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Resumen: El aumento exponencial de malezas resistentes, unido a la falta de nuevos
modos de accién que las puedan controlar, amenaza con hacer que casi todos los
herbicidas actuales sean inutilizables hacia el 2050. Por ello, la investigacion se dirige
hacia la busqueda de nuevas alternativas a los herbicidas sintéticos existentes, y también
al desarrollo de herramientas complementarias para implementar la estrategia de manejo
integrado de malezas. Los procesos bioldgicos encierran sin duda muchas de las
respuestas posibles.

Nuestro equipo ha avanzado en la evaluacion del potencial bioherbicida de biomasa de
distintas especies alelopaticas del sistema agroforestal, y en el estudio de su posible
utilizaciébn como abonos verdes bioactivos para el control de malezas. No obstante,
antes de recomendar su uso es preciso estudiar el grado y duracidon de su efectividad y
conocer su composicion quimica. También, identificar los aleloquimicos responsables
de los efectos observados, ya que éstos podrian ser seleccionados como principios
activos de futuros herbicidas. Es necesario investigar ademas los efectos colaterales
sobre los cultivos y sobre las propiedades y microbiota del suelo. Todo ello a través de
distintas tareas de investigacion secuenciales, utilizando un amplio abanico de
materiales y métodos en Agronomia y Ecofisiologia Vegetal, y modernas herramientas
de Quimica Analitica que se detallan en este trabajo.

Palabras clave: alelopatia, metodologia, fitotoxicidad, perfil quimico, abonos verdes

1. Introduccion

Ademas de la lucha clasica contra las malezas para asegurar el rendimiento de los
cultivos, los agricultores se encuentran con otros obstaculos cada vez mas preocupantes:
el aumento exponencial de malezas resistentes y la falta de nuevos modos de accion de
los fitosanitarios quimicos que las puedan controlar. Hoy se cree que casi todos los
herbicidas existentes seran inutiles hacia el 2050 (Westwood et al. 2018). Por ello, la
investigacion se dirige hacia la bisqueda de nuevas alternativas a los herbicidas de
sintesis, y también al desarrollo de herramientas complementarias para un manejo
integrado de malezas, que permitan una produccion agricola de calidad, saludable,
sostenible y ambientalmente correcta. De hecho, en el tltimo Simposio Internacional de
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la EWRS (European Weed Research Society) ‘“New approaches for smarter weed
management”, celebrado en Ljubljana (Eslovenia) en junio de 2018, las contribuciones
relacionadas con el 'manejo de malezas de inspiracion biologica' fueron agrupadas por
primera vez en una sesion especifica, dando una idea de su creciente interés.

En la bisqueda de nuevos herbicidas naturales, la Alelopatia, que estudia la interaccion
entre plantas a través de la liberacion de metabolitos secundarios llamados
aleloquimicos, se presenta como fuente potencial de alternativas para el control de
malezas. Estos compuestos naturales son, a priori, mas biodegradables, tienen una vida
media corta, y proporcionan nuevas dianas moleculares sobre las que actuar que los
herbicidas sintéticos (Soltys et al. 2013), siendo esta ltima caracteristica esencial para
controlar la proliferacion de malezas resistentes. Dentro de la alelopatia, el uso de
abonos verdes alelopaticos ha recibido especial atencion (Kruidhof et al. 2008). Con
esta practica se consigue mejorar la calidad del suelo al tiempo que se libera un
auténtico "coctel" de aleloquimicos (Puig et al. 2018) capaz de controlar las malezas.

cDonde buscar herbicidas naturales?

En nuestro laboratorio hemos comenzado a valorar el uso de biomasa alelopatica como
abonos verdes herbicidas, pensando en sumar una nueva practica de control inspirada en
procesos biologicos naturales. Asi, en lugar de cultivar un abono verde alelopatico
como herramienta de control de malezas, que ocupa tiempo y espacio en la hoja de
cultivo, consideramos que el agroecosistema ofrece una gran diversidad vegetal que
puede ser una fuente idonea de biomasa con actividad fitotoxica. Siendo el fenomeno de
la Alelopatia muy comun en los sistemas agroforestales (Weston y Duke, 2003), el
control de malezas se llevaria a cabo mediante un uso eficiente de sus recursos, y se
evitaria la inversion necesaria para la produccion de cultivos destinados a abono verde.

Asi, el objetivo de nuestro trabajo es valorar el uso potencial de biomasa alelopatica de
especies vegetales que nos rodean y estan a nuestro alcance para su utilizacion a modo
de abono verde bioherbicida. Pero, para implementar su uso, debemos profundizar en el
conocimiento de su potencial como bioherbicida a través de distintas tareas de
investigacion secuenciales que se detallan en este trabajo.

cComo buscar herbicidas naturales?

