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ABSTRACT

Biopreparations represent an important alternative to the use of synthetic
agrochemicals. Among them, nettle slurry (Urtica sp.) is used as a biostimulant and
in the control of pests and diseases. However, there is no information on its effects
on non-target organisms of the agroecosystem. The objective of this work was
to study the lethal effects of different dilutions of nettle slurry on the free-living
model nematodes Caenorhabditis elegans and Panagrellus redivivus (key organisms
in the soil structure). Five toxicity bioassays were carried out in a liquid medium on
C. elegans and one on P. redivivus. Three nettle slurries with different processing
conditions and storage times were used. The slurry proved to have lethal effects
on C. elegans individuals depending on the dilution of exposure. The information
obtained on the ecotoxicity of biopreparations can contribute to the optimization
of horticultural practices.

RESUMEN

Los biopreparados representan una importante alternativa al uso de agroquimicos
sintéticos. Entre ellos, el purin de ortiga (Urtica sp.) es utilizado como bioestimulante
y para el control de plagas y enfermedades, aunque no existe informacion acerca
de sus efectos sobre los organismos no-blanco del agroecosistema. Se plantea
como objetivo del trabajo estudiar los efectos letales de diferentes diluciones de
purin de ortiga sobre los nematodos modelo de vida libre Caenorhabditis elegans'y
Panagrellus redivivus (organismos clave en la estructura edéfica). Se realizaron cinco
bioensayos de toxicidad en medio liquido sobre C. elegans y uno sobre P, redivivus,
utilizdndose tres purines con distintas condiciones de elaboracién y tiempo de
almacenamiento. El purin demostrd tener efectos letales sobre los individuos de C.
elegans dependiendo de la dilucién de exposicion. La informacion obtenida sobre
la ecotoxicidad de los biopreparados puede contribuir a la optimizacién de las
préacticas horticolas.

RESUMO

Os biopreparados representam uma importante alternativa ao uso de agroquimicos
sintéticos. Entre eles, o esterco de urtiga (Urtica sp.) é utilizado como bioestimulante
e para o controle de pragas e doencas, embora n&o existe informacéo dos seus
efeitos sobre 0s organismos ndo-branco do agroecossistema. Apresenta-se como
objetivo do trabalho estudar os efeitos letais de diferentes dilucdes de esterco
de ortiga sobre os nematdides modelo de vida livre Caenorhabditis elegans e
Panagrellus redivivus (organismos chave na estrutura edafica). Realizaram-se
cinco bioensaios de toxicidade em meio liquido sobre C. elegans e um sobre P
redivivus, utilizando trés estercos com distintas condicdes de elaboracéo e tempo
de almacenamento. O esterco demostrou ter efeitos letais sobre os individuos
de C elegans dependendo da dilucdo de exposicdo. A informacdo obtida sobre
a ecotoxicidade dos biopreparados pode contribuir a optimizacédo das préaticas
horticolas.
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Introduccion

La modalidad de produccién agricola que predomina actualmente en el mundo se basa en
sistemas de creciente tecnificacién, con un alto requerimiento de insumos externos costosos.
El uso intensivo de agroquimicos trae consecuencias negativas tales como la contaminacién
del agua y el suelo, efectos adversos sobre especies no-blanco, pérdida de biodiversidad,
pérdida de la capacidad productiva del agroecosistema a largo plazo, presencia de residuos
de plaguicidas en alimentos y riesgos para la salud humana. Ello se traduce finalmente en un
modelo ambientalmente insustentable y socialmente excluyente (Molpeceres et al., 2023).

En este contexto adverso, la agroecologia emerge como una alternativa de produccién con
un enfoque integral que aplica principios tanto ecoldgicos como sociales al disefio y manejo
de agroecosistemas sustentables. Se basa en aprovechar los ciclos, interacciones y equili-
brios que se dan naturalmente en los ecosistemas, en beneficio de los cultivos, mejorando
la eficiencia y reduciendo el uso de insumos externos. Como resultado se logra incrementar
la biodiversidad, restaurar la salud ecoldgica y reducir los riesgos para los productores y las
comunidades (Altieri y Nicholls, 2000). Por ultimo, la agroecologia recupera los saberes loca-
les de productores familiares, campesinos e indigenas en busqueda de una construccién co-
lectiva e inclusiva del conocimiento, las herramientas y los criterios. Esta alternativa ha sido
adoptada por una gran cantidad de productores en Argentina (Sarandon y Marasas, 2015).

