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RESUMEN

El éxito de las plantas invasoras se debe a la accion de mdltiples factores que actlan
simultaneamente. Una hipdtesis que explica el éxito de las invasoras es la “hipotesis de
las armas novedosas” basado en que estas sintetizan productos quimicos altamente
bioactivos Ilamados aleloquimicos. Dichos aleloquimicos al ser liberados por las plantas
invasoras causan efectos negativos o beneficiosos en las plantas nativas, al interactuar
directamente con ellas y también puede alterar la biota del sustrato. En consecuencia, las
plantas nativas pueden ser afectadas de manera notable. Particularmente las fabaceas
invasoras constituyen una amenaza para los arboles nativos. Ademas de los dafios que
estas provocan con los aleloquimicos, también son mejores competidoras que las especies
nativas. El presente trabajo se enfocé en los efectos alelopaticos que producen las fabaceas
invasoras Teline monspessulana y Ulex europaeus sobre la nativa Quillaja saponaria.
Para esto se establecieron experimentos en suelo nativo y suelo invadido, se reg6 con agua
y extractos acuosos de las fabéaceas invasoras. Al final del experimento se evalud la
longitud de la planta, longitud de las raices, y el contenido de masa seca. Ademas, se
determind el contenido de azUcares mediante una reaccién de fenol- acido sulfdrico, y el
contenido de clorofila a y b mediante una extraccion con acetona. Los resultados indicaron
que la exposicion a los aleloquimicos presentes en los extractos y en el suelo invadido
alteraron de forma negativa las variables morfoldgicas y fisioldgicas antes mencionadas.
Se revel6 que el estrés aleloquimico increment6 el contenido de azlcares y almidén en Q.
saponaria. Este es el primer estudio que ofrece bases cientificas, desde una perspectiva
semioquimica, que esclarece el nivel de dafio y riesgo a que se somete Q. saponaria

cuando es alcanzada por el frente de colonizacion de T. monspessulana y de U. europaeus.

Palabras claves: alelopatia, estrés quimico, Quillajaceae
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ABSTRACT

The success of invasive plants is due to the action of multiple factors acting
simultaneously. One hypothesis that explains the success of the invaders is the "novel
weapons hypothesis” based on the fact that they synthesize highly bioactive chemicals
called allelochemicals. These allelochemicals, when released by invasive plants, cause
negative or beneficial effects on native plants, by directly interacting with them and can
also alter the biota of the substrate. Consequently, native plants can be significantly
affected. Particularly the invasive fabaceas constitute a threat for the native trees. In
addition to the damage, they cause with allelochemicals, they are also better competitors
than native species. The present work focused on the allelopathic effects produced by the
invasive Fabaceae Teline monspessulana and Ulex europaeus on the native Quillaja
saponaria. For this, experiments were established in native soil and invaded soil, irrigated
with water and aqueous extracts of the invasive Fabaceae. At the end of the experiment,
plant length, root length, and dry mass content were evaluated. In addition, the sugar
content was determined by a phenol-chloroform reaction, and the chlorophyll a and b
content by an acetone extraction. The results indicated that the exposure to the
allelochemicals present in the extracts and in the invaded soil negatively altered the afore
mentioned morphological and physiological variables. It was revealed that allelochemical
stress increased the sugar and starch content in Q. saponaria. This is the first study that
offers scientific bases, from a semiochemical perspective, that clarifies the level of
damage and risk to which Q. saponaria is subjected when it is reached by the colonization

front of T. monspessulana and U. europaeus.

Key words: allelopathy, chemical stress, Quillajaceae



I. INTRODUCCION

Dentro de la amplia distribucién de plantas en el mundo, existen especies que han
sobrevivido a intensos cambios ambientales logrando adaptarse, sobrevivir y procrear. De
manera natural, las especies normalmente se adaptan a los factores edafoclimaticos y
bidticos de su entorno (Jarma et al. 2012). Sin embargo, varias de ellas pueden escapar
natural o accidentalmente de su ambiente natural y establecerse en nuevos ambientes,
adaptandose a esas nuevas condiciones ambientales. Estas especies son consideras
especies exoticas. Si la especie exotica se multiplica aceleradamente sin necesidad de
intervencion humana, causa dafio economico, ambiental o a otros seres cohabitantes,

entonces es considerada una especie invasora (Quiroz et al. 2009).

El éxito de las plantas exoéticas invasoras se debe a la accion de multiples factores que
acttan simultdneamente (Lamarque et al. 2011). Existen diferentes hipdtesis que explican
el éxito de las plantas introducidas (Hierro et al. 2005), como la hipétesis del incremento
de la capacidad competitiva (Blossey y Notzold 1995), la teoria de la facilitacion (Bruno
etal. 2003) y la hipotesis de las armas novedosas o alelopatia (Wang et al. 2009, Lamarque

et al. 2011), entre otras.

