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Resumen

El empleo de preparados basados en plantas que sustituyan a los fitosani-
tarios quimicos es un reto para la agricultura sostenible. Las suspensiones acuo-
sas (Us) de ortiga (Urtica dioica L.) son un candidato pues el tratamiento con Us
de plantas de alubia comuan (Phaseolus vulgaris L.) redujo los sintomas de la en-
fermedad de la grasa causada por Pseudomonas syringae pv. phaseolicola (Pph)
(De la Rubia et al., 2022). Sin embargo, el uso de Us como producto agricola final
entrana ciertos problemas. El objetivo del presente trabajo fue comprobar si las
infusiones de ortiga (Uin) tienen el mismo efecto y, en caso afirmativo, conocer a
qué tipo de actividad podria deberse: antimicrobiana, promotora de las defensas
naturales de la planta y/o antioxidante. Para ello, se hicieron ensayos de creci-
miento de Pph en presencia de Uin, de liberaciéon de H O, en respuesta a flagelina
en discos foliares preincubados con Uin y de estimacién de la capacidad antioxi-
dante de Uin. Los resultados apuntan a que las propiedades protectoras de la
infusion se deben al contenido en compuestos bioactivos antioxidantes. Ademas,
se probo que el pretratamiento de las plantas con Uin disminuia el dafio oxidativo
foliar provocado tras 6 horas de infeccion con Pph, lo que refuerza esta idea.
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Introduccion

Los cultivos se encuentran sometidos en el campo a multiples factores
de estrés abiotico y bidtico que repercuten negativamente en la produccion y el
rendimiento agricola (Verma et al., 2013). En concreto, los agentes de estrés bio-
tico estan representados por las malas hierbas, los herbivoros, los insectos plaga
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consumidores de plantas y los fitopatdgenos (bacterias, hongos y virus causantes
de enfermedades). El método principal para su control consiste en aplicar fito-
sanitarios quimicos, pero su uso incorrecto puede tener efectos adversos en la
produccion vegetal y entrafiar riesgos para la salud humana y el medio ambiente.
Con el fin de minimizar tales efectos, y a la par garantizar una produccion alimen-
taria sostenible, la Comision Europea estableci6 en la Estrategia “de la granja a la
mesa” y en la Estrategia sobre la biodiversidad (Ministerio de Derechos Sociales
y Agenda 2030) la reducciéon en un 50 % del uso de plaguicidas y fertilizantes
quimicos en agricultura para el 2030.

Una alternativa a los fitosanitarios quimicos son los agentes de biocon-
trol. Se trata de preparaciones a base de microorganismos, compuestos bioacti-
vos o materiales derivados de plantas (van Lenteren, 2012) que, aplicados a los
cultivos, evitan y/o previenen el ataque de los agentes de estrés biotico. Especi-
ficamente, los preparados a base de plantas (PBPs) deben su efecto protector a
la presencia de compuestos con distintas actividades, entre los que destacan: a)
las fitoalexinas y los alcaloides con propiedades antimicrobianas, que protegen
directamente a las plantas frente a los fitopatogenos, b) los flavonoides y fenoles,
compuestos antioxidantes capaces de proteger a las plantas frente al estrés oxida-
tivo general y ¢) algunos oligosacaridos derivados de la pared celular que activan
mecanismos de defensa naturales de las plantas, entre los que se encuentran a su
vez la sintesis de sistemas antioxidantes y de metabolitos secundarios (Zaynab et
al., 2018). Asi pues, la produccion de PBPs que protejan a los cultivos puede ser
clave en la agricultura sostenible.