El cambio de manejo desde un enfoque convencional hacia uno agroecolégico implica una
transformacion en la cual Gliessman et al. (2007) sefialan cuatro niveles de transicion, sien-
do el segundo nivel “sustituir practicas e insumos convencionales por practicas alternativas
sostenibles”. En este marco, el uso de bioinsumos representa una importante alternativa al
uso de agroquimicos sintéticos. Dentro de los bioinsumos, los biopreparados son productos
de facil elaboracion a partir de materiales de origen vegetal, animal o mineral presentes
en la naturaleza, que permiten controlar plagas y enfermedades, aumentar la fertilidad del
suelo y/o estimular el crecimiento de las plantas, presentandose como una opcién accesible,
de bajo costo, biodegradable y que no implica riesgos para la salud (Mamani de Marchese y
Filippone, 2018; Price Masalias y Merztal, 2010).

Los biopreparados elaborados a base de ortiga (Urtica sp.) mediante diferentes metodologias
(purin fermentado, macerado en agua, infusion, hidrolato) son recomendados por su accién
bioestimulante vegetal, para el control de plagas (nematodos, pulgones, coledpteros, mosca
blanca) y enfermedades fungicas en diferentes cultivos horticolas y fruticolas (Lovatto et al.,
2016; Marici¢ etal., 2021; Nasiri et al., 2014; Ortega et al., 2009; Price Masalias y Merztal, 2010).
Dentro de estos, el purin de ortiga es un extracto fermentado en presencia de oxigeno, utiliza-
do por productores agroecoldgicos o en transicion en Argentina y particularmente en el Cin-
turdn Horticola Platense. El tiempo de almacenamiento recomendado para este bio-prepa-
rado es de hasta seis meses, y suele aplicarse puro o en distintas diluciones en agua, segun
criterios de los productores (Price Masalias y Merztal, 2010). Si bien hay algunos trabajos
sobre el efecto de distintas diluciones del purin como bioestimulante (Chimento et al., 2019;
Domenico, 2019), no se han estudiado los efectos ecotoxicolégicos que pueden tener las
diferentes concentraciones sobre los organismos no-blanco presentes en el agroecosistema.
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Dentro de los organismos no-blanco presentes en la biota edéfica, los nematodos de vida
libre tienen un rol importante para las funciones de los suelos, aportando servicios eco-
sistémicos. Ocupan posiciones clave en las redes tréficas, influyendo en el ciclo de nutri-
entes y en la depredacién de otros organismos, incluidos otros nematodos de importancia
fitosanitaria (Salas y Achinelly, 2020, Salas et al., 2021b). La estructura de sus comunidades
es, por lo tanto, importante para la produccién y sustentabilidad agricola. Por estas razones,
estudiar los efectos de los biopreparados sobre diferentes especies de nematodos de vida
libre es relevante para generar informacién sobre la ecotoxicidad de estos productos. Los
nematodos de vida libre Caenorhabditis elegans y Panagrellus redivivus son especies modelo
utilizadas en ensayos debido a su corto ciclo de vida, facil mantenimiento y alta sensibilidad
(Salas et al., 20213, Salas et al., 2022). En este contexto, se plantea como objetivo del trabajo
estudiar los efectos letales de diferentes diluciones de purin de ortiga (Urtica dioica) sobre los
nematodos modelo de vida libre C. elegans y P. redivivus, mediante bioensayos de toxicidad
en medio liquido, comparando la sensibilidad de dichas especies frente al biopreparado.

Materiales y métodos

Elaboracion y caracterizacion fisicoquimica de los purines de ortiga

Para la realizacién de los ensayos de toxicidad sobre nematodos se elaboraron purines uti-
lizando plantas de U. dioica cosechadas de una granja en Marcos Paz, Provincia de Buenos
Aires, Argentina, sin historia de uso de agroquimicos. Los purines fueron preparados en una
relacion peso en peso de ortiga:agua 1:10. Se colocé la parte aérea de plantas frescas en
agua, cortadas en trozos pequenos, y se dejo reposar revolviendo una vez al dia. Al momen-
to de observar el cese de la generacion de gases, se determiné el fin de la fermentacion,
proceso que durd entre cuatro y diez dias. A continuacion se filtré a través de una tela de al-
gododn y se almacend en un recipiente plastico en oscuridad a temperatura ambiente hasta
su utilizacién en los bioensayos. Se determiné el pH, la conductividad eléctrica y el oxigeno
disuelto de los purines de ortiga elaborados utilizando sonda multiparamétrica.

