mas alto (2,2) seguido de Teucrium fruticans (1.73), el resto de las
especies vegetales presentan valores inferiores a 1. Sobre los datos de N/TC destaca el alto nivel de Olea europea var. sylvestris
(54.552), seguido de Rosa canina y Quercus rotundifolia siendo estos aproximadamente un 40% mas bajo que la especie vegetal
6, también destacan los valores mas bajos de Cistus albidus y Teucrium fruticans siendo estos 1/4 mas pequefos que Olea

europea var. sylvestris.
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5. DISCUSION

5.1. Variabilidad de fenoles y taninos en especies vegetales comidas por

herbivoros en diferentes estaciones del aino

Cuando la concentracion de fenoles y taninos aumenta en grandes
cantidades en aquellas hojas que sirven de alimento para herbivoros, se considera
que estas especies vegetales activaran su metabolismo secundario en detrimento
del metabolismo primario, haciendo que estos metabolitos secundarios tales como
los fenoles y los taninos actuen como disuasorios nutritivos para herbivoros, de
manera que las hojas incrementarian su toxicidad otorgando un sabor amargo
(Ashraf et al., 2018). Los metabolitos secundarios por un lado, son un importante
factor en la defensa frente al estrés abiotico (Ksouri et al., 2008), y también juegan
un papel crucial en las interacciones planta-herbivoro (Nosko et al. 2020).

Los estudios realizados en las 3 estaciones del afo durante el 2024-25
(otono-invierno-primavera) demuestran una cierta variabilidad estacional en cuanto
al contenido de fenoles y taninos, dependiendo del mayor o menor consumo de
especies vegetales por parte de los herbivoros, asi mismo las cantidades de fenoles
y taninos son superiores en hojas ramoneadas respecto a hojas no consumidas por
herbivoros (hojas control) en la mayoria de las especies objeto de este estudio, lo
que esta de acuerdo con estudios preliminares hechos en Sierra de Andujar para
cérvidos (Azorit et al., 2012).

En relacion a nuestros datos, se pudo observar como en los meses de
primavera la concentracion de fenoles y taninos tanto de muestras ramoneadas
como las muestras control es inferior a la concentracién que se puede observar en
los meses de otofio e invierno, siendo en el caso de los fenoles totales menos de la
mitad de los valores en los meses de primavera con respecto a las demas
estaciones, y en taninos condensados, la diferencia es mayor, siendo los datos de
primavera tres veces menor en comparacion al resto de estaciones. Esto puede ser
debido a que en los meses de primavera, predomina una gran variedad de especies
vegetales, entre ellas las plantas herbaceas, siendo los meses con el mayor
consumo de pasto por parte de los ungulados. Mientras que en los meses de otofio

e invierno predomina el consumo de brotes, plantas lefiosas y en el caso de otofio
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también frutos como la bellota (Azorit et al., 2012; Scogings et al., 2011). Por lo que
era de esperar que haya una mayor cantidad de ramoneo sobre las especies
vegetales estudiadas en los meses de otofio e invierno y por ende una mayor
concentracion de fenoles y taninos, siendo en septiembre el mes donde mas podria
predominar el ramoneo sobre las especies lefiosas ya que tras un verano muy seco,
no hay pasto, y los rumiantes se alimentan de la vegetaciéon que tienen a su
disposicion (Azorit et al., 2012; Scogings et al., 2011; Nosko et al., 2020) como se
puede observar en los datos presentados en este estudio, siendo otofio la estacion
con la mayor concentracién de fenoles y taninos.

Respecto a las especies vegetales analizadas, Salvia rosmarinus y Olea
europaea var. sylvestris son las que presentan mayores incrementos de fenoles en
la estacion de otofo, esta ultima especie también destaca en invierno, mientras que
en primavera hay que resaltar el incremento de la especie Cistus albidus respecto a
los valores que presentan en los controles. Por otro lado, los taninos son siempre
inferiores a los valores obtenidos para fenoles y no tan claros en algunas especies,
no obstante, hay que destacar a la especie Rosa canina en otofno, Teucrium
fruticans en invierno, y Cistus albidus y Teucrium fruticans en primavera como las
especies que presentan los incrementos mas elevados de taninos respecto a las
hojas no ramoneadas por herbivoros.

Hay que tener en cuenta que las muestras que han sufrido herbivoria a causa
de ramoneo de los ungulados, también han sufrido estrés abidtico (sequia, calor,
temperaturas extremas sobre todo durante el verano) lo que contribuiria al aumento
de metabolitos secundarios en general. Como se puede observar en las figuras
presentadas en los apartados 4.1. y 4.2. se puede apreciar un incremento en la
concentracion tanto de fenoles como de taninos en las especies de herbivoria,
aunque esto no se puede generalizar para todas las especies estudiadas ya que
algunas muestras no ramoneadas por herbivoros presentan valores mayores que
las muestras sometidas a herbivoria. La mayor o menor accesibilidad de los
cérvidos a la vegetacion y el mayor o menor consumo por parte de estos ungulados
junto con el estrés abiotico pueden explicar que en algunas especies el incremento
de metabolitos secundarios no se pueda observar tan claramente en las especies

ramoneadas.
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5.2. Variaciones en la calidad nutricional de las hojas determinadas por la

cantidad de C y N analizados

En estudios realizados previamente (Azorit et al., 2012) se ha demostrado
que hay multitud de factores que afectan a la seleccion de dieta en las distintas
especies de cérvidos, no solo la accesibilidad del alimento o las caracteristicas del
individuo (sexo, tamafo corporal o estados fisioldgicos) son importantes, ya que
también los atributos nutricionales de las plantas cuentan, de manera que los
cérvidos seleccionan las plantas en funcién del requerimiento metabdlico (Azorit et
al., 2012).