El fendmeno de la alelopatia se describe desde la antigtiedad. Por ejemplo, Plinio registro
gue los nogales eran toxicos para otras plantas y que la cebada y el garbanzo arruinaron
la tierra cultivable para maiz (Fitter 2003). Sin embargo, no fue hasta 1937 que se definid
el concepto de alelopatia por Molish como: “la interaccion bioquimica de todos los tipos
de plantas, incluyéndose microbios” y tomandose en consideracion tanto las
estimulaciones como las inhibiciones (Molish 1937, citado por Rice 1984). La hipétesis
de las armas novedosas (novel weapons hypothesis, NWH) plantea que el éxito de las
plantas invasoras se basa en que estas sintetizan productos quimicos altamente bioactivos
Ilamados aleloquimicos, los que al ser liberados al medioambiente interactuan con las

plantas nativas y producen efectos negativos o beneficiosos en las mismas. LosS



aleloguimicos, también pueden alterar la biota del sustrato (Rice 1984, Callaway y
Ridenour 2004, Lambers et al. 2008). Los aleloquimicos pueden estar presentes en las
hojas, cortezas, flores, frutas, raices y exudados de raices (Blanco 2006, Weir et al. 2006).
Estos pueden ser liberados al ambiente mediante la lixiviacidn de las hojas y otras partes
aéreas de las plantas, mediante la emision de compuestos volatiles, por exudacién
radicular, y por descomposicion de partes de la planta depositadas en el sustrato (Putnam
1983, Weir et al. 2006).

Los aleloquimicos pueden clasificarse en tres grupos, sinomonas que son compuestos que
benefician tanto al receptor como al emisor, kairomonas que son compuestos que
benefician al receptor, pero perjudican al emisor y las alomonas que perjudican al
receptor, pero benefician al emisor (Eisner et al. 1995).

1.1 Efectos de los aleloquimicos en las plantas vecinas

Los aleloquimicos pueden alterar el metabolismo normal de las plantas vecinas mediante
la inhibicion del crecimiento, alteracion de la fotosintesis y respiracién, lo que provoca
muerte celular e inhibicidn de la germinacion de semillas, entre otros (Weir et al. 2006).
La inhibicion de la fotosintesis, especificamente en el fotosistema Il, es uno de los
mecanismos fitotoxicos mejor estudiados, como producto de la actividad aleloquimica en
las plantas receptoras (Weir et al. 2006). La principal funcion del fotosistema Il es utilizar
la energia solar para hidrolizar el agua. Se ha demostrado que un componente lipofilico
de la benzoquinona llamado sorgoleona, procedente del exudado de la raiz de Sorghum
bicolor L. es un inhibidor del fotosistema Il. EI mismo inhibe la cadena de electrones del
cloroplasto y acta de forma similar a algunos herbicidas de triazina, como la atrazina
(Weir et al. 2006).

La fitotoxicidad de algunos aleloquimicos se atribuye a su capacidad de interrumpir los

procesos metabdlicos de las plantas como la regulacion de las concentraciones de



hormonas (Weir et al. 2006). Por ejemplo, las auxinas desempefian un papel fundamental
en el crecimiento del sistema radicular, pues estimulan fundamentalmente la division
celular (Overvoorde et al. 2010). Varios estudios han demostrado que aleloquimicos,
como el acido benzoico, son capaces de acumular auxinas en las raices y alteran la
homeostasis (Wei et al. 2018). De esta manera, las raices no crecen o crecen muchas raices
laterales en detrimento del crecimiento de la planta (Wei et al. 2018). Se ha demostrado
que los aleloquimicos no funcionan de manera independiente, sino que ejercen su efecto
inhibitorio de forma sinérgica y no de forma aislada (Courtois y Olofsdotter 1998).
Algunas especies sensibles a fitotoxicos de especies invasoras son: Quillaja saponaria
Mol. (Aguilera et al. 2015a), Lactuca sativa L. (Macias et al. 2000, Loffredo et al. 2005,
Fritz et al. 2007, Aguilera et al. 2015b), Solanum lycopersicum L. Sp. PI., Allium cepa L.
(Macias et al. 2000, Loffredo et al. 2005), Daucus carota L. (Abenavoli et al. 2003,
Loffredo et al. 2005), Raphanus sativus L., Sp. Pl., Tortula muralis Hedw (Basile et al.
2003), Lepidium virginicum L. y Lolium perenne L. (Melkania et al. 1982).

1.2 Principales grupos de alomonas fitotoxicas

Dentro de todos los aleloquimicos sintetizados, uno de los méas importantes son los
compuestos fendlicos, debido a que estan presentes en todos los érganos de las plantas y
han sido objeto de estudio de varias disciplinas en el Gltimo tiempo (Al Harun et al. 2015).
Investigaciones realizadas por Batish et al. (2007), demostraron que los aleloquimicos
fendlicos liberados por Chenopodium murale afectaron el crecimiento y contenido de
macromoléculas en el guisante y el garbanzo, donde hubo pérdidas de 53% de proteinas
y 44% de carbohidratos (Batish et al. 2007).

Otro grupo de aleloquimicos importantes son los alcaloides, en especifico los alcaloides
quinolizidinicos. Se ha demostrado que los mismos presentan gran bioactividad y se han
utilizado en la industria farmacéutica como anticancerigenos, antiarritmicas, antivirus,

entre otras (Wang et al. 2020). Ademas, inducen actividades citotoxicas como lo



demuestran los estudios de Lei et al. (2021). Dichos autores seleccionaron una serie de
alcaloides presentes en Sophora alopecuroides L. y lo aplicaron a plantulas de
Amaranthus retroflexus L. en forma de extracto acuoso, observandose inhibicion en el

crecimiento de la raiz (Lei et al. 2021).

