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RESUMEN.

Las plantas poseen como caracteristica general en ser sedentarias, desarrollandose en el
mismo lugar donde ocurre la germinacion. Este hecho limita a las plantas del escape, el
principal mecanismo de defensa en la naturaleza. Sin embargo, esta limitacién ha sido en parte
compensada con otros mecanismos de defensa, como lo es la comunicacién con su entorno, el
cual le permite detectar agentes que le pueden ser perjudiciales. Dentro de los sistemas de
comunicacion, aquella mediadas por agentes quimicos es la que mas ha sido estudiada, y en
especial aquella que tiene lugar ente diferentes especies, donde la participacion de un agente
quimico es el responsables de controlar tal comunicacion. Este fenémeno es conocido como la
alelopatia, y los agentes causantes de la comunicacion son denominados aleloquimicos. En
este trabajo se lleva a cabo una revision de los conceptos introducido para definir el fenémeno
alelopatico, las diferentes estrategias o metodologias para estudiar en condiciones de
laboratorio la operatividad de este fendmeno como una evidencia de la existencia del
fendmeno, asi como la aplicacién de las estrategias de estudio en la busqueda de moléculas

novedosas para el desarrollo de herbicidas.
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ABSTRACT

A general characteristic of the plants is to be sedentary, i.e. to grow up at the same place of
their germination. This fact limits the plants to escape from attacks, which is the main
mechanism of defense in nature. However, this limitation has been partly overcome using other
mechanisms of defense, such as chemical communication with its environment. This
phenomenon is known as allelopathy, and the agents in charge of that communication are
called allelochemicals. The aim of this paper is to review the concepts introduced to define the
allelopathic phenomenon, the strategies and methodologies to study it in the laboratory, as well
as, research strategies in the way of searching new molecules for the development of natural

herbicides.

Key Words: Allelopathy, allelochemicals, bioassay, herbicides.

Introduccién

Una caracteristica notable de la mayoria de las plantas terrestres es que en su estado
adulto son sedentarias. Aunque algunas especies de plantas pueden desarrollarse
vegetativamente en diferentes direcciones desde su lugar de anclaje, la may oria permanecen
en el mismo lugar de su germinaciéon. Esta existencia sedentaria tiene un profundo impacto en
la historia de vida de los individuos, causando una influencia en la ecologia y evolucién de la
poblacion entera. La germinacion, el establecimiento de la plantula, su crecimiento, su
reproduccion y forma de dispersarse; son afectados de manera notable por las caracteristicas
del medio de crecimiento. Por ejemplo, la cantidad y composicion de la luz incidente,
modificada drasticamente por el micro ambiente de la planta, o las sustancias liberadas por las
plantas vecinas, pueden afectar la germinacion de las semillas y el establecimiento de la

plantula.

Asi, las plantas que estan sujetas a desarrollarse en el mismo lugar de su germinacién
experimentan competicion provenientes de sus vecinos de una manera mas agresiva que en el
caso de los animales, donde este sedentarismo y anclaje son menos acentuados, y otros tipos
de defensa como el escape, la evasion y el mimetismo, son las que se han perfeccionado

evolutivamente.

Esta caracteristica de un restringido de movimiento en las plantas, ha sido compensada
evolutivamente con otros mecanismos de defensas, subdivididas en mecanicas, fenolédgicas y
guimicas (1-3). Entre las mecanicas encontramos la formacidon de espinas, aumento en la

dureza de sus hojas mediante una mayor deposicién de silice y presencia de tricomas entre
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otros; las cuales afectaran la morfologia de la planta. Entre las defensa fenolégicas
encontramos por ejemplo, una rapida reposicién de biomasa perdida y ‘escape fenolégico”,
definido como el ajuste del ciclo bioldégico de las plantas para evitar condiciones de estrés o
mas favorables, para disminuir la disponibilidad de las plantulas cuando los herbivoros son mas
activos. Por ultimo, las defensa de tipo quimica (constitutiva o inducida), estan representadas
por aquellos compuestos de origen secundario que actuaran en detrimento del estrés

ocasionado a la planta, como por ejemplo, contra la herbivoria, afidos o patégenos.

Todas ellas, de manera individual, aditivas o sinérgicas, le han aportado a las planta
una excelente capacidad adaptativa, confiriéndolas de una alta prevalencia para algunas
especies, en diferentes nichos ecoldgicos. Las defensas de tipo quimicas son metabolitos
secundarios, responsables de la transmisién de informacién de las plantas con su entorno, e

incluyen la interaccién planta-planta, planta-insectos y planta-microorganismo.

Dependiendo del tipo de interaccién o informacion a transmitir, muchos de estos
metabolitos son sintetizados desde los primeros estadios de crecimiento (defensa constitutiva),
como en el caso de las interacciones planta-planta de la misma especie, o por el contrario,
estos pueden ser sintetizados por estimulos externos, como la presencia de herbivoros, que se
traducen en una alarma metabdlica que disparan o catalizan sus rutas biosintéticas (defensa
inducida) (4).

Siendo estos metabolitos secundarios responsables de la interaccion entre las plantas
con su entorno, no es sorprendente que hayan sido asociados a estos compuestos una amplia
variedad de actividades biolégicas, medidas en ensayos in vitro o in vivo (5). El estudio de la
dinamica de estas defensas quimicas, comprende dos aspectos fundamentales. Primero, la
observacion del fenomeno en su habitat natural y en segundo lugar, debido a la gran variedad y
complejidad de variables (6-8), llevar a nivel de laboratorio el estudio del efecto previamente
observado.