Obtencion de nematodos

Los nematodos de vida libre C. elegans y P. redivivus utilizados en el presente trabajo fueron
obtenidos de cepas pertenecientes al Centro de Investigaciones del Medio Ambiente (CIM,
CONICET-UNLP) y al Instituto de Microbiologia y Zoologia Agricola (IMyZA, INTA) respecti-
vamente. El cultivo de C. elegans fue mantenido en placas con agar NGM inoculadas con
Escherichia coli y mantenido a 20°C (Stiernagle, 2006). Los ejemplares de P. redivivus fueron
mantenidos en sustrato fermentado de avena hervida y conservados a 21°C para su poste-
rior utilizacién (Hayashi y Wharton, 2011).

Bioensayos de toxicidad

Se realizaron cinco bioensayos de toxicidad de purin de ortiga en medio liquido sobre C.
elegans (Ensayos 1-5) y un ensayo (Ensayo 1*) sobre P. redivivus, evaluando el efecto letal
de diferentes diluciones del purin. Se utilizaron tres purines con distintas condiciones de
elaboracién y tiempo de almacenamiento. Para las diluciones del purin y el control negativo
se utilizé agua declorada. Las caracteristicas de los ensayos realizados estan detalladas en
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Tabla 1. Para el ensayo con P. redivivus se utilizaron concentraciones altas de purin de ortiga
definidas en funcion de resultados obtenidos en ensayos preliminares, en los cuales se ob-
servaron diferentes valores de mortalidad entre C. elegans y P. redivivus para iguales concen-
traciones de purin de ortiga.

Los bioensayos se realizaron siguiendo protocolos estandarizados con modificaciones (Pica
Granados, 2008; Sochova et al., 2007). Se utilizaron placas de poliestireno transparente con
pocillos de 15 mm de didmetro; en cada pocillo se agregd 1 ml de cada tratamiento corres-
pondiente y luego se transfirieron los nematodos con tres dias de vida. Para los ensayos 1, 1*
y 2 se realizaron tres repeticiones para cada dilucion del purin ensayada, con diez nemato-
dos cada una y para los ensayos 3,4y 5 se realizaron cinco repeticiones para cada dilucion,
con seis nematodos cada una. Luego de 24 horas de incubacién a 20°C se determiné la mor-
talidad, estimada en base a la ausencia completa de movilidad de los nematodos.

Tabla 1. Ensayos de toxicidad de purin de ortiga (U. dioica) sobre C. elegans (Ensayos 1-5)
y sobre P. redivivus (Ensayo 1*). Se especifican las caracteristicas de los tres purines utilizados
y las distintas diluciones ensayadas
Table 1. Toxicity tests of nettle slurry (U. dioica) on C. elegans (Tests 1-5) and on P. redivivus (Test 1%).
The characteristics of the three slurries used and the different dilutions tested are specified

Purin de Fecha de Volumen de Tiempo c'ie Diluciones ensayadas
Ensayo . L2 almacenamiento
ortiga elaboracién agua (L) (dias) (% v/v)
Ensayo 1 ) 0,1-05-1-5-10
Purin 1 02/05/2022 10 91
Ensayo 1* 50-60-70-80-100
Ensayo 2 0 35-5-65-8-95-11
Ensayo 3 Purin 2 10 22 5-75-115-17,5-27
16/09/2022
Ensayo 4 22 3-5-75-11,5-17,5-27
Ensayo 5 Purin 3 2 83 5-8-11-14-17

Fuente: elaboracién propia. Source: own elaboration.

Andlisis estadistico

Se realizo el analisis estadistico de los datos obtenidos para cada ensayo con un nivel de
significancia del 5%, incluyendo pruebas de homogeneidad de varianzas (Bartlett) y norma-
lidad (Kolmogérov-Smirnov), ANOVA y posterior Test de Dunnett, obteniendo los valores de
NOEC (concentraciéon mas alta empleada en el bioensayo que no causé un efecto estadisti-
camente significativo) y LOEC (concentracion mas baja empleada en el bioensayo que causé
un efecto estadisticamente significativo). Posteriormente, para los ensayos 1 a 5 realizados
con C. elegans se estimaron las LC50 (concentracion letal media) y sus respectivos limites de
confianza a partir de curvas log-normal reducidas al modelo probit mediante el paquete drc
(Ritz et al., 2015) en el entorno R.