1.3 Principales fabaceas invasoras en Chile

La familia Fabaceae es de distribucion cosmopolita por lo que no es selectiva en base al
habitat donde se establece (Simpson 2006). Es una de las familias mas grandes dentro del
grupo de las plantas con flores, se encuentran distribuidas en tres subfamilias:
Caesalpinioideae, Mimosoideae y Papilionoideae, las que comprenden 643 generos
(Simpson 2006). Esta familia contiene varias especies que se ha comprobado que pueden
ser altamente invasoras y producir impactos significativos a nivel ecoldgico (Quiroz et al.
2009). Dentro de los impactos ecoldgicos se ha descrito la interrupcion de cursos de agua,
modificacion de las condiciones que favorecen los incendios y competencia con la
vegetacion nativa (Quiroz et al. 2009). En Chile habitan varias fabaceas invasoras; por
ejemplo, Acacia dealbata Link, Acacia melanoxylon R. Br., Cytisus striatus Rothm,
Teline monspessulana (L.) K. Koch, Ulex europaeus L., Lotus corniculatus L. y Vicia

villosa Roth (especie herbacea) (Quiroz et al. 2009, Bustamante et al. 2022).

1.4 Problema de investigacion

En Chile las especies invasoras se encuentran en més de la mitad de los ecosistemas
templados de la zona centro sur del pais (Fuentes et al. 2013) clasificados como hotspot
mundial de biodiversidad (Myers et al. 2000), debido a su alto grado de endemismo
(Arroyo et al. 2008). Esta amplia zona es considerada por el proyecto global 200 de WWF
(World wildlife found) como una de las regiones de mayor amenaza de la biodiversidad
(Dinerstein et al. 1995). En este contexto, las dos fabaceas invasoras U. europaeus y T.



monspessulana se convierten en foco de interés, debido a los impactos negativos que

ambas provocan en Chile y en otras partes del mundo (Quiroz et al. 2009).

Ulex europaeus y T. monpessulana se distribuyen desde la quinta hasta la décima region
de Chile (Matthei 1995). Ambas fabaceas son altamente competitivas, capaces de
desplazar la vegetacién nativa de donde se establecen y liberan gran cantidad de
aleloguimicos que inhiben la germinacion de semillas de plantas nativas. Estas especies
han sido introducidas en muchos paises, convirtiéndose en invasoras agresivas por sus

ventajas y éxito competitivo (Garcia et al. 2012, Scott 2005).

Las especies U. europaeus y T. monspessulana, asi como el resto de las fabaceas, tienen
la capacidad de fijar el nitrégeno de la atmosfera mediante asociaciones simbidticas con
bacterias nitrificantes que colonizan las raices (Garcia et al. 2012). Esto les permite
competir con éxito en ambientes pobres en nutrientes y degradados. También tienden a
extraer grandes cantidades de nutrientes por la gran biomasa que generan. Al mismo
tiempo, provocan modificaciones en el sustrato y presiona a las especies nativas a
desplazarse (Scott 2005).

La especie Q. saponaria es un arbol endémico de Chile, perteneciente a la familia
Quillajaceae. Es una de las especies de arboles mas abundantes de la zona centro sur de
Chile (Garcia et al. 2008), solapandose con la distribucion de T. monspessulana y U.
europaeus, lo que implica competir por espacio y recursos. Las poblaciones nativas de Q.
saponaria se explotan intensivamente por su contenido de saponina, un compuesto
quimico particular de la especie (Garcia et al. 2008). La cosecha de estos arboles a menudo
genera nichos vacios y facilita el posicionamiento de propagulos procedentes de especies
invasoras, que se establece como vegetacion pionera y entra en interaccion con los
remanentes de arboles nativos (Davis et al. 2000). Por esta razon, es necesario dilucidar

como las fabaceas invasoras afectan a Q. saponaria en sus primeras etapas fenoldgicas.



Pregunta de investigacion

¢Qué efectos morfofisioldgicos inducen los aleloquimicos liberados por las invasoras T.

monspessulanay U. europaeus en el crecimiento inicial de la especie nativa Q. saponaria?

Hipdtesis
El estrés aleloquimico provocado por compuestos quimicos liberados por las fabaceas
invasoras T. monspessulana y U. europaeus alteran parametros morfoldgicos vy

fisioldgicos de plantulas de Q. saponaria lo que compromete su crecimiento inicial.

Objetivo general
Determinar el efecto de aleloquimicos liberados por las fabaceas invasoras T.
monspessulana y U. europaeus en el comportamiento de variables morfofisiologicas de

plantulas de Q. saponaria durante el crecimiento inicial.

Objetivo especifico
1. Evaluar la influencia del estrés aleloquimico sobre variables morfoldgicas de

plantulas de Q. saponaria en su primera etapa de crecimiento.

2. Determinar el efecto del estres aleloguimico provocado por las fabaceas invasoras
en la sintesis de carbohidratos y pigmentos fotosintéticos de plantulas de Q.

saponaria.



Il. METODOLOGIA

2.1 Sitios de muestreo y material vegetal

Las muestras de T. monspessulana se recolectaron en el cerro ubicado en el campus
principal de la Universidad de Concepcion (UdeC) (36°50'09.4"S 73°01'49.9"W). Las
muestras de U. europaeus se recolectaron en Lenga (36°46°025.0"S 73°09743.9"W);
ambos sitios localizados en la Region del Biobio. En casi todos los casos dominan las
fabéaceas invasoras mencionadas y A. dealbata, distribuidas en grandes parches de
monocultivo, ocasionalmente alternando espacios entre una y otra especie. En Lenga
también hay abundancia de Rubus ulmifolius Schott, que presiona a U. europaeus al trepar
y colonizar parte de su follaje. En el Campus UdeC, hay presencia de la especie, Q.

saponaria que aparece de manera aislada y relativamente cercana a las fabaceas invasoras.