Es este control permitido a nivel de laboratorio el que ha logrado evaluar, de una
manera separada, la interaccién de los diferentes fendmenos operantes en las interacciones de
las plantas con su entorno (9-16). Dos de estos fendmenos son la competencia y el fenédmeno
alelopatico entre plantas (10). Sin embargo, aunque es posible separar y estudiar la interaccién
alelopatica de manera independiente, la determinacién de la importancia relativa de estos
fendmenos ha sido muy dificil, debido principalmente a las dificultades experimentales

encontradas al separa sus efectos (17,18).

Desde el punto de vista ecolégico, existe una necesidad imperante de definir con mayor
precisién los mecanismo en ambos fenémenos (19-21), siendo escasos los trabajos que han
logrado dar peso especifico a ambos fendmenos (22), dentro de los cuales se ha demostrado

gue compuestos constitutivos de exudados de la raiz son los responsables de efecto
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alelopético (23), y el balance entre ambos fendmenos fue regulado, segun la disponibilidad de

exudados en el medio.

Basicamente, el fendmeno alelopético implica un componente ecolégico (la evidencia
de que exista en la naturaleza), un componente quimico (aislar, identificar y caracterizar los
aleloquimicos) y un componente fisiolégico (interferencia en los procesos bioquimicos o
fisiologia, tanto a nivel celular como molecular). Y todo ellos han de ser abordados para

estudiar la implicacion del fenémeno alelopético en un determinado ambiente.

El concepto del fendmeno alelopatico. Una revision.

La definicién mas tradicional del fendmeno de alelopatia, es la postulada por Rice (24),
descrito como *“cualquier efecto directo o indirecto causado por una planta (incluyendo
microorganismos) sobre otras a través de la produccion de compuestos quimicos que escapan
al medio ambiente”. La definicibn mas amplia, es la desarrollada por la Sociedad
Internacional de Alelopatia en 1996 (25), definiéndola como: “cualquier proceso que involucre
metabolitos secundarios producidos por plantas, algas, bacterias y hongos, que influyan en el

crecimiento y desarrollo de sistemas biolégicos y agricolas”.

Dependiendo de cada sistema y de las condiciones de trabajo, han sido introducidas
otras definiciones para describir el fenébmeno, como por ejemplo, en los estudios realizados por
Inderjit y Dakshini (26) en sistemas acuéticos, definiendo la alelopatia como “un fenémeno
donde las alomonas generadas por las algas pueden afectar 1) otra alga en su vecindad, 2) su
propio crecimiento, 3) la asociacién con los microbios, 4) plantas superiores de su vecindad y
5) acumulacién y disponibilidad de iones nutrientes; los cuales influyen sobre la distribucién,

crecimiento y establecimiento de otras algas, microorganismos y plantas”.

A diferencia de las dos anteriores, esta representa una definicibn mas precisa y
detallada del sistema al que hacen referencias (sistemas acuéticos). Asi como esta definicion,
han sido descritas otras, i) “ mecanismo de interferencia mediante el cual una planta libera una
sustancia que afecta a otra planta” (27); ii) “el efecto negativo de una sustancia liberado por
una especie de planta sobre el crecimiento y reproduccién de otra” (28); iii) “la liberacién de
compuestos extracelulares que inhiben el crecimiento de otros microorganismos” (29); iv)
“supresion del crecimiento de la planta vecina por la liberaciéon de compuestos téxicos” (30); v)
“la liberaciéon de compuestos quimicos por un invasor que tiene efectos perjudiciales sobre los
miembros de la comunidad de plantas hospederas” (31); y vi) “la supresion quimica de

especies de plantas competidoras” (32).

A partir de estas definiciones es posible extraer tres rasgos imprescindibles a ser tomados en

cuenta al estudiar la existencia del fendmeno alelopatico: 1) la liberacion de un compuesto al
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ambiente encargado de transmitir un efecto, Il) la absorcién por el organismo receptor y Ill)
provocar un efecto sobre su normal crecimiento. La complejidad del fenémeno resulta de las
variables nacientes de cada uno de estos procesos, como por ejemplo, el mecanismo de
liberaciéon del aleloquimico y su estabilidad en el ambiente, que definiran los niveles y la forma
en que lo absorbera el organismo receptor, y los innumerables modos de accidén encontrados,

muchas veces dependiente del ente receptor.

Sorprendentemente, como hemos referido, muchos de estos procesos han sido
controlados a nivel de laboratorio y a nivel de campo, lo que ha dado alta factibilidad de
operacién del fendmeno alelopatico, como es el caso de (t)-catequin y la introduccion de
plantas invasoras no mativas, lo que sera resefiado mas adelante. Sin embargo, la forma mas
simple de evidenciar el fendbmeno alelopatico, es la interaccidon de dos plantas y el registro del
agente alelopéatico desde la planta donadora a la receptora, y la observacién de algin efecto

sobre las condiciones normales de su desarrollo.

A pesar de esta simplicidad, no existen datos que demuestren la traslocaciéon de un
aleloquimico de su planta productora a la planta receptora, utilizando plantas vivas e intactas
en los dos casos. Para las benzoxazolinonas, uno de los aleloquimicos con mas amplias
actividades biolégicas, varios disefios experimentales utilizando cocultivos de las plantas
donadoras y receptoras, han demostrado que existe una correlacion directa en los niveles de
benzoxazolinonas medidos en los exudados de la raiz, y el efecto observado sobre el

desarrollo de diferentes plantas receptoras.