Resultados y discusion

Los purines de ortiga elaborados presentaron valores de conductividad eléctrica (CE) entre
5y 6 mS/cm, pH entre 6 y 8, y oxigeno disuelto igual o menor a 2 mg/L. Los 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.

[@:@ RIVAR | Volumen 11, n°31,2024: 110-121 + ISSN online 0719-4994
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El purin de ortiga demostré tener efectos letales sobre los individuos de C. elegans expues-
tos en medio liquido, dependiendo de la dilucién de exposicién. A partir de los resultados
de dichos ensayos, se obtuvieron los valores de NOEC, LOEC y LC50 del purin de ortiga para
C. elegans (Tabla 2, Figuras 1y 2). En el caso de P, redivivus no se observé un efecto letal sig-
nificativo al utilizar el purin puro o diluido. Los controles negativos validaron los resultados
al no observarse valores de mortalidad superiores al 10% (Figura 2).

Tabla 2. Parametros ecotoxicoldgicos obtenidos en los ensayos de purin de ortiga (U. dioica)
sobre C. elegans (donde NOEC = concentracién mas alta empleada en el bioensayo que no causé
un efecto estadisticamente significativo; LOEC = concentracion mas baja empleada en el bioensayo
que causo un efecto estadisticamente significativo, y LC50 = concentracion letal media)

Table 2. Ecotoxicological parameters obtained in the tests of nettle slurry (U. dioica) against C. elegans
(where NOEC = highest concentration used in the bioassay that did not cause a statistically significant
effect; LOEC = lowest concentration used in the bioassay that caused a statistically significant effect, and
LC50 = median lethal concentration)

Ensavo Diluciones ensayadas NOEC (% LOEC LC50 LC50 - Limite de confianza LC50 - Limite de confianza
y (% v/v) v/v) (% v/v) (% v/v) inferior (% v/v) superior (% v/v)
E1 0,1-05-1-5-10 5,0 10,0 5.2 3,4 7,0
E2 35-5-65-8-95-11 9,5 11,0 11,3 9,9 12,8
E3 5-75-11,5-17,5-27 5,0 7,5 8,9 8.2 9,5
E4 3-5-75-11,5-17,5-27 7,5 11,5 10,1 9,2 11,0
E5 5-8-11-14-17 8,0 11,0 9,8 9,0 10,6

Fuente: elaboracién propia. Source: own elaboration.

Figura 1. Proporcién de mortalidad de C. elegans en funcién de la dilucién del purin de ortiga (U.
dioica) para los cinco ensayos realizados
Figure 1. Proportion of mortality of C. elegans as a function of the dilution of nettle (U. dioica) slurry for
the five tests carried out
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Figura 2. Porcentaje de mortalidad de C. elegans (ensayos 1 a 5) y P. redivivus (ensayo 1*) para las
diferentes diluciones de purin de ortiga. El * indica diferencias significativas respecto al control
Figure 2. Percentage of mortality of C. elegans (tests 1 to 5) and P. redivivus (test 1*) for the different

dilutions of nettle slurry. The * indicates significant differences around the control
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Fuente: elaboracién propia. Source: own elaboration.

En lo que respecta al bioensayo 1* utilizando P. redivivus, si bien se observaron distintos por-
centajes de mortalidad, no se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos,
ni respecto del control negativo, por lo que este producto no presenté un efecto letal signi-
ficativo sobre dicha especie al utilizarse puro o diluido (Figura 2).
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Los valores de NOEC para C. elegans se encontraron entre 5% v/vy 9,5% v/v. El menor valor
de NOEC obtenido correspondi6 a las diluciones de 5% v/v, lo cual podria indicar que las
diluciones menores o iguales al 5% no serian tdxicas ante una exposicion directa del nema-
todo en medio liquido. A su vez, este resultado es relevante desde una mirada agronémica al
coincidir con dosis recomendadas para la aplicacién del purin de ortiga en cultivos frutihor-
ticolas. En este sentido, se ha demostrado que diluciones menores al 5% v/v son suficientes
para generar un efecto bioestimulante del crecimiento vegetal, por lo que podrian consi-
derarse, de acuerdo con los resultados obtenidos, diluciones seguras para los nematodos
estudiados (Domenico, 2019).

