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Resumen

El purin de ortiga es usado en cultivos frutihorticolas como bioestimulante vegetal y para
el control de plagas y enfermedades; sin embargo, la informacién sobre su composicién
y sus efectos sobre organismos no blanco es escasa. El objetivo del trabajo fue evaluar
la influencia del tiempo de almacenaje del purin en los efectos sobre la germinacion y el
crecimiento de Lactuca sativa y la relacion de estos efectos con las concentraciones de
fitohormonas del purin. Se realizaron cuatro bioensayos de toxicidad de purin con
semillas de L. sativa, evaluando los efectos sobre la germinacion y la elongacién de
radicula e hipocdtilo, usando purines con distintos tiempos de almacenamiento. El efecto
del purin sobre los puntos finales evaluados varié con la dilucién empleada y con el
tiempo de almacenamiento. Parte de las respuestas detectadas podrian explicarse con
el contenido de fitohormonas del purin. Este tipo de informacion contribuiria a un uso
seguro de biopreparados en dosis adecuadas.
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Abstract

Nettle slurry is used as a plant biostimulant and for the control of pests and diseases in
fruit and vegetable crops. However, there is scarce information on its composition and its
effects on non-target organisms. The objective of this work was to evaluate the effects of
the storage time of the slurry on the effects on the germination and growth of Lactuca
sativa and to study the relationship of these effects with the content of phytohormones in
the slurry. Four toxicity bioassays of nettle slurry with L. sativa seeds were conducted,
evaluating the effects on germination and radicle and hypocotyl elongation, using slurries
with different storage times. The effect of the slurry on the studied endpoints varied in
relation to the dilution used and the storage time. Part of the responses detected could
be explained by the contents of auxin, abscisic acid, and gibberellic acid of the slurry.
This type of information would contribute to the safe use of biopreparations in adequate
doses.
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Introduccioén

Los biopreparados son productos de facil elaboracién a partir de materiales de origen
natural, que representan una alternativa al uso de agroquimicos sintéticos, siendo una
opcion de bajo costo y biodegradable (Price Masalias, 2010). Entre ellos, el purin de
ortiga es un extracto fermentado en presencia de oxigeno, utilizado en producciones
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agroecologicas o0 en transicion en Argentina y en particular en el Cinturén Horticola
Platense como bioestimulante vegetal y para el control de plagas y enfermedades en
cultivos frutihorticolas (Mediavilla, 2013; MTE, 2020).

El purin de ortiga suele aplicarse puro o en distintas diluciones en agua, durante todo el
ciclo del cultivo, incluyendo la siembra (Mediavilla, 2013; MTE, 2020). El tiempo de
almacenamiento recomendado para este biopreparado es de hasta seis meses (Price
Masalias & Merztal, 2010). Sin embargo, al tratarse de un producto con actividad
microbiana, su composicion es dinamica, va cambiando en el tiempo y, por lo tanto, es
esperable que sus efectos varien en funcion del tiempo de almacenamiento. Si bien hay
algunos trabajos sobre el efecto del purin como bioestimulante (Chimento et al., 2019;
Domenico, 2019), hay muy poca informacién cientifica sobre la composicion quimica y
microbiana de este producto y su variabilidad en funcién de la materia prima, las
condiciones de elaboracion y almacenamiento, los efectos secundarios sobre
organismos no blanco y los constituyentes bioactivos responsables de dichos efectos
(Garmendia et al., 2018; Stoeff Belkenoff et al., 2022). Debido a la materia prima de
origen y al modo de preparacion, es esperable que el purin presente fitohormonas en su
composicién. Entre ellas, las auxinas regulan el alargamiento de la raiz y los tallos en las
plantas. Sin embargo, concentraciones supradptimas reducen el crecimiento hasta
inhibirlo, pudiendo causar la muerte de la planta. Por otra parte, el balance entre
giberelinas y acido abscisico regula la dormicion primaria de las semillas y por ende su
capacidad germinativa (Echeverria et al., 2008).