Sin embargo, a la fecha no se encuentra en la literatura disefios que hayan logrado el
seguimiento del aleloquimico en todo el sistema, esto es, la planta donadora, el medio de
crecimiento, planta receptora y algun efecto en sus parametros de crecimiento, que en

resumen, son los principios basicos del fendmeno anteriormente sefialados.

La ruta de liberacion de los aleloquimicos

El estudio del fendmeno alelopatico es complejo, pues existen diversos factores
involucrados, especialmente el trabajo con sistemas vivos, asi como la necesidad del empleo
de diversas técnicas instrumentales, convirtiendo al estudio de la alelopatia en una ciencia
multidisciplinaria. Sin embargo, cualquiera que sean las propiedades de los compuestos
detectados en la planta, las caracteristicas tales como actividades biol6gicas diversas, tiempo
de vida media en el suelo, especificidad a un restringido grupo de organismos, ser inocuo para
la especie donadora; evitando de esta manera fendmenos de auto toxicidad; son las exigidas

para se considerado como un aleloquimico.
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No obstante, ninguna de estas caracteristica tendran algun significado ecolégico, si
este aleloquimico no es liberado al ambiente por un mecanismo lo suficientemente efectivo
para garantizar un nivel de concentracidbn toxico a la planta u organismo receptora.
Ecolégicamente, se han propuestos cuatro mecanismos para la excrecion de los aleloquimicos
al ambiente, involucrando fenémenos de volatilizacién, lixiviado, descomposicion de partes de
la planta en el suelo y exudados por raiz. Estos mecanismos implican que los aleloquimico
pueden encontrase en cualquier parte de la planta, y que la dinamica de su actividad es una
funcion del mecanismo en que este pueda ser liberado. Por ejemplo, la descomposicion de
residuos vegetal implica material senescente, que no implica una funcién activa de la planta,
mientras que volatilizacién y exudados de raiz, son procesos extremadamente activos donde

esta involucrado el tejido vivo de la planta.

Estrategias aplicadas en el estudio del fendmeno alelopético

El estudio del fenémeno alelopatico en la naturaleza, como se ha indicado, implica en
primera instancia, la observacion de los rasgos microscépicos del sistema, y a partir de esta
observacion, tratar de discernir pardmetros poblacionales que indiquen un dominio de una
especie sobre otra, tales como predominio, la exclusién y la distribucion de las especies
vegetales existentes, como indicadores del dominio poblacional de una de las especies que

constituyen el ecosistema (9-16).

Sin embargo, estos son so6lo parametros macroscépicos, es la manifestacion de una
serie de procesos que a nivel microscopico ocurren en el sistema, que denominamos el
componente quimico, y que es el responsable de las alteraciones bioquimicas y fisiolégicas
gue causan los rasgos macroscépicos observados. Es a partir de este componente quimico
(aleloquimico), y la separacion de las diferentes interacciones que pueden estar operando,
tales como la alelopatia y la competencia por nutrientes (33), lo que representan las principales
limitaciones de los resultados, y los origenes del escepticismo manifestado por muchos

ecologos (34).

Los primeros estudios que abordaron el efecto de las condiciones ambientales sobre el
desarrollo de las plantas se llevaron a cabo estudiando variables abiéticas, como condiciones
nutricionales, presion parcial de CO,, alcalinidad y alteraciones de las propiedades

fisicoquimicas del suelo (35, 36).

Sin embargo, las evidencias iniciales del efecto de una planta sobre otra, data del afio
300 antes de cristo, basada en la observacién del comportamiento macroscopico de las
comunidades de plantas, donde se observé que muchas cosechas, tales como leguminosas y

gramineas, destruian muchas malas hierbas, e inhibian el desarrollo de otras cosechas (37)
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Estas primeras observaciones sobre interaccidn planta-planta fueron realizadas por el
botanico griego Theophrastus en las que demuestra el valor de la observacion de los rasgos

macroscoépicos, enunciando la siguiente conclusion:

“Nosotros debemos considerar el caracter distintivo y la naturaleza general de las
plantas, desde el punto de vista de su morfologia, su comportamiento bajo condiciones

extremas, su modo de generacion y el curso entero de su vida” (38).

En cierto sentido, estas conclusiones siguen siendo validas, y son aplicadas en los
disefios experimentales para el estudio de la alelopatia, donde el termino “comportamiento bajo
condiciones extremas” y “curso entero de su ciclo de vida”, constituye el término “tratamiento” y
“respuesta”, en la mayoria de los dispositivos experimentales disefiados para aislar el efecto

alelopético de otros fendmenos en las interacciones de la planta con su entorno.

Sustentado en los términos tratamiento y dosis, los experimentos en el campo de la
alelopatia inicialmente estaban basados segun los postulados del bacteridlogo Aleman Robert
Coch -1843-1910- (39), donde cita una serie de condicionantes que necesitan ser totalmente
establecidas para asegurar que un organismo es causante de una enfermedad, resumidas en

cuatro directrices:

1.- La enfermedad tiene que estar siempre asociada a la presencia de un patégeno.

2.- El patégeno debe ser aislado del tejido enfermo in vitro.

3.- El patégeno inoculado sobre un organismo sensible, debe manifestar los mismos sintomas

originalmente encontrados.

4.- El patégeno es re aislado del tejido enfermo, y debe ser idéntico al inoculado.

Asi, Fuerts y Putnam (40) proponen una serie de criterios, obedeciendo la filosofia de
los postulados de Koch, las cuales deben de reunirse para aceptar como valida la hipotesis de

un fenémeno de interferencia entre plantas, mediadas por agentes quimicos o aleloquimicos:

1.- Identificacion y cuantificacion de los sintomas de interaccidn, excluyendo la posibilidad del

fenémeno de competicion.