De ambas fabaceas se recolectaron ramas con hojas y filocladios en el caso de U.
europaeus; asi como flores, vainas, semillas y sustrato de la rizosfera. Las semillas de Q.
saponaria se recolectaron fundamentalmente de ejemplares ubicados en el Campus UdeC
y en Quillén (36°50°58.81” S, 72°32°4.91” W). Los materiales vegetales se envolvieron
en papel Kraft y se colocaron al interior de bolsas plasticas para ser trasladados al

Laboratorio de Semioquimica Aplicada (LSgA) (http://Isga.udec.cl/) donde se procesaron

y/o conservaron hasta ser utilizados en los ensayos correspondientes.

2.2 Germinadores

Debido a la leve latencia de las semillas de Q. saponaria y a la irregularidad de la
germinacion se establecieron germinadores. Estos consistieron en cajas de plastico
transparente (32x18,5x10 cm) con una tapa igualmente transparente. En el fondo se colocd
una hoja de papel de filtro Whatman 1 y se afiadieron 25 ml de agua destilada con PPM

(Plan Preservative Mixture) (2 ml I'Y) para evitar la proliferacion de microrganismos,


http://lsqa.udec.cl/

debido a que el PPM es un biocida de amplio espectro. Las cajas se colocaron en una
camara de crecimiento con baja iluminacion y en condiciones ambientales de 20+2°C y
humedad relativa de 65%. Cuando comenzé la germinacion, las cajas se expusieron a una
intensidad de iluminacion de 5 pmol m™2 s™%. Las plantulas se trasplantaron al sustrato
cuando alcanzaron de 1,0 a 1,5 cm de longitud y las hojas cotiledonales estaban

completamente extendidas.

2.3 Establecimiento de bioensayos

Los individuos de Q. saponaria se plantaron en bandejas de plastico (n = 1 bandeja por
tratamiento) de 50 alveolos de 50x46x30 mm (0,073 l/alveolo). Cada alveolo se rellend
con sustrato de dos procedencias distintas. Un sustrato se recolect6 en el sitio donde se
ubica la especie nativa, en Quillon (en lo adelante “sustrato nativo™) y el otro sustrato en
uno de los sitios donde se encuentran las especies invasoras, en el Campus UdeC y Lenga
(en lo adelante “sustrato invadido™). Para cada especie invasora se establecieron los
siguientes tratamientos: (i) sustrato nativo + agua, (ii) sustrato nativo + extracto acuoso
de T. monspessulana o U. europaeus, (iii) sustrato invadido + agua, (iv) sustrato invadido
+ extracto acuoso de T. monspessulana o U. europaeus, para un total de 7 tratamientos.
En cada alveolo se establecid una planta previamente obtenida en los germinadores
asegurandose una planta por alveolo; cada tratamiento estuvo conformado una bandeja;
es decir, por 50 alveolos. Las bandejas se cubrieron con una tapa transparente y se
trasladaron a la camara de crecimiento en las condiciones descritas anteriormente. A todos
los tratamientos se les aplicd un riego de humedecimiento solamente con agua durante un
mes y 15 dias. Posteriormente, se iniciaron riegos cada 3 a 4 dias con agua o extracto
acuoso de la planta invasora, segun el tratamiento. Los experimentos se revisaron

diariamente para verificar el estado de humedad y eliminar los brotes de arvenses.



2.4 Estudio morfométrico

Al final del experimento, a los 90 dias, se evalu6 la longitud de la planta y de la raiz
principal (cm) de toda la poblacion por tratamiento. La parte area y las raices (n = 10) de
las plantulas de Q. saponaria sometidas a cada tratamiento se masaron, se colocaron en
papel de aluminio y se sometieron a 50°C en estufa (Venticel 111 Eco, Alemania), hasta

que se comprobo que se mantenia masa constante.

2.5 Recoleccion del material vegetal para la cuantificacion de carbohidratos

Se recolectaron hojas de plantulas sometidas a los diferentes tratamientos (n = 7 por
tratamiento), se congelaron en nitrégeno liquido y se conservaron a -20°C. Las hojas se
utilizaron para cuantificar el contenido de azucares solubles totales (AST) y de almidon.
Previo a la determinacién, las hojas de Q. saponaria se molieron en un mortero con

nitrogeno liquido.

2.5.1 Cuantificacion de carbohidratos

Las muestras de hojas molidas de cada tratamiento (n = 7 hojas por cada tratamiento) (15
mg) se utilizaron para determinar los AST y almiddn, segun el método descrito por
(Marquis et al. 1997, Vanderklein y Reich 1999, Poorter y Kitajima 2007). Los AST se
extrajeron con una mezcla de metanol, cloroformo y agua (12:5:3 v/v/v) y se separaron de
los pigmentos no polares y lipidos segun Dickinson (1979). La determinacion se realizd
mediante una reaccion colorimétrica con fenol 2% y &cido sulfurico, midiéndose la
absorbancia a 490 nm (Chow y Landh&usser 2004). Para los calculos de concentraciones
se utilizo una curva patron de sacarosa 1 mg ml?. La concentracion final de AST se

expres6 como mg ml* de peso fresco.
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El pellet resultante de la extraccion de los AST se dejo en incubacion toda la noche a 45°C
con la enzima amiloglucosidasa para hidrolizar el almidon a glucosa. Al dia siguiente, se
recolectd el sobrenadante y se sometié a una reaccion de fenol-acido sulfarico (Marquis
et al. 1997). La absorbancia se midi6 a 490 nm (Chow y Landhédusser 2004). Para los
calculos de concentraciones se utilizd una curva patron de sacarosa (1 mg ml?). La
concentracion de almidon se expresé como como mg ml™ de peso fresco. Las lecturas de
absorbancia se realizaron por triplicado para cada muestra en placas de 96 pocillos en un
espectrofotémetro (Epoch, BioTek, USA).