Ante la gran diversidad vegetal en el agroecosistema, realizamos una prospeccion
inicial de especies potencialmente tutiles para el control de malezas siguiendo una
estrategia ecologica. Esta consiste en seleccionar aquellas especies de las que existen
indicios de produccion de sustancias fitotoxicas, bien porque para ellas se han
observado fendmenos alelopaticos, o porque han sido usadas para fines medicinales con
propiedades fungicidas, bactericidas, etc. Ademas, también se tiene en cuenta la
disponibilidad y abundancia en el agroecosistema y la facilidad de recoleccion de las
especies a estudiar, con el fin de que sea factible su uso en el campo; asi como el estado
fenologico de la planta, considerando apropiado el uso de especies vegetales en
floracion, pues es cuando la planta presenta mayor cantidad y variedad de metabolitos
secundarios (Pardo-Muras et al. 2018).
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cComo demostrar la efectividad de los herbicidas naturales?

Nuestro método de trabajo se divide en tres etapas de investigacion graduales. En la
primera etapa tratamos de explorar in vitro las principales vias a través de las cuales el
material vegetal libera aleloquimicos al medio.

Una de las principales vias de liberacion es la volatilizacion. Para valorar el potencial
fitotoxico de los volatiles emitidos por la biomasa aérea de la especie objeto de estudio
seguimos la metodologia de Barney et al. (2005). Esta permite que los volatiles sean
liberados de forma natural hacia la atmosfera de la camara hermética, evitando el
contacto directo del material vegetal con las semillas de las especies de malezas diana.
Como especies diana utilizamos al menos, una maleza monocotiledonea [p. ej.,
Digitaria sanguinalis (L.) Scop.], otra dicotiledonea (p. ej., Amaranthus retroflexus L.)
y un cultivo (p. €j., Zea mays L.), pues los aleloquimicos han demostrado tener cierta
especificidad (Baleroni et al. 2000). El efecto fitotdéxico se cuantifica mediante la
comparacion de los resultados de germinacioén y elongacion de primordios de raiz y
tallo de las semillas que sufren el tratamiento frente a un control. En este caso, el
tratamiento control consiste en pajitas de plastico simulando el volumen del material
vegetal (Pardo-Muras et al. 2018).

Ademas de compuestos volatiles, los compuestos solubles en agua también pueden ser
liberados del material vegetal al suelo y producir algin impacto en el banco de semillas
de malezas. Por ello, también evaluamos el potencial fitotoxico in vitro de la fraccion
acuosa. El extracto acuoso es obtenido a partir de la maceracion del material vegetal
fresco a T ambiente y oscuridad (para evitar la fotodegradacion de los compuestos) en
agua destilada durante 24 h. La fitotoxicidad del extracto acuoso se evalua a partir de
bioensayos dosis-respuesta sobre la germinacion y el crecimiento de las semillas de
malezas y cultivo diana incubadas sobre papel de filtro, y siendo su efectividad
comparada a la de un herbicida de sintesis (Puig et al. 2013). No obstante, los
aleloquimicos, una vez liberados al agua del suelo, pueden ser degradados por los
microorganismos edaficos u otras interacciones fisico-quimicas, convirtiendo a estas
sustancias en moléculas no toxicas, o reduciendo su efectividad sobre las especies diana
(Kobayashi, 2004). Por tal motivo, los extractos acuosos también son bioensayados
sobre suelo agricola (Puig et al. 2018).

Una vez estudiada la fitotoxicidad de las fracciones volatil y acuosa, tratamos de
identificar qué compuestos podrian estar implicados en los efectos observados. En
primer lugar, determinamos el perfil quimico volatil y fendlico de los extractos de la
especie objeto de estudio. Para la extraccion de los compuestos volatiles se emplea el
equipo Likens-Nickerson o el Clevenger, en funcion del rendimiento del aceite esencial
de la especie objeto de estudio, y el analisis se lleva a cabo por cromatografia de gases
acoplado a espectrometria de masas (GC-MS) (Pardo-Muras et al. 2018). Mientras que,
en el caso de los compuestos fendlicos, la extraccion y separacion de los mismos se
lleva a cabo con solventes orgéanicos, y posteriormente se analiza por cromatografia
liquida de alta eficacia (HPLC-DAD) (Souto et al. 2001). En segundo lugar,
seleccionamos algunos de los aleloquimicos identificados previamente, segun (i)
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abundancia, (ii) evidencias previas de fitotoxicidad, y/o (iii) disponibilidad comercial
para ser testados individualmente a partir de bioensayos dosis-respuesta. Finalmente,
realizamos el test de reversibilidad con el fin de comprobar si el efecto fitotoxico de los
compuestos sobre la germinacion de las especies diana es temporal o permanente. Para
ello, las semillas pre-tratadas y no germinadas son traspasadas a agua e incubadas
durante 20 dias (Pardo-Muras et al. 2018). A partir de los resultados obtenidos, se abre
un abanico de posibilidades para profundizar en el modo de accion de algunos
aleloquimicos, pudiendo ser seleccionados como principios activos de futuros
herbicidas.