En lo que respecta a los valores de LOEC, estos se encontraron entre 7,5% v/vy 11,5% v/v, lo
cual podria indicar que las diluciones mayores o iguales al 7,5% v/v serian toxicas para C. el-
egans ante una exposicion directa en medio liquido. Este nematodo puede crecer en un ran-
go de pH entre 3,13 y 11,33 y puede sobrevivir en condiciones de anoxia durante al menos
24 hs a 20 °C, por lo que los valores encontrados en este trabajo (pH=6 - 8; OD < 2 mg/I) no
serian causales del efecto téxico en este ensayo (Cong et al., 2020; Braeckman et al., 2009).
En lo que respecta a los valores de conductividad eléctrica, no encontramos bibliografia que
refiera el rango de tolerancia de C. elegans. Futuros ensayos deberan realizarse para evaluar
si estos parametros afectan la viabilidad de C. elegans en medio liquido.

El rango en que se encontraron los valores de LC50 fue de 5,2% v/v a 11,3% v/v. En el ensayo
1 se observé que la LC50 tiende a ser menor que en el resto de los ensayos con C. elegans,
indicando una mayor toxicidad. Estas diferencias podrian deberse a la variacion en la mate-
ria prima utilizada (estado fenolégico, nutricional o hidrico), dado que el purin 1 se elaboré
con una ortiga diferente a los purines 2 y 3, utilizados en los ensayos 2 a 5. Se desconoce
la composicidon quimica y microbiana del purin y su variabilidad en funciéon de la materia
prima, las condiciones de elaboracién (oxigenacion, temperatura y tiempo en que ocurre la
fermentacién) y almacenamiento (tiempo y temperatura) (Garmendia et al., 2018). Creemos
pertinente estudiar los constituyentes bioactivos de este biopreparado y la influencia de
tales variables en futuros ensayos de toxicidad sobre organismos no-blanco.

Diferentes extractos a base de Urtica sp. han sido analizados como repelentes o insectici-
das, para el control de plagas como afidos y coledpteros (Lovatto et al., 2016; Ortega et al.,
2009). Concerniente a los nematodos, Ayala et al. (2017) evaluaron mediante ensayos en
medio liquido, el efecto letal de un extracto acuoso elaborado con polvo de ortiga sobre P,
redivivus, observando distintos valores de mortalidad dependiendo de las diluciones. Nasiri
et al. (2014) demostraron la eficacia de los exudados de raices de ortiga, conteniendo acido
acéticoy acido férmico, para el control de algunos géneros de nematodos parasitos de plan-
tas. Sin embargo, seguin nuestro conocimiento, no existen trabajos que estudien los efectos
toxicos del purin de ortiga sobre nematodos de vida libre.

Los resultados indican que la toxicidad fue diferente para las dos especies modelo. Respecto
a P. redivivus, al no haberse encontrado mortalidades significativas, incluso en los ensayos
con concentraciones altas o purin puro, deberan realizarse ensayos utilizando purines ela-
borados en diferentes condiciones para constatar la tendencia observada en este trabajo.
Debido a la mayor sensibilidad observada en C. elegans, creemos pertinente la utilizacion
de este nematodo como organismo modelo en nuevos ensayos de toxicidad en suelo, de
forma de asemejarse al escenario real al que estarian expuestos durante una aplicacion del
biopreparado, por parte de los productores.
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Los resultados obtenidos en este trabajo son novedosos ya que aportan antecedentes re-
ferentes a la toxicidad del purin de ortiga sobre organismos no-blanco. Mediante ensayos
en medio liquido se pudo determinar el efecto que tienen distintas dosis del biopreparado
sobre nematodos de vida libre, organismos clave en los ecosistemas edaficos.

Generar informacion concerniente a los efectos del purin de ortiga sobre los organismos no-
blanco del suelo puede permitir conocer las diluciones maximas en las que este puede ser
aplicado de forma segura reduciendo el efecto a la salud del ecosistema asociado al cultivo.
A su vez, la informacién obtenida sobre la ecotoxicidad de los biopreparados ampliamente
utilizados por productores en sistemas horticolas contribuiria a la optimizacion de las prac-
ticas asociadas a su uso, lo que lleva a sistemas mejorados de proteccién de cultivos. Con-
sideramos necesario el aporte de informacién de base cientifica sobre los biopreparados
para contribuir en la construccién de saberes, acompafnando asi la transicién hacia sistemas
agroecoldégicos sustentables.
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