Por otro lado, las plantas presentan per se mecanismos naturales de de-
fensa frente al ataque por un patégeno. Durante los primeros momentos tras la
infeccion, las plantas son capaces de percibir su presencia mediante receptores
transmembrana que reconocen patrones moleculares muy conservados, como
la flagelina 22 (flg22), propia del flagelo de bacterias como Pseudomonas, o la
quitina, propia de la pared celular de hongos (Zipfel y Oldroyd, 2017). Tras este
reconocimiento, las células de las plantas producen una fuerte liberacion de H O,
y una entrada de calcio intracelular, lo cual activa una cascada de transducciéon
de sefiales que desencadena en la expresion de numerosos genes de defensa de
la planta (Couto y Zipfel, 2016). Se ha comprobado que la aplicaciéon de algunos
fragmentos de paredes celulares del patégeno o de la propia planta (Tarkowski
et al., 2019), asi como algunos analogos estructurales de hormonas, como el aci-
do 2,6-dicloroisonicotinico, también desencadenan esta produccion de H O, y la
posterior activacion de las defensas sin producir enfermedad (De la Rubia et al.,
2021).

En el laboratorio de Fisiologia Vegetal de la Universidad de Leon se tra-
baja desde hace anos en el disefio de PBPs capaces de proteger a las plantas fren-
te a fitopatogenos y en el estudio de su composicion y actividad, para lo cual se
utilizan distintos patosistemas como modelos experimentales. Uno de ellos es el
formado por la alubia comtn (Phaseolus vulgaris L.) y la bacteria hemibio6trofa
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Pseudomonas syringae pv phaseolicola (Pph). El patégeno es el responsable de
la enfermedad de la grasa en variedades susceptibles como la Rinon, que pertene-
ce a la Indicacion Geografica Protegida (IGP) “Judias de la Bafieza-Le6n”, y causa
importantes pérdidas econémicas en Castilla y Ledn, donde se produce el 50 %
de la alubia nacional.

El patosistema Pph-alubia Rifidn se utilizo en un estudio sobre la capa-
cidad de cuatro PBPs para promover respuestas de defensa en las plantas. Los
resultados indican que uno de ellos, basado en suspensiones de hojas de ortiga
(Urtica dioica L.), inhibia el crecimiento in vitro de Pph. Ademas, activaba los
sistemas de defensa en las plantas dado que éstas mostraban menos sintomas
de la enfermedad si se trataban con el PBP antes de la infeccion con el patogeno
(De la Rubia et al. 2022). Por lo tanto, las suspensiones de ortiga podrian ser un
buen candidato a producto final con aplicaciones agricolas, pero la presencia de
particulas en suspension hace que la distribucion sea poco homogénea, lo cual
podria dar lugar a resultados variables tras su aplicacion. Ademas, dichas parti-
culas hacen dificil su aplicaciéon ya que pueden obturar boquillas, tuberias, etc.
haciéndolas inviables como tal. Una solucién seria utilizar infusiones de ortiga
clarificadas, lo que evitaria estos problemas.

Teniendo en cuenta estos antecedentes, el objetivo de este trabajo fue
comprobar si la infusion de hoja de ortiga (Uin) tiene un efecto protector sobre la
infeccion con Pph en la alubia Rinon. Ademas, se pretende estudiar si la infusion
tiene actividad bacteriostatica o bactericida, si es capaz de promover respuestas
primarias de defensa en las plantas y/o si tiene propiedades antioxidantes. Para
ello se realizaron: 1) bioensayos de crecimiento in vitro de Pph en presencia de
Uin; 2) ensayos de produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) en discos
de hoja de alubia pretratados con Uin frente a discos no pretratados; 3) ensayos
de la capacidad antioxidante de Uin, asi como del dafio oxidativo causado por la
infeccion con Pph en plantas de alubia pretratadas con Uin y plantas control.