En nuestro estudio, (Tablas 1, 2 y 3) los valores de C son un 95% mas
elevados que los valores de N, no existiendo grandes diferencias entre las distintas
estaciones analizadas (otofio-invierno-primavera). En el caso del C no se aprecia
mucha variabilidad, oscilando el porcentaje en P.S. entre 44 y 53% , el analisis entre
las distintas estaciones presenta una media de alrededor un 46.5% destacando
algunas especies con un mayor porcentaje de carbono, como puede ser Salvia
rosmarinus 'y Olea europaea var. sylvestris. Si comparamos las muestra
ramoneadas y las muestras control no se pueden observar grandes cambios, ni
entre estaciones ni entre especies vegetales. Solo en algunas especies vegetales se
puede encontrar un ligero incremento de C entre especies ramoneadas respecto a
los controles.

Cuando se analiza la relacion C/N si puede apreciarse cambios significativos
tanto entre estaciones como entre especies vegetales. Habria que destacar Olea
europaea var. sylvestris en otofno e invierno y Quercus rotundifolia en primavera con
los mayores indices en controles, mientras que en herbivoria Salvia rosmarinus en
otofo, Salvia rosmarinus y Quercus rotundifolia en invierno y primavera son los que
presentan los valores mas elevados. Los indices elevados indican que hay una gran
cantidad de C disponible para la especie vegetal, en estos casos parte de este C ira
destinado a activar el metabolismo secundario, desviandose parte del C para la
sintesis de fenoles y taninos (Scogings et al., 2011; Nosko et al., 2020). Los valores
de C/N también representa la palatabilidad de la especie vegetal, ya que valores de
C/N bajos tienen una mayor palatabilidad y es mas digestible para los herbivoros,
mientras que valores altos de C/N tiene una menor calidad nutricional siendo

también menos digeribles y con una menor palatabilidad. Las especies vegetales
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responden al ataque de los herbivoros produciendo hojas con menor palatabilidad y
menos digestivas como mecanismos de defensa frente a herbivoros (Li et al., 2021).

En cuanto a la palatabilidad también son interesantes los indices N/FT y
N/TC donde se puede observar unos valores muy superiores en primavera con
respecto al resto de estaciones, siendo en el caso de N/FT tres veces mayor en los
meses de primavera que en el resto de las estaciones, al igual que N/TC siendo 3.5
veces superior en primavera. El hecho de que en primavera la presencia de pastos
diversifique la biodiversidad de la zonas estudiadas en Sierra de Andujar, pueden
explicar que la vegetacion estudiada por nosotros (especies principalmente lefiosas)
sean menos atacadas por herbivoros en esta estacion del afo, y que los valores de

N se eleven ya que no hay que desviar tanto C para la sintesis de fenoles y taninos.

6. CONCLUSION

1) El estrés causado por el ramoneo de los herbivoros provoca variaciones
en el contenido de metabolitos secundarios y su relacién con el contenido de
nitrégeno y carbono en las especies vegetales estudiadas, observando cambios
tanto estacionales como variaciones con respecto a las muestras control no

ramoneadas.

2) Se ha podido observar un aumento claro de los niveles de fenoles y
taninos de la mayoria de muestras vegetales que han sido ramoneadas con
respecto a las muestras control, apreciandose también como las cantidades de
fenoles son mucho mayores que las de taninos en las hojas de las distintas

especies vegetales.

3) En cuanto a las variaciones estacionales, se ve una clara diferencia entre
la cantidad de fenoles y taninos observados en otofio e invierno con respecto a los
meses de primavera, siendo estos mas bajos, posiblemente debido al incremento de
la variedad vegetal y como los cérvidos tienen un mayor preferencia por consumir

pastos que especies lefiosas.
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4) Estas variaciones redundan en la calidad nutricional y la palatabilidad de
las plantas, a pesar de que el % en PS de C y N no varia ampliamente entre hojas
ramoneadas y no ramoneadas, si se ha podido observar diferencias en el caso de la
palatabilidad (C/N, N/FT y N/TC), encontrando cambios significativos tanto entre

estaciones como entre especies vegetales.

5) En el caso de C/N se han observado mas variaciones en funcién de la

especie estudiada.

6) Los valores de N/FT y N/TC presentan un claro aumento en primavera con
respecto a otofio e invierno, ya que, al tener un menor nivel de estrés bidtico, no hay
tanto gasto metabdlico para la sintesis de fenoles y taninos, elevandose asi los

niveles de N, crucial para aumentar la calidad de la alimentacion.
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