2.6 Cuantificacién de pigmentos fotosintéticos

Las cuantificaciones de pigmentos fotosintéticos se realizaron mediante el método
espectrofotométrico descrito por Lichtenthaler y Wellburn (1983). Se masaron discos
frescos de hojas con un didmetro de 10 mm de 10 individuos de los distintos tratamientos,
y se sumergieron en acetona al 80% para la extraccion de pigmentos fotosintéticos. Los
extractos se analizaron en un espectrofotometro a 470, 667 y 664 nm de longitud de onda
y los contenidos de los distintos pigmentos se calcularon segun las ecuaciones descritas

por Lichtenthaler y Wellburn (1983) y se expresaron como mg ml™ de peso fresco.

2.7 Disefio experimental y andlisis estadistico

Los experimentos realizados se establecieron de acuerdo a un disefio experimental
completamente aleatorizado. Para verificar normalidad y homogeneidad de varianzas se
utilizaron las pruebas de Shapiro- Wilk y Bartlett, respectivamente. Los resultados fueron
analizados con el software R-Studio 4.2.2, con un nivel de significancia del 0,05. Para
determinar la influencia del tipo de riego (agua, extracto de U. europaeus y extracto de T.

monspessulana) y sustrato (sustrato nativo, invadido por U. europaeus e invadido por T.
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monspessulana) sobre las variables, longitud de la planta (LP), longitud de la raiz principal
(LR), contenido de masa seca, azlcares solubles totales (AST) y almidon (AL), se aplico
un ANOVA de dos vias y se realizaron contrastes mediante la prueba de Tukey. Las
variables clorofilas a, clorofila b y clorofila total fueron analizadas mediante un ANOVA
de una via (para comparar 3 medias 0 mas), y la prueba t de Student o t de Welch en

dependencia del supuesto de homogeneidad de varianzas.
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111.RESULTADOS

3.1 Influencia del sustrato y extractos de fabaceas invasoras en variables morfométricas y

contenido de carbohidratos

3.1.1 Caso T. monspessulana

La interaccion entre el tipo de sustrato y el riego afecto significativamente la LP y la LR;
los valores menores se obtuvieron en plantulas que crecieron en sustrato invadido con o
sinriego (Tabla 1). La LP y LR de las plantas que crecieron en sustrato invadido y regadas
con extractos acuosos disminuyd significativamente con respecto al control (Tabla 1). El
extracto acuoso de T. monspessulana redujo la LP y LR en un 35% en las plantulas
establecidas en sustrato invadido con respecto al control; sin embargo, el tipo de riego no
tuvo un efecto significativo (Tabla 1). El tipo de sustrato y la irrigacion por separado
redujeron el contenido de masa seca en aproximadamente 5% en comparacion con los
controles (sustrato nativo y agua) (Tabla 1). El contenido de azucares solubles totales varié
significativamente en los tratamientos (Tabla 1). EI mayor contenido de esta variable se
registrd en las plantas que crecieron en sustrato nativo regado con extracto, aunque el tipo
de extracto por si solo no influyd en los contenidos de dichos metabolitos (Tabla 1). En
las plantas que crecieron en sustrato invadido, el contenido de azucares solubles totales
disminuyd significativamente respecto al control (Tabla 1). En cambio, el contenido de
almidon no mostré diferencias significativas ni en la interaccion ni cuando se compararon

los tratamientos con el control (Tabla 1).
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Tabla 1. Resultados estadisticos (ANOVA de dos vias) para las variables longitud de planta (LP),
longitud de la raiz (LR), masa seca (MS), azUcares solubles totales (AST) y almidon de plantulas
de Q. saponaria, relacionadas con efectos del sustrato nativos (Na) e invadidos (IT) y riego con
agua (Ag) y extracto acuoso de T. monspessulana (ET). Letras diferentes significan diferencias

significativas para p < 0,05.

Factores e
. . LP LR MS AST Almidon
interacciones
(cm) (cm) (2) (mg ml") (mg ml™')
SxR IT/A 9.39+£090° 544+345" 56,13+9.84* 3883+020" 0,68+0,12*
IT/ET 826+095" 6,32+2,16" 4798895 285%0.17% 1,02+0,16°
Na/Ag 1433 £ 1,72* 17,10+7.40* 5921555 335+0.10° 0,77 +0,03*
Na/ET 1405+ 147*  695+691" 5623+561* 455+0,19* 0,61 +0.26°
Estadigrafos 2,34 156,50 3.20 127,62 7,05
P- valor < 0,0001 <0,0001 0,0759 = 0.0001 0.029
Swsiraty IT 882+ 108" 594+1.70° 53594784 3364059 0.85+0,22°
Na 1413 £1.76"  11.90=561" 5784+566° 395+0.68  0,69+0,19*
Estadigrafos 277,65 179.20 23.80 1522 » 83
P - valor < 0,0001 <0.,0001 <0.0001 0.0003 0.131
Riego Ag 11,74 £277  11,L12+£629* 5795587 361033 0,72+0,10°
ET 1LIS+£328 6,70+ 1.74> 5295+7.60> 3,70+0095¢ 0,81 +0,30°
Estadigrafos 4,22 102,10 24,02 0,79 0.86
P - valor <0,0001 <0.,0001 <0,0001 0.398 0,382