2.- Aislar, identificar, ensayar y sintetizar el agente alelopatico.

3.- Simulacién de la interferencia mediante el suministro del agente alelopatico en las mismas

condiciones observada en la naturaleza.

4.- Cuantificacién de la dinamica de liberacién, movimiento y absorcion por organismos

receptores del agente alelopatico.
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Segun los datos bibliograficos consultados, no existen antecedentes donde todos y
cada uno de estos requerimientos sean satisfechos, sobre todo los referentes a la absorcién
del aleloquimico por la especie receptora, liberado de manera natural por una planta donadora.
La gran mayoria de los estudios llevados a cabo estan dirigidos al aislamiento, identificacion y
sintesis de agentes aleloquimicos, midiendo su actividad mediante bioensayos, estrictamente
disefiados y optimizados para probar la hipotesis de la naturaleza de su potencial alelopatico
(41,42).

En términos generales, estos bioensayos estan basados en objetivos bien especificos,
siendo dependiente de la naturaleza de la dualidad planta receptora/planta donadora y a las
caracteristicas del agente potencialmente alelopatico. Colectivamente, estos objetivos incluyen

algunas de las siguientes caracteristicas del fenémeno de la alelopatia:

Presencia y liberacion de aleloquimicos en la planta denominada donadora.

Inhibiciébn de los parametros de crecimiento de la planta denominada receptora e
interferencia del aleloquimico con sus procesos fisioldgicos.

Destino final del aleloquimico en el suelo.

Movimiento del aleloquimico en el suelo, y su absorcién por la planta donadora.
Fenomenos de destoxificacion del aleloquimico absorbido por la planta receptora.
Efecto del aleloquimico sobre la ecologia del suelo y dinamica de nutrientes.

Interaccién con promotores, inhibidores y sustancias neutras en el ambiente suelo.

Bajo estas directrices, se han desarrollado una gran diversidad de bioensayos para el
estudio de los efectos de los aleloquimicos aislados o liberados por plantas, sobre el
crecimiento y distribuciéon poblacional de otras en su vecindad, donde se incluyen los
microorganismos (43-46). En otras palabras, la interferencia de estos aleloquimicos sobre las
rutas metabdlicas o el funcionamiento fisioldgico normales de la planta receptora. En esta
direccién, la mayoria de los bioensayos se han centrado en la identificacion de aleloquimicos
potenciales, evaluar sus efectos fitotéxico o su efecto en el crecimientos de plantas, asociadas
0 no a la productora (plantas receptoras estandares o malas hierbas), con el objetivo de
implementar relaciones estructura actividad, que incluyen metabolitos secundarios,
aleloquimicos y andlogos sintéticos. Todo ello con la filosofia de que puedan ser aplicados

como herbicidas, o como aditivos en agentes quimicos reguladores del crecimiento (47).

Cada uno de estos bioensayos han sido aplicados de manera exitosa, pero
desarrollados y ajustados segun diversas variables, como especie receptora, su etapa de
desarrollo, soporte del medio nutritivo y el parametro a medir. Toda esto permitira realizar las
interpretaciones o relaciones entre la actividad (valor del parametro) y la estructura quimica del

aleloquimico (48-59).
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A pesar del amplio espectro de parametros medidos y controlados en estos
bioensayos, su extrapolacién a los procesos en el ecosistema natural ha sido tema de
discusiéon (60), y estos debates han originado recientemente el desarrollo de nuevas
metodologias para el estudio de la interaccion planta donadora-planta receptora (61,62);

aportando principalmente una mayor naturalidad al sistema planta-planta del bioensayo.

Sin embargo, en los inicios del desarrollo de estos bioensayos, se cometieron muchos
errores metodologicos (63), y aunque sin duda han sido corregidos en los desarrollados
durante los dltimos 15 afios (64), éstos han contribuido a un aumento en la poca credibilidad de
lo que pueda representar el fendmeno de la alelopatia en la distribucién poblacional de las

plantas.

Sobre esto en particular, es curioso observar que, aun siendo la ecologia una de las
ciencias que mas generosa ha sido en cuanto a la aceptaciéon de sus demostraciones
experimentales, sin la aclaracién minuciosa de los mecanismos microscopicos subyacentes del
sistema (21), son los ecoélogos los que han mostrado mayor escepticismo en cuanto a la

realidad del fenémeno de la alelopatia (65, 66).

Desde su punto de vista, el fendmeno de la alelopatia tiene que ser estudiada en sus
fundamentos bésicos, principalmente en la determinacién de los mecanismos microscépicos
subyacentes, entender el modo en que operan, y a partir de esta informacién, otorgar el peso

especifico que el fenédmeno tiene en la comunidad de las plantas de un ecosistema.

Métodos de estudio y La evidencias del fenémeno alelopatico

Sin duda, los mayores avances sobre el fendmeno de la alelopatia se han centrado
mas en la aplicacion que en la esencia del fendmeno, de tal manera que la mayoria de los
trabajos encontrados sobre la alelopatia estan dirigidos en el aislamiento, la elucidacion
estructural y la determinaciéon de alguna propiedad o actividad bioldgica de metabolitos

secundarios.

Sin embargo, el estudio de la esencia del fendmeno alelopéatico ha mostrado menor
atencién, pues éste resulta un sistema mas complejo, y desde el punto de vista ecoldgico, la
principal limitacién en su estudio ha sido, como hemos indicado, la factibilidad de separar el
efecto alelopatico de otros procesos ecolégicos (33). No obstante, a pesar de esta dificultad, se
han desarrollado algunas metodologias para este fin (18, 22, 67,68). En ellas el caracter
multidisciplinar de la alelopatia se ha puesto de manifiesto, y esta caracteristica ha aumentado
la dificultad de la demostracion del fenémeno. Incluso, algunos sugieren que es imposible
separar los efectos alelopaticos de otros procesos que operan simultdnea o secuencialmente

en la naturaleza (44).