Materiales y Métodos

Preparacion de la infusion de ortiga

Los materiales utilizados para realizar este trabajo fueron cedidos por
De la Rubia et al. (2022). Procedian de plantas de ortiga en estado vegetativo
ubicadas cerca de la localidad de Callejo de Ordas (Ledn). Las hojas se cosecha-
ron en mayo de 2018, se secaron en estufa a 60 °C y se trituraron dando lugar a
un pulverizado, que se empled en la elaboracion del PBP. Primero se mezclaron
diferentes cantidades (mg) del pulverizado en distintos volimenes (mL) de agua
destilada. Después, las mezclas se autoclavaron y centrifugaron. Finalmente, se
recogieron los sobrenadantes y se filtraron para obtener las infusiones (Uin).
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Bioensayo de crecimiento de Pph en presencia de infusion de ortiga (Uin)

La bacteria Pseudomonas syringae van Hall 1902, CECT321 (Pph) se
creci6 en medio liquido King’s B (KB) durante 2 dias a 30 °Cy en agitacion a 220
rpm.

Las placas para los bioensayos se prepararon con concentraciones 1, 4,
10 y 20 mg-equivalentes/L de Uin en medio TSA (Tryptic-Casein Soy Agar) con
glucosa (0,5 % p/V) autoclavado a 121 °C durante 15 min. Se utilizaron ademaés
placas control con medio TSA sin PBP. Cuando el medio se gelifico, se hizo un
agujero en el centro de las placas donde se incorporaron 20 pL del inoculo de
Pph en NaCl 0,9 % (p/V) a una densidad de cultivo aproximada de 10® unidades
formadoras de colonias CFU/mL, que se corresponde con la fase exponencial de
crecimiento de la bacteria. Las placas se incubaron en una estufa a 30 °C durante
7 dias. Finalmente, se hicieron fotografias de las placasy se estimo el area del halo
de crecimiento de Pph utilizando el software ImageJ. Se calcul6 el crecimiento
de la bacteria como el porcentaje del area del halo medida en presencia de Uin
respecto al area del halo en ausencia de PBP.

Estimaci6n del H,O, liberado por discos foliares de alubia tratados con Uin

Para realizar este experimento se utilizaron plantas de alubia crecidas in
vitro. Las semillas de P. vulgaris variedad Rifidn se esterilizaron con etanol al
70 % (V/V) 30 s seguido de NaClO 0,4 % (p/V) 20 min. Tras lavarlas cuatro veces
con agua estéril, se sembraron en una mezcla turba:perlita (sustrato universal
Blumenerde) hidratada y contenida en recipientes de vidrio de 980 mL (Phyto-
lab) cerrados y esterilizados. Los cultivos se mantuvieron a 25+2 °C, fotoperiodo
de 16 h de luz y 45 umol/m?s de intensidad luminica.

Los discos foliares se extrajeron de las hojas cotiledonares de 8 plantas
de alubia de 14 dias, se colocaron en los pocillos de una placa blanca con 200 pL/
pocillo de agua estéril (columnas 1y 2, preH,0O) o de Uin (columnas 3y 4, preUin)
y se dejaron incubando toda la noche a temperatura ambiente.

Al dia siguiente, se realiz6 la reaccion que permite estimar la produccion
de ROS, entre ellas H O, en los discos foliares en respuesta a flg22, un mimético
de la infeccion por Pph. Primero, se retir6 el agua y la infusiéon de los pocillos y
después se anadieron 100 uL/pocillo de la solucion de reaccion con luminol 20 uM
y peroxidasa tipo VI.A 100 ug/mL. La placa se incub6 30 min a temperatura am-
biente en oscuridad. Se afiadieron entonces 100 uL/pocillo de agua en las colum-
nas 1 (discos preH,O+H,O, control) y 3 (discos preUin+H,O) o de flg22 2 uM
en las columnas 2 (discos preH O+flg22, control positivo del experimento) y 4
(discos preUin+flg22). La luminiscencia emitida por el luminol, en caso de sufrir
peroxidacion en presencia del H O, liberado por los discos, se midi6 en un lector
de placas durante 2 h.
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Medida de la capacidad antioxidante de la infusién de ortiga

La capacidad antioxidante de Uin se estim6 por el método FRAP (Ferric
Reducing Antioxidant Power) descrito por Benzie y Strain (1996) y modifica-
do para realizarse en placas de 96 pocillos. El ensayo se basa en la reduccion
del complejo TPTZ-Fe3* (2,4,6-tri-(2-piridil)-s-triazina) a su forma ferrosa, a pH
acido. El resultado de la reaccion es un producto cuya concentraciéon se puede
cuantificar midiendo la densidad 6ptica (DO) a 593 nm y utilizando una recta de
calibracién (0,1 a 5 mM) del agente reductor Trolox.