3.1.2 Caso U. europaeus

La interaccion entre el tipo de sustrato y el riego afect6 significativamente el LP, el LR y
el contenido de masa seca. Los menores valores de LP se obtuvieron en plantulas que se
regaron con extracto acuoso de U. europaeus, tanto en sustrato invadido como nativo,
pero el LR y el contenido de masa seca disminuyo significativamente cuando las plantulas
crecieron en sustrato invadido por U. europaeus, independientemente de ser irrigadas con
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agua o extracto acuoso (Tabla 2). El tipo de sustrato no afecté significativamente la LP;
en cambio el riego con extracto indujo disminucion significativa de esta variable (15%)
(Tabla 2). En cambio, la LR de las plantulas que crecieron en el sustrato invadido y
regadas con extracto y con agua disminuyd significativamente respecto al suelo nativo
regado con agua (Tabla 2). Para la variable contenido de masa seca, la interaccién entre
el sustrato y el riego fue significativa (Tabla 2). El sustrato disminuy6 significativamente
el contenido de masa seca (55%), pero el riego con extracto no afect6 dicha variable en el
caso de sustrato invadido, pero si en el sustrato nativo (Tabla 2). La interaccion entre el
sustrato y el riego afectd significativamente el contenido de azlcares solubles totales y
almidon (Tabla 2); incrementandose ambas variables significativamente en plantulas que

crecieron en el sustrato invadido o irrigadas con extractos (Tabla 2).

Tabla 2. Resultados estadisticos (ANOVA de dos vias) para las variables longitud de planta (LP),
longitud de la raiz (LR), masa seca (MS), azlcares solubles totales (AST) y almiddn (Al) de
plantulas de Q. saponaria, relacionadas con efectos del sustrato nativos (Na) e invadidos (1U) y
riego con agua (Ag) y extracto acuoso de U. europaeus (EU). Letras diferentes significan

diferencias significativas para p <0,05.
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Factores e LP LR MS AST Al
interacciones (cm) (cm) (2) (mg ml™) (mg ml™)
SxR IU/A  6003+583 973=150° 7.74+724> 428+020° 0.86=0.10"
[UEU  51,02+920° 929+188 857+7.17° 437+0,19° 135+0,11°
Na/Ag 59334555 1421+172° 17,10+ 740° 335+0,10° 0.77 +0.03"
Na/EU  5524+796° 11,89+ 140" 14624572 42540122 0,75£0,18
Estadigrafos 1.71 16.26 6.09 20,39 13.89
P- valor 0.1930 <0,0001 0.0159 0.0019 0.0058
Sustrato U 5649+ 7,66 951+148° gi54317* 433018 1.11+0.28°
Na 57.84:7.08 13.02+192* 15831303* 3,800,551 0,76+0,12"
Estadigrafos 0.59 106 129.86 1381 25.86
P - valor 0.4430 <0,0001 <0.0001 0.0003 0,0009
Riego Ag 5986 £548 1169+293* 1229+553" 381 <053 0,82+0,08°
EU 53.99+7.85° 10.81+1.81° 1160+434° 431015 1,05=036"
Estadigrafos 24,74 7.40 139 30,75 11,47
P-valor  <0,0001 0,0080 0.2420 0.0005 0.0095

3.2 Cuantificacién de pigmentos fotosintéticos

En las plantas que crecieron en sustrato nativo con riego de los extractos de T.

monspessulana y U. europaeus los contenidos de pigmentos fotosintéticos se afectaron

significativamente, disminuyendo en aproximadamente un 20% (Fig. 1). No obstante, no

hubo diferencias significativas con el control en el caso de los contenidos de clorofila a'y

clorofila total bajo riego con extractos (Fig. 1a, ¢). Los valores de clorofila a, b y total

fueron significativamente menores en las plantulas irrigadas con extracto de U. europaeus

respecto al control, aunque sin diferencias significativas con las plantulas irrigadas con

extracto de T. monspessulana (Fig. 1a-c).
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Las plantas que crecieron en sustrato invadido por T. monspessulana y se regaron con
extracto de dicha fabacea, mostraron valores de clorofila a y clorofila total inferiores al
control (Fig. 2a, c). Sin embargo, no hubo diferencias en la concentracion de clorofila b
respecto al control (Fig. 2b). Para el sustrato invadido por U. europaeus, la irrigacion con
extracto de esta especie invasora no tuvo influencia en el contenido de las variables

analizadas (Fig. 3a-c).
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Fig. 1. Cuantificacion de pigmentos fotosintéticos en hojas de Q. saponaria que crecieron en

sustrato nativo (Na) y regadas con ET (Extracto de T. monspessulana) y EU (Extracto U.
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europaeus). (a) clorofila a, (b) clorofila b, (c) clorofila total. Los datos estan representados por su

mediana. Letras distintas significan diferencia entre los tratamientos con p < 0,05.
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Fig. 2. Cuantificacién de pigmentos fotosintéticos en hojas de Q. saponaria que crecieron en
sustrato invadido de T. monspessulana (IT) y regadas con extracto de T. monspessulana (ET). (a)
clorofila a, (b), clorofila b, (c) clorofila total. Los datos estan representados por su mediana, p <
0,05 indica diferencias significativas entre los tratamientos.
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Fig. 3. Cuantificacion de pigmentos fotosintéticos en hojas de Q. saponaria que crecieron en
sustrato invadido de U. europaeus (IU) y regadas con extracto de U. europaeus (EU). (a) clorofila
a, (b) clorofila b, (c) clorofila total. Los datos estan representados por su mediana, p < 0,05 indica

diferencias significativas entre los tratamientos.
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IV. DISCUSION