10
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Los indicadores de la presencia del fendmeno no son muchos, y para ser convincente,
los estudios se enmarcan en la supresion de la posibilidad de que ocurran otras interacciones.
Debido a la complejidad en la separacién de un fenémeno de otro en la naturaleza, todo indica

gue es casi imposible demostrar el fendmeno de la alelopatia (68).

Uno de los resultados que ha demostrado, indicios tanto del caracter multidisciplinario
como de la interferencia por el fenémeno alelopatico, es el publicado por Bais et al. (69), donde
convergen diversas ramas de estudio, como la ecologia, la fisiologia, la bioquimica y estudios
citolégicos; en la investigacion del desplazamiento de una especie nativa por una invasora
ex0tica, y que éste desplazamiento es atribuido a la accién de () catequin como aleloquimico,
el cual fue dosificado a las especies receptoras a las mismas concentraciones encontradas en
el campo [80-600 mg de catequin.g'l de suelo seco.]. Estos autores caracterizaron el
mecanismo por el cual ¢)-catequin suprime la planta nativa, cuyo modo de accion transcurre
con la produccién de oxigeno activo en la raiz, el cual activa una cascada de sefales medidas
por la produccion de iones Ca(ll), donde se inician cambios importantes en la expresion

genética y finalmente, la muerte del sistema radicular.

Antecedentes como el descrito han demostrado la interferencia de un compuesto,
sobre la comunidad de varias especies de plantas, procedimiento que implica la determinacién
de varios requisitos descritos anteriormente implementados en la secuencia de la interaccién
mediada por el fendmeno alelopéatico, que van desde la identificacion del agente alelopético,
hasta su interaccion, no solo con la planta receptora, sino incluso su interaccion con sustancias

del medio.

En general, los trabajos referidos al fenémeno alelopatico, estan centrados en el
estudio de la dinamica de la biosintesis y acumulacién del potencial aleloquimico en las plantas
(70-74), estudios de la liberacion mediante los exudados de la raiz (75,76), de los efectos de la
descomposicion de su tejido vegetal (77), estabilidad quimica del aleloquimico una ves
traslocado al ambiente (78-80), la medida o registro de alguna actividad biolégicas (81-83) y
algunos datos sobre su absorcién y detoxificacion por las potenciales especies receptoras (84-
87).

Los disefios experimentales desarrollados para el estudio de cada uno de estos
procesos han sido evaluados separandolos de otros posibles fenédmenos que puedan ocurrir en
el sistema, por ejemplo, medir los niveles de aleloquimicos en los exudados de la raiz, evitando
los procesos de biotransformacion y de reabsorcion del aleloquimico. Aunque estos disefios
constituyen estudios sobre un sistema ideal, si se compara con lo que pueda ocurrir en la
naturaleza, en conjunto, sus resultados constituyen una informacion valiosa que han
contribuido a entender y ampliar las variables que intervienen en el estudio del fenémeno

alelopatico.
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Mas recientemente, se han desarrollado bioensayos para evaluar el potencial
alelopatico y niveles de exudados de manera simultdnea (60,61), donde la planta a la cual se
evaluard el potencial alelopatico (denominada especie donadora) es mantenida en un cocultivo
con una especie (denominada especie receptora) que servira de modelo para estudiar los
efectos causados por la presencia de la especie donadoras. Asi como en la mayoria de los
trabajos realizados en el campo de la alelopatia, la optimizacién del disefio experimental es un
elemento importante para alcanzar los objetivos planteados, representando una de las
variables mas importantes en el estudio de las interacciones planta-planta, de cuyos resultados
dependera la interpretacion de los resultados, y en gran medida definira el alcance de los

mismos.

Para el disefio del bioensayo de cocultivo; aunque méas préximo a una situacion real,
con el crecimiento de dos especies, con el objetivo de dar un seguimiento a los compuestos
involucrados en la interaccién, han de considerarse diferentes variables, dependientes de las
caracteristicas de las planta seleccionadas y del agente quimico (Figura 1). Caracteristicas de
la especies donadora como velocidad de crecimiento, niveles de aleloquimicos liberados
mediante exudado de raiz, densidad de plantas, etc., son variables fundamentales para el

registro del aleloquimco en todo el sistema, incluyendo este a la especie receptora.

Por ejemplo, se ha demostrado que en el caso de las benzoxazolinonas, la mayor
cantidad de estos compuestos son liberados mediante exudados de la raiz durante sus estados
iniciales de crecimiento (61), por lo cual, tiempos de pregerminacion muy prolongados,
implicarian una menor concentracion de los aleloquimicos en el cocultivo como consecuencia
del trasplante; permaneciendo una cantidad significativa de compuestos en el medio empleado
para la pregerminacién. Asi, para este tipo de compuestos, es conveniente que el tiempo de
pregerminacién sea suficiente para asegurar un nimero predeterminado de plantulas viables,

pero que no represente una pérdida considerable de los compuestos en los exudados.
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Figura 1. Variables propuestas para la optimizacion del bioensayo en cocultuivo en el estudio

de la interaccion mediadas por agentes quimicos entre plantas.