El bioensayo de toxicidad con semillas de lechuga (Lactuca sativa) permite evaluar los
efectos de mezclas complejas en la germinacion y el desarrollo de las plantulas. Ademas
de considerarse la lechuga un buen organismo diagndstico para comparar toxicidad de
diferentes compuestos, su respuesta puede ser representativa del efecto en semillas o
plantulas en general (Sobrero & Ronco, 2004).

En este marco, se plantea como objetivo del trabajo evaluar los efectos del tiempo de
almacenamiento del purin de ortiga sobre la germinacion y el crecimiento de L. sativa 'y
estudiar la relacion de estos efectos y las concentraciones de fitohormonas presentes en
el purin.

Metodologia

Los purines de ortiga se elaboraron a partir de plantas de Urtica dioica L. cosechadas de
una granja en Marcos Paz, Provincia de Buenos Aires, sin historia de uso de
agroquimicos. Se coloco 1 kg de la parte aérea de plantas frescas, cortadas en trozos
pequefios, en 10 L de agua. Se dejo reposar revolviendo una vez al dia hasta observar
el cese de la generacion de gases, proceso que durd entre 10 y 14 dias. Luego se filtré
a través de una tela de algodon y se almacend en un recipiente plastico en oscuridad a
temperatura ambiente hasta su uso en los bioensayos.

Al momento de realizar cada ensayo se midieron el pH, la conductividad eléctrica (CE) y

el oxigeno disuelto (OD) del purin usando una sonda multiparamétrica. A su vez, se
determinaron los contenidos de acido indol-3-acético (AlA), acido giberélico (GAs), acido
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abscisico (ABA), acido salicilico (SA), acido jasmonico (JA), acido indol-butirico (AIB) y
kinetina (KIN) en los purines mediante cromatografia liquida acoplada a espectrometria
de masas tandem de ultima generacion.

Se realizaron cuatro bioensayos de toxicidad de purin de ortiga con semillas de L. sativa
(Ensayos 1 — 4), evaluando los efectos de diferentes diluciones sobre la germinacion y
el crecimiento. Se usaron tres purines con distintos tiempos de almacenamiento (Tabla

1),

Tabla 1. Caracteristicas de los purines de ortiga utilizados en los bioensayos de
toxicidad.

Ensavo Purin de Fecha de Tiempo de almacenamiento
4 ortiga elaboracion (dias)
E”Sfyo Purin 1 Septiembre 2021 99
Ensayo 15
2 Purin 2 Mayo 2022
Ensayo 106
3
E”Sfyo Purin 3 Septiembre 2022 171

Los bioensayos se realizaron segun el protocolo estandarizado (IRAM, 2008), usando
semillas de lotes seleccionados (germinacion = 80% y coeficiente de variaciéon < 30% en
el control negativo). Se colocaron en placas de Petri con discos de papel de filtro
saturados con purin (en la dilucién correspondiente) o con agua declorada (control
negativo) y se incubaron 120 h en oscuridad a 25+2°C. Luego se cuantificod la
germinacion y, en los tratamientos donde la germinacion superdé el 30%, se midieron las
longitudes de la radicula y del hipocétilo. Se estimaron los porcentajes de inhibicién de
la germinacion y del crecimiento de la raiz y del hipocétilo de los tratamientos respecto
al control. Se realiz6 el analisis estadistico de los datos obtenidos con una significancia
del 5%, obteniendo valores de NOEC (concentracion mas alta empleada en el bioensayo
que no causo un efecto significativo) y LOEC (concentracion mas baja empleada en el
bioensayo que causo un efecto significativo) para los datos de longitud, utilizando el
software Statistica. Las IC50 (concentracion inhibitoria media) se estimaron con el
modelo probit.