Los resultados obtenidos indican que las especies T. monspessulana y U. europaeus
presentan un alto potencial alelopatico, cuyos aleloquimicos no solo estan presente en las
partes areas de la planta, si no que ademas son depositados y retenidos en el sustrato
durante un tiempo, pues los microrganismos los consumen y/o transforman
paulatinamente. También estos compuestos provocan modificaciones en las propiedades
fisicas y quimicas de los sustratos (Aguilera et al. 2015). La familia Fabaceae es
reconocida por tener especies altamente fitotoxicas (Garcia et al. 2018), que producen y
liberan compuestos organicos en su entorno a través de la lixiviacion, volatilizacion,
exudacion de raices y de forma pasiva por la descomposicion y deposicion de sus 6rganos
en el sustrato donde crecen (Dayan et al. 2009). Estos aleloquimicos interfieren en la
division y elongacion celular (Dayan et al. 2009), afectan la integridad de la membrana
celular (Hejl et al. 2004), modifican el estatus hidrico y la absorcién de nutrientes de la
planta receptora (Soltys et al. 2012), alteran el transporte de electrones de la cadena
fotosintética y respiratoria (Hussain et al. 2011), interfieren en el equilibrio hormonal de
las plantas (Potters et al. 2011) y alteran la sintesis y la actividad de las proteinas y la
expresion génica (Shao et al. 2007), lo que se revierte en disminucion del crecimiento y

desarrollo de las plantas receptoras.

En Q. saponaria las variables de crecimiento (LP, LR y contenido de masa seca)
disminuyeron por el efecto de los aleloquimicos presentes en los extractos acuosos, y
probablemente también por aleloquimicos residentes en el sustrato. Las caracteristicas
fisicas y quimicas de los sustratos formados bajo el dosel de estas fabaceas invasoras
también pueden haber ejercido alguna influencia en la respuesta de las plantas de Q.
saponaria. El mismo es un estudio que esta en proceso en el Laboratorio de Semioquimica

Aplicada, y mas adelante contribuira a esclarecer mejor dicha posible influencia.

Aunque en este trabajo no se identificaron los aleloquimicos presentes en los sustratos

invadidos por U. europaeus y T. monspessulana, es reconocido que los exudados de las
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raices de las plantas fitotoxicas representan una fuente dinamica y sistematica de secrecion
de aleloquimicos. De esta manera, estos compuestos interfieren notablemente en las
interacciones planta-planta. Asi, las plantas donantes (invasoras) pueden inhibir el
crecimiento y desarrollo de las plantas vecinas receptoras (nativas) (Bertin et al. 2003,
Bais et al. 2006). Las partes areas de las plantas que se depositan bajo el dosel y cercanas
al area de goteo, se descomponen por medio de microorganismos y anélidos. De este
modo, se forma progresivamente un sustrato enriquecido con aleloquimicos y tiene
caracteristicas definidas por el material vegetal que lo ha originado (Dayan et al. 2009).
La diversidad y concentracion de aleloquimicos en el sustrato esta sujeta a variacion, en
dependencia de las estaciones del afio. Por ejemplo, durante las etapas lluviosas el sustrato
tiende a lavarse mucho mas que en el verano con sequia prolongada, y en el invierno la
actividad microbiana disminuye debido a las bajas temperaturas, por lo que también se
reduce la liberaciébn de compuestos quimicos debido a la ralentizacion de la
descomposicion de los restos vegetales (Aguilera et al. 2015). Los aleloquimicos en el
sustrato pueden actuar directamente sobre otras plantas, o indirectamente al ser
degradados o transformados por microorganismos del sustrato. También pueden estimular
a terceras especies para producir compuestos que interfiera a la planta receptora, o cambiar
los factores abidticos del sustrato para afectar a las plantas que cohabitan con la invasora
(Scavo et al. 2019). Un caso que ilustra lo antes mencionado es la reduccién de la densidad
y tamafio de algunas malezas por sustratos enriquecidos con biomasa de las fabaceas U.

europaeus y C. scoparius (Pardo-Muras et al. 2020).

Trabajos previos indican que Q. sapanoria es sensible a los efectos alelopaticos inducidos
por extractos provenientes de partes aéreas de A. dealbata, otra fabacea invasora del
centro-sur de Chile (Aguilera et al. 2015). De igual forma, la nativa Nothofagus obliqua
(Mirb.) Oerst., mostro ser sensible a extractos acuosos de T. monspessulana, en ensayos
in vitro y en sustrato (Alvarado 2022). Sin embargo, el potencial alelopatico de T.
monspessulana ha sido poco estudiado, aunque se ha identificado la presencia de fenoles

y alcaloides con efectos alelopaticos reconocidos (Alvarado 2022). En el caso de U.
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europaeus se ha comprobado su efecto alelopatico en el crecimiento y desarrollo de
especies agricolas (Hozawa y Nawata 2020) y de L. sativa (L6pez — Rodriguez et al. 2022)
y A. retroflexus (Pardo-Muras et al. 2019). Entre los principales grupos de metabolitos
relacionados a esta actividad fitotdxica se han descrito compuestos fendlicos y alcaloides
(Pardo-Muras et al. 2019; Lépez — Rodriguez et al. 2022).