Sin embargo, para el caso de las plantas receptoras, el tiempo de pregerminacion
estarad ceterminado por el nivel de inhibicién del crecimiento provocado por el aleloquimico
(sensibilidad), de esta manera, si el aleloquimico muestra altos niveles de inhibicién de la raiz,
por ejemplo, tiempos muy cortos de crecimiento antes de su transplante, podria ocasionar la

inviabilidad de las plantas y del bioensayo.

El compromiso en el tiempo de pregerminacion dependera de la dinamica de liberacién
del compuesto por parte de la planta donadora y los niveles de fitotoxicidad registrados frente a
la planta receptora, que permitan logran una méaxima sensibilidad en el bioensayo. Este
desfase entre el tiempo de crecimiento de ambas plantas, antes de su ensayo de interaccion

mediante su cocultivo, es un parametro a considerar en cualquier ensayo.

Por otra parte, la densidad de las plantulas en el bioensayo, y el tiempo de cocultivo,
son también parametros importantes, pues es lo que determinara la posibilidad de detectar el
aleloquimico en el tejido de la planta receptora. Asi, altas densidades de la planta donadora
garantizan una mayor concentracién del aleloquimico en el exudado, pero al mismo tiempo, es
importante que esta densidad no ocasione una inhibicién total de crecimiento de la especie
receptora, imposibilitando de esta manera el cocultivo. Por otra parte, periodos largos de

cocultivo podria permitir a las plantas receptoras una resistencia hacia el aleloquimico,
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mediante sus procesos naturales de resistencia, como la detoxificacién, disminuyendo de este
modo los niveles endégenos, y dificultando su deteccién. De esta manera, tanto las
caracteristicas de crecimiento, liberacion del aleloquimico, como la densidad en el ensayo de la
planta donadora como la receptora, han de ser optimizados segun las necesidades u objetivos

propuestos.

Por ejemplo, mra una maxima sensibilidad del ensayo, estas variables han de ser
controladas tal que, por ejemplo, la densidad de la planta donadora y el grado de afectacién de
la receptora, se ajusten a una curva dosis respuesta, de manera de poder calcular parametros
tales como EDsq, que representa la densidad de plantula que causa un 50% de reduccion del
parametro de crecimiento evaluado respecto a una poblacién control (60). Esta valor de EDsg
nos permitira determinar cual especie donadora presenta mayor actividad alelopatica, que
parametro evaluar (peso y/o longitud del tallo o de la raiz), arroje la méaxima sensibilidad en el

disefio del bioensayo.

Por otro lado, si el objetivo del ensayo es un seguimiento del aleloquimico desde su
biosintesis en la planta donadora hasta su absorcion por la receptora, estas variables no se
ajustaran a una funcion dosis-respuesta, sino aquellas condiciones que me permitan la
deteccién del aleloquimico objeto de estudio en todo el sistema. Como consecuencia, los
parametros y/o variables de disefio del bioensayo se complican, pues el método de analisis del
aleloquimico formard parte de una variable mas considerar, donde las caracteristicas
instrumentales, como el limite de deteccion y de cuantificacion (88, 89), son los que gobernaran

las variables biologicas en el disefio del bioensayo (crecimiento y densidad de las plantas).

A pesar de que en un disefio de cocultivo muchas variables pueden ser controladas de
tal manera que solo opere la interferencia gobernadas por compuestos quimicos, donde
competencia por nutrientes, luz, o el efecto de cambios de otros parametros tales como el pH,
sean anuladas; el estudio es extremadamente complicado, pero este disefio representa uno de

los que mayormente refleja una condicién natural.

El reto que hoy dia se presenta es estudiar este sistema con el objetivo de seguir el
aleloquimico desde la especie receptora hasta la donadora, de una manera dinamica; es decir,
durante el tiempo en que las dos especies estén enfrentadas. El poder determinar toda la ruta
del aleloquimico, significaria dar una evidencia contundente de la traslocacion de un
aleloquimico sintetizado por una especie, liberado al ambiente, detectado en los tejidos de la
especie receptora, donde ademdas se registren efectos anormales en sus parametros de
crecimiento. Todo ello representaria una evidencia del fenémeno alelopatico, hoy dia pendiente

de ser demostrado.
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El fenédmeno alelopatico y la busqueda de herbicidas.

Durante muchos afios, los estudios sobre alelopatia fueron llevados a cabo
principalmente por botanicos, dirigiendo sus estudios en funcion de tres directrices: a) estudiar
la préactica del uso del desecho de cosechas en coberturas, b) rotacién de cultivos o inter
cosechas, y c) estudiar el efecto de extractos de plantas con propiedades alelopaticas en el

rendimiento de cosechas.

Mas recientemente, debido al mejoramiento y refinamiento de las técnicas de de
aislamiento y caracterizacion, sumado al disefio novedoso de cultivo y bioensayo, los trabajos
de investigacion estan dirigidos a la determinacién de la naturaleza estructural de los productos
naturales que realmente son responsables de los efectos fitotdxicos observados, dandole un
resurgimiento a la alelopatia, convirtiéndola en un “fenémeno diagndstico” para la blisqueda de
moléculas con actividades biolégicas importantes. Asi, la alelopatia es usada hoy dia como una
herramienta para identificar especies de plantas que puedan presentar efectos fitotoxicos, las
cuales contendran especies quimicas que muestren esta actividad sobre especies de malas

hierbas no resistentes y sus biotipos resistentes (Figura 2).

Estos productos que eliminan la competencia de otras especies, o incluso que
estimulan la germinacion o el crecimiento de otras especies, han despertado cierto interés,
principalmente a la posible aplicacion de estos en la agricultura, debido, entre otras

propiedades, a su actividad herbicida de una manera selectiva (90-92).
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Figura 2. Niveles de estudios abordados en la basqueda de herbicidas a partir de plantas.