En cada pocillo se anadieron 300 puL.de la mezcla de reaccion (tampon ace-
tato sodico 300 mM, pH 3,6; TPTZ 10 mM en HCI 40 mM; FeC13x 6H20 20 mM,
10:1:1 V/V/V). Después, se afiadieron 10 puL de H,O (blanco), de las soluciones
de Trolox o de concentraciones 5, 10 y 20 mg-equivalentes/L de Uin. La placa se
incubd 15 min a temperatura ambiente y se midi6 la DO, .

Estimacién del dafio oxidativo causado por Pph en plantas de alubia

Plantas de alubia desarrolladas en 18 recipientes de cultivo, con 14 dias
de crecimiento in vitro y las dos hojas cotiledonares bien formadas, se rociaron
con 2 mL/hoja de agua o de Uin 20 mg-equivalentes/L.

Pasados 7 dias, la mitad de las plantas control y de aquellas pretratadas
con Uin se infectaron con Pph mediante pulverizacion sobre las hojas de un in6-
culo de la bacteria, mientras que el resto se pulverizaron con agua. Al cabo de
6 horas, se fotografiaron las plantas infectadas (control+ y Uin+) y no infecta-
das (control y Uin), asi como hojas aisladas de éstas, y se realiz6 el ensayo DAB
(3,3’-diaminobencidina). Para ello, cada hoja se coloc6 en un tubo Falcon y se
incub6 en una solucién de DAB 1 mg/L (De la Rubia et al., 2023) 4 h, en agitacion
y oscuridad. Tras la incubacidn, se retir6 el DAB y se anadi6 el mismo volumen
de una solucion decolorante (etanol:acido acético:glicerol, 3:1:1 V/V/V) que se
hirvi6é durante 15 min. Las hojas se dejaron secar y se fotografiaron. El daino oxi-
dativo se estim6 como la intensidad del color marrén que presentaba cada hoja
debido a la oxidacion del DAB, para lo cual se utilizaron las fotografias y el sof-
tware Photoshop. Finalmente, se aplicé un tratamiento estadistico en el que se
realizo un ANOVA y el test post-hoc Tukey.

Resultados

Para conocer si la infusion de ortiga tenia actividad bactericida o bacte-
riostatica que pudiera proteger a las plantas de alubia Rifion del patoégeno Pseu-
domonas syringae (Pph), se realizaron bioensayos de crecimiento in vitro en me-
dios con Uin. Los resultados se muestran en la Figura 1.

Se observo que el crecimiento de la bacteria en presencia de 1 mg-equi-
valente/mL de Uin fue mayor que en el control. Sin embargo, a medida que se
incremento la concentracion de Uin de 4 a 20 mg-equivalentes/mL se redujo el
crecimiento de la bacteria en un 30-40 %, no llegandose a alcanzar una concen-

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS Y AMBIENTALES. UNIVERSIDAD DE LEON 73



AMBIOCIENCIAS - REVISTA DE DIVULGACION CIENTIFICA E INNOVACION DOCENTE

tracion que lo inhibiera en un 50 % (ISO) (Figura 1). En base a estos resultados,
se decidi6 emplear la infusion de ortiga 20 mg-equivalentes/mL en los siguientes
experimentos.
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Figura 1. Crecimiento de Pseudomonas syringae pv. phaseolicola (Pph) en presen-
cia de diferentes concentraciones de infusiéon (Uin) respecto al control al cabo de 7
dias. Los resultados muestran la media + DE (n=3).