El estrés inducido por los extractos acuosos de ambas fabaceas, también provocaron
disminucion de los contenidos de clorofila en las hojas de Q. saponaria. Esta reduccion
de los pigmentos fotosintéticos puede estar relacionado con el dafio oxidativo inducido
por los aleloquimicos en las plantas receptoras, que conlleva a una sobreproduccion de
especies reactivas de oxigeno (Ye et al. 2006). Esto trae como consecuencia disminucion
del potencial de la maquinaria fotosintética, que conduce a alteraciones en el metabolismo
de los carbohidratos y su transporte desde las hojas hasta el resto de los 6rganos de la
planta (Venkateswarlu et al. 2011). En consecuencia, se produce un aumento de azucares
solubles y sacarosas en las hojas (Couee et al. 2006). Este trabajo se observé en las hojas
de las plantas de Q. saponaria que crecieron bajo la influencia de los extractos de las dos
fabaceas invasoras y en los sustratos invadidos, que la concentracion de los azlcares
solubles totales fue mayor comparada con sus respectivos controles. La disminucién del
contenido de los azlcares solubles totales en hojas de plantas sometidas a estrés
aleloguimico se ha descrito en otros sistemas como Eucalyptus rostrata S. - Zea mays L.
(Hegab et al. 2016) y Allium sativum L.- Cucurbita maxima D. (Ding et al. 2019).

La sacarosa y el almidon son los productos principales de la fotosintesis. En plantas bajo
estrés aleloquimico se ha observado incremento de los contenidos de sacarosa en las hojas
(Hegab et al. 2016; Ding et al. 2019) a consecuencia del aumento de los azucares solubles
totales, lo que estimula la activacion de las enzimas que catalizan la sintesis de sacarosa.
Altos niveles de sacarosa en el citoplasma celular promueven la sintesis de almidén (Yuan
etal. 2015). Aungue en este trabajo no se cuantificé el contenido de sacarosa, si se observo
un ligero incremento del contenido de almidon en las hojas de las plantas de Q. saponaria
sometidas a estrés por los aleloquimicos presentes en el sustrato y en los extractos acuosos
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de ambas invasoras, aunque este aumento no fue significativo en el caso de T.

monspessulana.

La respuesta negativa de las plantas receptoras a los aleloquimicos, se manifiesta como
un retraso en el crecimiento y destruccion de tejidos, como resultado del dafio oxidativo a
la planta. Se cree que el estrés oxidativo es un modo de accion putativo de los
aleloguimicos, inducido por la sobreproduccion de especies reactivas de oxigeno (ROS)
y, en consecuencia, causa la peroxidaciéon lipidica (Ye et al. 2006). Los efectos
fisioldgicos observados con mayor frecuencia asociados con el dafio mediado por ROS
desencadenado por compuestos aleopaticos son las alteraciones de la fotosintesis y la

disminucion de la amplitud de la clorofila y la fluorescencia (Czarnota et al. 2001).

Los resultados del presente estudio indican que la respuesta de la planta receptora, en este
caso Q. saponaria, varia en dependencia de la planta donante. Esto pudiera estar
relacionado con los aleloquimicos de cada especie. Aunque ambas especies son fabaceas,
las concentraciones y tipos de aleloquimicos pueden ser diferentes. En los 6rganos aéreos
de T. monspessulana se han identificado tanto fenoles como alcaloides con efecto
alelopético asociado a la inhibicién de la germinacion, el enraizamiento y crecimiento de
otras plantas, y a la reduccion de biomasa y acumulacion de clorofila (Bachheti et al.
2019). Los alcaloides quinolizidinicos mayoritarios de esta especie son la anagirina, la
lupanina, citisina y caulofilina (Alvardo 2022), los cuales se han reportado como
inhibidores de la germinacidn de ciertas especies vegetales (Zamora-Natera et al. 2008).
En el caso de la invasora U. europaeus se han detectado también alcaloides
quinolizidinicos como la N-metilcitisina, lupanina, argentamina, termopsina, citisina N-
[2-aminoetilo] y citisina (Lopez-Rodriguez et al. 2022). Aun cuando hay al menos dos
alcaloides iguales en ambas especies, hay diferencias en el perfil de alcaloides de U.
europaeus y T. monspessulana. Desde el punto de vista de la actividad bioldgica, hay que

tomar en cuenta que dichos compuestos no actian en la naturaleza de manera
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independiente, por lo que hay que considerar el efecto sinérgico y aditivo de los
aleloquimicos en su modo de actuacion (Aslam et al. 2017).
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V. CONCLUSIONES

1. El estrés provocado por aleloquimicos presentes en extractos de las fabaceas invasoras
T. monspessulana y U. europaeus Yy en el sustrato invadido, interfirieron el crecimiento y
desarrollo de la especie nativa Q. saponaria, lo que se reflejé en la disminucion de la

longitud de la planta y raices y contenido de masa seca.

2. Los extractos acuosos de ambas fabaceas invasoras y el sustrato invadido,
incrementaron la concentracion de azucares solubles totales y almidon en las hojas de

plantas de Q. saponaria en la etapa fenoldgica temprana de crecimiento.

3. La concentracion de clorofila a y clorofila b en Q. saponaria, disminuy6 producto al
estrés provocado por aleloquimicos presentes en extractos de las fabaceas invasoras T.

monspessulana y U. europaeus, asi como por la propia influencia del sustrato.

4. Se revela por primera vez, desde una perspectiva semioquimica, el nivel de dafio y
riesgo a que se somete Q. saponaria cuando es alcanzada, durante su crecimiento inicial,

por el frente de colonizacion de T. monspessulana y de U. europaeus.
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