Este hecho a despertado un interés desde el punto de vista agronémico, pues cada ves

es mas imperante la necesidad de encontrar nuevos herbicidas, entre otras causas, por la
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proliferacion de malezas que han mostrado resistencia frente a los herbicidas convencionales,

origindndose biotipos muchas mas dificiles de controlar (93-96).

Ademas de la paricién de estos biotipos resistentes, la necesidad de generar herbicidas
gue produzcan un menor impacto en el ambiente, y de cuyos residuos (productos de sus
biotransformaciones) sean inocuos para muchos organismos, entre ellos el hombre, ha
originado una creciente explotacion de las fuentes naturales de compuestos, que en principio,
son mas especificos en su modos de acciéon, con productos de biotransformacién mas

tolerables por el ambiente.

Sin embargo, en la actualidad, la alelopatia y los efectos fitotdxicos observados en
determinadas moléculas, esta siendo vista no como una fuente directa de compuesto activos,
sino como una fuente de estructuras bases, a partir de las cuales, mediante modificaciones
sintéticas, daran origen a potenciales herbicidas. Asi, una gran diversidad de productos con
potencial alelopéatico han sido encontrados, y de su evaluacion fitotoxica, propuestas como
moléculas bases para el desarrollo de herbicidas, donde se encuentran terpenos (97),

cumarinas (98), benzoquinonas (99) y alcaloides (100) (Figura 3).

A partir de las modificaciones estructurales sintéticas, se originan una serie de
derivados modificados, formando una libreria de compuestos. La evaluacién de las actividades
fitotoxicas sobre diferentes especies o series de esta libreria, permiten llevar a cabo relaciones
estructura actividad (SAR) y estructura reactividad cuantitativas (QSAR) (101-104), que
determinen los rasgos estructurales necesarios para la actividad, asi como ciertos parametros
(operadores y descriptores moleculares) que indicaran el peso especificos de algunas

propiedades fisicoquimicas que controlan las actividades.
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Figura 3. Estructura de algunos metabolitos de origen secundario con propiedades fitotoxicas.

De esta manera es posible manipular sintéticamente la molécula con el objeto de

acentuar los rasgos estructurales y fisicos a fin de mejorar la actividad bajo estudio, en el caso

de herbicidas, sus actividades fitotoxicas. Asi, con este tipo de estudio, se han logrado

proponer diferentes moléculas con propiedades herbicidas, cuyo origen inicial ha sido el

aislamiento de sus estructuras madres a partir de fuentes naturales (Figura 4).
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Como un ejemplo de esta metodologia, Macias y colaboradores (105) han partido de
moléculas de origen natural en la busqueda de modelos de herbicidas. Tomando como
molécula modelo el esqueleto de las benzoxazinonas (Figura 5), una familia de compuestos
detectados en los exudados de la raiz de plantas como el maiz, el trigo y el centeno (106-109),
los cuales han mostrado una amplia variedad de actividades biologicas, entre ellas las

fitotoxicas y alelopaticas (110-116).

Los resultados sobre estudios SAR de las modificaciones sobre las estructuras de las
benzoxazinonas (Figura 4, 117), encontraron que la actividad fitotéxica es una funcion de los
efectos estéricos y electronicos causados por los sustituyentes introducido en el esqueleto
base, donde el volumen molecular y momento dipolar resultan los mas relevantes. A partir de
los estudios QSAR, se encontré que la liposolubilidad (la solubilidad en medio oleoso) es un
factor determinante en la actividad ftotdxicos, y que en algunos casos, los derivados muestran
una mayor actividad fitotoxica y selectividad sobre la especie receptora que sus productos

naturales de partida (105).
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Figura 4. Modificaciones sintéticas sobre moléculas de origen natural para la basqueda de

modelos de herbicidas.
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Productos naturales explotados como herbicidas comerciales.

La obtencion de herbicidas y agroquimicos basados en fuentes naturales son atractivos
por varias razones. Primero, la mayoria de ellos son solubles en agua, y como resultado, es
posible que sean activos a muy bajas concentraciones, reduciendo su presencia en el
ambiente. Son mas inocuos al ambiente, ademas de presentar modos de accidon no registrados
a los herbicidas hoy dia existente, convirtiéndose en una promesa en el control de los biotipos

resistentes.

Sin embargo, el desarrollo del uso de herbicidas fuentes naturales en la industria
agroquimica ha sido muy limitado. Varias razones o variables han de ser consideradas para
llegar a explotar este aleloquimico como agente de control de malas hierbas, donde es posible
citar: a) Cantidad de sustancia activa aislada, generalmente muy limitada para los diferentes
tipos de bioensayos. b) Necesidades de pruebas toxicoldgicas y ambientales. El hecho de que
el producto sea de origen natural, no garantiza que sea seguro al ambiente, y de hecho, la
mayoria de los téxicos para los mamiferos son de origen natural, y dentro de estos, muchos
provienen de las plantas. c¢) Originar compuestos derivados a partir del natural, mediante
manipulacién de la estructura molecular o sintesis quimica. Una de las caracteristicas en
general de los productos naturales es su extremada complejidad estructural, lo cual es un
factor limitante en la obtencién de series que permitan realizar estudios SAR y QSAR, d) una
ves detectado el producto activo, o su analogo modificado, es necesario la extracciéon en masa
del compuesto de su fuente natural, o en su defecto, una ruta sintética relativamente sencillas y

rentable.