Resultados y discusiones

Los purines de ortiga presentaron valores de CE entre 4,6 y 5,9 mS/cm, pH entre 5,7 y
7,7 y OD igual o menor a 3 mg/L. Estos resultados son cercanos a los valores de CE y
pH registrados por Marici¢ et al. (2021) y Garmendia et al. (2018) en purines de ortiga.

Los purines de ortiga inhibieron significativamente la germinacion en las semillas de L.
sativa en el ensayo 1 (83% y 21% de inhibicion para el purin puro y la diluciéon del 50%
v/v respectivamente) y el ensayo 4 (100% de inhibicién usando el purin puro), mientras
que en los ensayos 2 y 3 el purin no mostré efectos significativos sobre la germinacion.
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En lo que respecta al crecimiento, con excepcidn del ensayo 4, en todos los experimentos
realizados se observaron efectos inhibitorios sobre las longitudes de la radicula y del
hipocétilo (Figura 1). El crecimiento del hipocétilo sélo se inhibid significativamente en
las maximas diluciones estudiadas en los ensayos 1, 2 y 3, mientras que en algunas
diluciones de los ensayos 2 y 3 se observo un incremento en el crecimiento de este
organo respecto al control, en diluciones menores a las que inhibieron la elongacion. El
crecimiento de la radicula se inhibi6 significativamente en los cuatro ensayos, con valores
de LOEC entre 1% v/vy 25% v/v y NOEC iguales o menores a 12,5% v/v. Estos
resultados indican toxicidad diferente del purin de ortiga para ambos 6rganos de la
planta, siendo mas sensible la radicula que el hipocatilo.
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Figura 1. Porcentaje de inhibicion de la elongacion del hipocdtilo y la radicula en
semillas de L. sativa para las diferentes diluciones de purin de ortiga. * indica
diferencias significativas respecto al control.

El menor valor de LOEC obtenido correspondié a las diluciones de 1% v/v, lo cual podria
indicar que las diluciones iguales o mayores al 1% v/v tendrian efecto inhibitorio del
crecimiento de las plantulas ante una exposicion directa de las semillas en medio liquido.
Desde una mirada agrondmica, este resultado es relevante considerando que el purin
de ortiga suele aplicarse incluso al momento de la siembra y que las dosis recomendadas
para la aplicaciéon en cultivos frutihorticolas van desde el 1% hasta el 100%, diluciones
que podrian considerarse, de acuerdo con los resultados obtenidos, no seguras para las
semillas estudiadas (Domenico, 2019). Sin embargo, es importante mencionar que las
semillas fueron expuestas al purin de forma directa en medio acuoso, situacion que no
ocurre en un escenario real en el que se aplica sobre el suelo.

Las IC50 de elongacién de la radicula para los ensayos 2, 3 y 4 fueron 28,5% v/v, 53,3%
viv'y 64,2% vlv, respectivamente. Considerando el tiempo de almacenamiento de los
purines al momento de cada ensayo, pareceria existir una disminucién en la toxicidad de
éste con el paso del tiempo. Es importante mencionar que un valor mayor de IC50
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significa que es necesaria una mayor dosis para generar un 50% de inhibicion, lo que
implica menor toxicidad del producto.

La tabla 2 muestra las concentraciones de fitohormonas en los purines al momento del
ensayo. Se observa una disminucién de casi el 50% del contenido de AlA luego de 90
dias. En el purin usado en el ensayo 4 no se detectd AlA, lo cual podria indicar la
degradacion de dicha hormona por el paso del tiempo. Dado que en los ensayos 2, 3y
4 hubo una inhibicién significativa de la longitud de la radicula, esto podria indicar que
dicho efecto no seria causado, o, al menos, no de forma exclusiva, por el AlIA (Figura 1).
Taiz & Zeiger (2002) mencionan que dosis de 175 pg/L a 1750 ug/L de auxinas inhiben
el crecimiento de las raices y promueven la elongacion de hipocétilos, y que dosis de
175 mg/L generan inhibicion del crecimiento de tallos. Similarmente en nuestro estudio
observamos estimulacion de la elongacion del hipocaétilo a concentraciones de AlA entre
59 pg/L y 16,5 pg/L y entre 7,1 ug/L y 17,75 ug/L (Figura 1). Este fenémeno,
caracterizado por una estimulacion a bajas dosis, seguida por una respuesta inhibitoria
a dosis mas altas, se conoce como hormesis. En el caso del ensayo 4, en el que no se
detectd AlA, no se observé hormesis. Esto podria indicar que dicho efecto esta asociado
a la presencia del AlA.