Sin embargo, cada vez tiene mas peso la hipotesis de que los efectos fitotoxicos sobre
muchos procesos fisioldgicos observados en la naturaleza son el resultado de
combinaciones o interacciones complejas entre diferentes aleloquimicos, y no de la
accion de un solo compuesto (Inderjit y Duke, 2003). Esto nos lleva a dilucidar posibles
interacciones entre compuestos previamente identificados en los extractos volatiles y
acuosos, y evaluar sus efectos conjuntos. Para ello, preparamos mezclas de compuestos
volatiles (Vokou et al. 2003) y fenoles mimetizando las concentraciones y proporciones
de la composicion natural de la especie objeto de estudio. Posteriormente, exploramos
la fitotoxicidad in vitro de ambas fracciones por separado y concomitantemente sobre la
germinacion y el crecimiento de las especies de malezas diana.

La siguiente etapa de investigacion se lleva a cabo en un ambiente controlado ex vitro,
en invernadero. Estos ensayos tienen como objetivo evaluar el efecto del material
vegetal incorporado al suelo como abono verde sobre el establecimiento del cultivo y de
algunas de sus principales malezas acompafiantes. Para ello, el material vegetal cortado
en pequefias porciones es incorporado al suelo como un abono verde a una dosis
establecida previamente in vitro. Como control se utiliza suelo agricola sin material
vegetal, al que se le incorporan pajitas de plastico para simular el efecto ahuecante del
abono verde. A los 30 dias tras la siembra, se cuenta el nimero de plantulas vivas
emergidas de malezas y cultivo y se obtienen parametros de cosecha. Ya que la
incorporacion de biomasa fitotdxica al suelo puede provocar efectos no deseados sobre
las propiedades del suelo y la actividad microbiana, tras la cosecha se miden los
parametros fisico-quimicos del suelo, y la actividad microbiana a través de la técnica
BIOLOG (Souza-Alonso et al. 2018). Un ejemplo de ensayo de invernadero se puede
consultar en Puig et al. (2013).

Por otro lado y a fin de explorar la dindmica de liberacion de los compuestos durante la
descomposicion de los residuos en el suelo agricola, realizamos otro tipo de ensayo en
macetas. Este consiste en retirar el material vegetal del suelo a diferentes tiempos de
muestreo durante 30 dias y analizarlo para determinar los compuestos tanto volatiles
como fenolicos mediante HS-SPME / GC-MS y HPLC-DAD, respectivamente (Puig et
al. 2018). Ademas, el potencial fitotoxico de los extractos volatil y acuoso del material
vegetal recuperado es probado in vitro sobre la germinacion y el crecimiento temprano
de las malezas diana, pudiendo establecer una posible relaciéon entre los efectos
observados y la dinamica de liberacion de los aleloquimicos.
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Los experimentos de laboratorio e invernadero son llevados a cabo bajo condiciones
controladas o semi-controladas, de tal modo que estos sistemas experimentales
simplificados suponen un enfoque reduccionista. Por ello, en esta tercera y ultima
etapa se requieren ensayos de campo bajo condiciones reales, donde se afiade a la rutina
de produccion de un cultivo determinado la metodologia previamente establecida en
invernadero para el control de malezas. En este caso, se realizan distintos muestreos a
corto, medio y largo plazo evaluando los efectos sobre la diversidad y abundancia de la
flora arvense, y sobre parametros agronomicos del cultivo (Puig et al. 2019).

Conclusiones

La combinacién de ensayos in vitro con ensayos en invernadero sobre los efectos
fitotoxicos de una especie vegetal permite valorar el uso potencial de esa especie para el
control de malezas en el campo.

El uso de biomasa alelopatica incorporada al suelo en forma de abono verde representa
una alternativa real, ambientalmente mas correcta y segura, a la aplicacion de herbicidas
sintéticos. Se consiguen efectos herbicidas duraderos y, por la diversidad de compuestos
que actuan, las posibilidades de aparicién de resistencias son a priori menores. Este
método debe ser considerado una herramienta complementaria dentro de una estrategia
global de mantenimiento de las poblaciones de malezas a niveles que permitan una
ventaja para el cultivo sin comprometer la biodiversidad del agroecosistema.
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Allelopathic biomass: taking advantage of agroforestry resources as
natural herbicides

Summary: The exponential increase of resistant weeds, together with the lack of new
modes of action, threatens to make almost all current herbicides unusable by 2050.
Therefore, the research is directed towards the search for new alternatives to synthetic
herbicides, and the development of complementary tools to implement the integrated
weed management strategy. Biological processes contain undoubtedly many of the
possible answers.

Our team has advanced in the evaluation of the bioherbicidal potential of the biomass of
different allelopathic species of the agroforestry system, and in the study of its possible
use as bioactive green manures for weed control. However, it is necessary to study the
degree and duration of its effectiveness and to know its chemical composition before
recommending its use. In addition, to identifying the allelochemicals responsible for the
observed effects, since these could be selected as active ingredients for future
herbicides. It is also necessary to investigate the side effects on the crops and on the
properties and microbiota of the soil. All of this through different sequential research
tasks, using a wide range of materials and methods in Agronomy and Plant
Ecophysiology, and modern tools of Analytical Chemistry, which are detailed in this
work.
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