Otra via por la cual Uin podria proteger a las plantas es promoviendo o
potenciando alguna de las respuestas de defensa que se activan en la alubia cuan-
do es atacada por un patogeno, como por ejemplo la produccion de ROS. Para
comprobarlo, se estimo la liberacion de H O, en discos foliares preincubados en
Uin o en agua en respuesta a la flg22. Los resultados del ensayo aparecen en la
Figura 2.

En los pocillos donde se encontraban los discos foliares preincubados en
agua no se detect6 emision de luminiscencia al anadir agua a la mezcla de reac-
cion (preH,O+H,O, control), mientras que cuando se afiadi6 flg22 si se produjo
una sefial luminica muy intensa (preH O-+flg22, control positivo) (Figura 2) tal
como cabria esperar. En el caso de los discos preincubados en Uin, de nuevo no se
registro luminiscencia en las dos horas siguientes tras afiadir agua en los pocillos
(preUin+H, O, control negativo), pero tampoco después de afiadir flg22 (preU-
in+flg22) (Figura 2).
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Figura 2. Cinéticas de produccion de ROS en discos foliares de alubia preincubados
en agua (preH,0) o en Uin (preUin) en respuesta a flagelina (+flg22) o agua (+H,0).
Los ROS se estimaron como unidades de luminiscencia producidas por el luminol
oxidado en presencia del H,O, liberado por los discos y de la peroxidasa incorporada
en la solucién de reaccion. Se representan las medias (n=7).

Una tercera via de proteccidon de la alubia Rifién seria que la infusion
de ortiga tuviera compuestos que redujeran el dafio oxidativo causado por la li-
beraciéon de ROS que provoca Pph al infectar los tejidos. Para comprobarlo, se
midio la capacidad antioxidante de Uin 20, 10 y 5 mg-equivalentes/mL por ensa-
yo FRAP, obteniéndose valores de 1,88, 1,06 y 0,47 equivalentes-mM de Trolox,
respectivamente.

Para determinar si la aplicacion de Uin realmente protege del daio oxi-
dativo que produce la infeccion, se realiz6 un experimento en plantas pretratadas
o no con Uin 20 mg-equivalentes/mL 7 dias antes de la infeccion. Una vez que
ésta se llevo a cabo, el dafio se estim6 a las 6 horas mediante el analisis morfologi-
co de las plantas (Figura 3A) y la tinciéon DAB de las hojas (Figura 3C y Figura
4). El DAB es un compuesto que, al ser oxidado por las peroxidasas de los tejidos
en presencia del H O, resultante del estrés oxidativo, torna a un producto marron
oscuro que tife las zonas danadas de las hojas.

Las plantas de alubia de 21 dias que se pretrataron con Uin o con agua
presentaron diferencias morfolégicas, de modo que las primeras (Uin) mostraron
en general un aspecto mas vigoroso que las segundas (control) (Figuras 3A y
B, izq.). Tras 6 h después de realizar la infecciéon con Pph, todas las plantas pre-
sentaron amarilleamiento y epinastia foliar. También se pudieron observar en las
hojas manchas necroéticas correspondientes a puntos de infeccion (Figuras 3A'y
B, der.). Sin embargo, estos sintomas fueron bastante mas aparentes en plantas
control (control+) que en aquellas pretratadas con Uin (Uin+).
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Figura 3. Aspecto de las plantas de alubia con 21 dias de crecimiento (A) y de sus
hojas aisladas (B). Las plantas se rociaron con agua o con Uin a los 14 dias y, tras
otros 7 dias se infectaron con Pph (Control+ y Uin+) o no (Control, Uin). Las foto-
grafias se tomaron 6 h después de la pulverizaciéon con Pph o con agua. (C) Aspecto
de las mismas hojas tefiidas con DAB. La intensidad/tonalidad oscura del marrén
refleja el dano oxidativo. La barra negra indica una escala de 2 cm.