Para esto, la especie o variedades deben de producir grandes cantidades del producto
con propiedades herbicidas, donde la manipulacién genética para incrementar la produccion
del compuesto se convierte en una variable y factor limitante en el proceso de desarrollo de
herbicidas. Incluso, muchos herbicidas a bajas dosis pueden causar un incremento en los
niveles de fitoalexinas presentes en muchas plantas de interés agronémico, con lo cual el
efecto de este producto sobre la quimica de las plantas a proteger debe de estar incluido en el

protocolo de desarrollo de bioherbicidas. €) Por ultimo, recientemente el desarrollo de
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herbicidas a partir de fuente natural se ha visto limitada por la patentabilidad de los compuestos
o0 moléculas. La patente puede ser efectuada tanto sobre el compuesto natural asi como
compuestos sintéticos, hecho este que limita de manera decisiva los estudios de actividad

bioldgica.

A pesar de estas variables que dificultan la basqueda de compuestos modelos de
herbicidas, existen casos donde moléculas de origen natural estan siendo explotadas como

herbicidas comerciales, tales Cinmetilina, Bialafos, Glufosinatos y Dicamba.
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Figura 5. Compuestos aislados a partir de plantas que han sido explotados como herbicidas

comerciales.

Cinmetilina ha sido aplicado para el control de malas hierbas durante periodos corto de
tiempo (118). Bialafos es actualmente comercializado en Japdn bajo el nombre de Herbace”
(119). Un derivado quimico de la leptospermone, un componente de los aceites esenciales de
Leptospermum scoparium (120), origino al mesotrione (121), el ingrediente activo del herbicida
comercial Callisto ©, un herbicida sistémicos, selectivo y de aplicacién post emergente, el cual
puede controlar malas hiervas que han desarrollado resistencia a la antrazina, principalmente
aplicado en cultivos de maiz. Otro derivado de la leptospermona, la sulcortiona, ha sido
comercializado en Europa por la Bayer CropScience bajo el nombre de Mikado®, siendo
también un herbicida post emergente, utilizado ampliamente en los cultivos del maiz y cafa de

azucar frente a una gran variedad de malas hierbas.

Estos ejemplos de productos naturales con una amplia aplicacion en el control de
malas hiervas, demuestra la aplicabilidad de la explotacion de los productos de origen natural
como fuente de una amplia variedad de compuestos con actividades bioldgicas importantes.

Aqui solo se ejemplifican aquellos compuestos de origen vegetal para el control de malas
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hierbas, sin embargo, otras fuentes naturales como metabolitos a partir de cultivo de
microorganismos, hongos, microbios, etc., son también una fuente rica en compuestos
novedosos, no solo con actividad fitotdxica, sino insecticidas (122,123), repelentes (124-127) y

larvicidas (128-131), entre otras actividades.

Conclusiones

La interaccion entre plantas, promovidas por agentes quimicos, ha sido un tema de
extensa investigacion, donde la ecologia y su variante, la quimica ecolégica, ha sido la
encargada de estudiar y explotar este fenémeno. Aunque la demostracién del fenémeno,
resumido en la deteccion del compuesto liberado por una especie, en el tejido vivo de otra
especie, es una tarea pendiente en el estudio de los principios basicos de la accion alelopatica,
es sin duda las aplicaciones que el fenédmeno ha permitido lo que le ha dado una mayor

importancia.

Desde sus inicios hasta nuestros dias, la alelopatia ha experimentado un desarrollo
significativo, encontrandose que es un mecanismo de interaccion muy complejo, confiriéndole
un caracter interdisciplinario. De esta manera, encontrar su explotacién, como por ejemplo, la
basqueda de herbicidas naturales, requiere de la participacién de botanicos, ecoélogos,

quimicos orgéanicos y analiticos, e inclusos bi6logos moleculares.

A pesar de esta convergencia de ciencias, el estudio de la busqueda de herbicidas
naturales no es una tarea facil, donde muchas limitaciones son encontradas. Por ejemplo, el
alto costo de su obtencion a partir de la fuente natural, moléculas con rutas de sintesis
complejas, una actividad muy restringida y sobre todo, los efectos fitotoxicos que puedan

mostrar sobre organismo no receptores.

Otros elementos ecolégicos recientemente han sido considerados en el estudio del
fenébmeno dirigido a la basqueda de modelos de herbicidas, tales como factores edaficos,
habitat y clima, han sido incluidas como variables que determinaran el destino, persistencia, y
disponibilidad, tanto desde un punto de vista cuantitativo como cualitativo, de los aleloquimicos

liberados en la rizosfera.

Estas variables determinaran la especie verdaderamente activa y los niveles de
concentracion alas cuales ellos muestran los efectos observados, dos factores fundamentales
para el desarrollo de compuestos altamente fitotéxicos. De esta manera, la estabilidad en el
suelo ha sido incluida en los estudios de los compuestos exudados por la raiz, donde es
necesario determinar su persistencia en suelo, su absorcion fisica y quimica con las particulas
del suelo y, de mayor importancia, las diferentes especies a la que es convertido por los
procesos hioldgicos de la rizésfera.
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Por ultimo, son los quimicos organicos sintéticos los que tendran la uUltima palabra en el
desarrollo de bioherebicidas, pues la sintesis de la amplia variedad de productos naturales con
actividad alelopética, asi como de modificaciones estructurales sistematicas y controladas que
generen estructuras analogas, son fundamentales para un estudio mas detallado de las
necesidades estructurales para la actividad observada; es decir, llevar a cabo relaciones SAR
y QUSAR, y en Ultima instancia, determinar los modos de accioén de los agentes naturales y sus

analogos sintéticos.
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