Tabla 2. Concentraciones de fitohormonas (ug/L) en los purines de ortiga.
E"say Purin|AIA.  |GA; |ABA [SA |JA |AIB |KIN
2 65,9 30,1 [3,8 N/A  [N/A N/A N/A
2 1207,
3 35,5 13,6 [1,7 2,1 4 N/A N/A
4 3 ND 3,5 390 N/A  [N/A ND ND

ND: analizada y no detectada en la muestra. N/A: no analizada en dicha muestra.

Para aquellos ensayos en que se observo inhibicion significativa del crecimiento, se
estimo la dilucidn de purin correspondiente al punto de inflexion entre la respuesta de
estimulacién y la de inhibicion. El punto de inflexion observado para elongacion de la
radicula en el ensayo 1 fue 10,8% v/v; para el ensayo 2 fue 0,005% v/v; para el ensayo
3 fue 9,4% v/v y para el ensayo 4 fue 1,1% v/v. Por otro lado, el efecto sobre la elongacion
del hipocétilo presentd puntos de inflexion en diluciones entre 25% v/v y 50% v/v para el
ensayo 1y entre 50% y 100% v/v para los ensayos 2 y 3 (Figura 1). Estos resultados
serian coincidentes con la mayor sensibilidad de las células de la radicula respecto de
las del hipocétilo en la respuesta a las auxinas antes mencionada.

Por otra parte, se puede observar que la relacién ABA:GA en el ensayo 4 es mayor que
en los ensayos 2 y 3. Se considera que el ABA induce la dormicion de las semillas y su
mantenimiento, mientras que las GAs eliminan dicho estado y promueven la germinacion
(Matilla, 2008). Por esta razon, la inhibicion de la germinacion en el ensayo 4 podria estar
asociada a la mayor relacion ABA:GA en el purin. Roth-Bejerano et al. (1999) observaron
inhibicion de la germinacion de semillas de lechuga incubadas 72 h con 2643 pg/L de
ABA exdgeno. Matilla (2008) menciona que el ABA exdgeno provoca una respuesta
temporal y espacial, diferente a la del ABA enddgeno, que es permanente. Por lo tanto,
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futuros trabajos deberian enfocarse en estudiar si el efecto del purin de ortiga sobre la
germinacion es temporal o permanente.

Conclusiones

El efecto del purin de ortiga sobre la germinacién de semillas y elongacién de plantulas
de L. sativa varidé con la dilucion empleada y el tiempo de almacenaje. Se observd
sensibilidad diferente entre la radicula y el hipocaétilo, siendo mas sensible la radicula
con valores de LOEC de inhibicion entre 1% v/v y 25% v/v. En relacion con estos efectos,
pareciera existir una disminucién en la toxicidad con el paso del tiempo. Los resultados
indican que la inhibicion de la elongacion de la radicula no seria causada, al menos de
forma exclusiva, por el AIA; mientras que la hormesis observada si podria asociarse a la
presencia del AlA. Por otro lado, la inhibicidon de la germinacion podria estar asociada a
la relacion ABA:GA en el purin. Consideramos importante estudiar el efecto
bioestimulante del purin de ortiga en funcién del tiempo de almacenamiento, a fin de
reajustar las recomendaciones de almacenaje. Generar informacion relativa a los efectos
sobre organismos no-blanco y los componentes bioactivos asociados a dichos efectos
es necesario para promover el uso seguro de biopreparados en dosis adecuadas.
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