Cuando se estimo el dano oxidativo causado por Pph mediante tincion
con DAB, se observo que la tonalidad oscura del color marron fue més intensa y
de distribucién mas amplia en las hojas de plantas control (control+) que en las
aisladas de plantas pretratadas con Uin (Uin+). Las hojas de plantas no infecta-
das (control y Uin) apenas se tifieron (Figura 3C) tal como cabria esperar, ya
que no se vieron sometidas al agente de estrés.

Estas observaciones se corroboraron con los datos obtenidos al cuantifi-
car la intensidad media del color marron en las hojas por anélisis de imagenes,
que fue significativamente mayor en las control+ que en las Uin+ (Figura 4).
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Los valores estimados en hojas de plantas no infectadas fueron los mas bajos,
con independencia de que antes hubieran sido rociadas o no con la infusion. Esto
implica que las plantas tratadas con Uin sufrieron dafio oxidativo por la infeccion
con Pph pero en menor medida que las no tratadas, por lo que la infusién de or-
tiga si parece que tuvo cierto efecto protector.
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Figura 4. Intensidad del color marrén debido a la tinciéon con DAB de hojas de plan-
tas de alubia pretratadas con agua o con Uin e infectadas con Pph (Control+, Uin+) o
no (Control, Uin). La intensidad del color se estim6 a partir de las fotografias de las
hojas (Figura 3C) utilizando el programa Photoshop. Se representan media + DE
(n=3). Diferentes letras indican diferencias significativas entre medias de acuerdo
con el test ANOVA y el post-hoc de Tukey (p<0,05).

Discusion

La ortiga es una planta herbicea considerada tradicionalmente como
una mala hierba por los agricultores. Sin embargo, éstos también han utilizado y
utilizan los extractos de ortiga macerados o fermentados para estimular el creci-
miento de sus cultivos y repeler los insectos vectores de patégenos. De hecho, en
el mercado actual existen diferentes PBPs basados en ortiga y empleados como
biosoluciones que promueven el crecimiento de las plantas. La actividad de un
PBP depende de su composicion quimica (Maricic et al., 2021) y ésta, a su vez, de
factores relativos al material utilizado para elaborarlo (6rgano, genotipo y estado
fisiol6gico de la planta de ortiga, etc.) y al procedimiento al que se somete (ma-
ceracion, extraccion con agua, con solventes, infusion, etc.) (Shonte et al., 2020).
Aun asi, poco se conoce sobre el fundamento de los efectos positivos que tienen
los preparados de ortiga sobre los cultivos.

De la Rubia et al. (2022) encontraron que las suspensiones de ortiga (Us)
proporcionaban proteccion a plantas de alubia Rinén frente a la infeccién por
Pph, el patégeno causante de la enfermedad de la grasa en variedades suscepti-
bles, y que dicho efecto podria deberse a la actividad antimicrobiana del PBP. Los
autores observaron que 1 mg/mL de Us reducia el crecimiento in vitro de la bac-
teria al 50 %. Desde un punto de vista practico, las infusiones de ortiga (Uin) son
mejor candidato a PBP que las Us pues al no presentar particulas en suspension
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facilitaria la aplicacién en campo. Ahora bien, se espera que la composicion de
Uin varie respecto a la de Us como consecuencia del proceso de infusion, que pro-
voca, entre otros, desestabilizacién de las membranas celulares, degradacion de
compuestos termolabiles, desnaturalizacién de proteinas y liberacion de oligosa-
caridos de las paredes celulares. Tales cambios podrian mejorar las propiedades
antimicrobianas de Uin en relacion a las de Us, pero los resultados del presente
trabajo indican que no fue asi (Figura 1).

Otra posible explicacion del efecto protector que tuvo Us, y tal vez pue-
da tener Uin, en plantas de alubia Rinon frente a Pph seria que los preparados
promovieran/potenciaran respuestas de defensa naturales en las plantas, incluso
antes de que se produzca la infeccion, proceso conocido como “immune priming”.
En apoyo a esta idea, De la Rubia et al. (2021) demostraron que la preincubacion
de discos foliares de alubia con INA activaba la produccion de H O, en los tejidos
en respuesta a flg22, proteina que se utiliza para mimetizar la infeccion por Pph
en el ensayo del luminol. Ademas, la liberacion de ROS se correspondi6 con la
respuesta temprana caracteristica de la inmunidad desencadenada por patrones
o PTI pues el pico de luminiscencia, resultante de la oxidacion del luminol por el
H,0, liberado, se observo en la primera hora de incubacion con flg22 (Petrov et
al., 2015).

Cuando en el presente trabajo se repitio el ensayo con discos foliares pre-
tratados con 20 mg-equivalentes de Uin, para comprobar si la infusiéon de ortiga
tenia el mismo efecto que el INA, se obtuvo un resultado negativo, dado que no se
detect6 luminiscencia en respuesta a flagelina. Sin embargo, los discos preincu-
bados en agua si generaron un pico sefial en el ensayo. Esto podria implicar que
los discos pretratados con Uin también liberaron H O, pero que su actividad fue
neutralizada por compuestos antioxidantes presentes en la infusién, impidiendo
asi la oxidacion del luminol y la emision de senal. En apoyo a esta idea, se probo
que Uin 20 mg-equivalentes/mL tenia una capacidad antioxidante equivalente a
la de una soluciéon de Trolox 1,88 mM.

Para conocer si las propiedades antioxidantes de Uin podian realmente
proporcionar cierta proteccion a la alubia Rifion frente a Pph, se hizo un experi-
mento con plantas de 14 dias que se rociaron o no con la infusién y 7 dias después
se infectaron con la bacteria. Lo primero que se observo fue que el aspecto de
las plantas de 21 dias pretratadas con Uin fue mas vigoroso que el de las plantas
control. El efecto bioestimulante de los preparados de ortiga se ha descrito pre-
viamente en plantas de alubia (Maricic et al., 2022) y puede deberse al contenido
en aminoacidos esenciales, vitaminas, isolectinas y elementos minerales como el
hierro (Maricic et al., 2021), utiles para el crecimiento de las plantas.

Una vez infectadas las plantas con Pph, éstas presentaron a las 6 horas
los siguientes sintomas de la enfermedad. En primer lugar, la presencia de pun-
tos de necrosis y el amarilleamiento zonal en las hojas. En segundo, la epinastia
foliar, que consiste en la curvatura hacia abajo de las hojas resultante de un cre-
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cimiento mas rapido en las células de la cara superior del peciolo que en las de la
cara inferior (Taiz et al., 2015). La epinastia es un proceso promovido por etileno,
fitohormona gaseosa que regula en general las respuestas de las plantas al estrés
(Igbal et al., 2017). Asi pues, cabe pensar que las plantas de alubia sintetizaron
etileno en respuesta al estrés causado por la infeccion y que su acumulacién en los
recipientes cerrados provoco la epinastia de las hojas. El tercer sintoma observa-
do en las plantas infectadas con Pph fue el dafio oxidativo, estimado en las hojas
mediante tincién con DAB. En este sentido, De la Rubia et al. (2023) también de-
tectaron dafio oxidativo causado por Pph en plantas de alubia Rifién ya a las 2 h
de la infeccion.

A pesar de que los sintomas descritos se observaron en todas las plantas,
los dos primeros tuvieron menor presencia en plantas pretratadas con Uin que
en plantas control, y el tercero fue significativamente menor en plantas pretra-
tadas. Por lo tanto, los resultados apuntan a que, efectivamente, las propiedades
protectoras de la infusion estarian relacionadas con la presencia de compuestos
bioactivos con actividad antioxidante, como pueden ser algunos acidos fenélicos
(Cabrera-Soto et al., 2009) y flavonoides (Hidalgo et al., 2010) detectados con
anterioridad en hojas de ortiga (revisiéon en Grauso et al., 2020). Ahora bien, los
flavonoides son moléculas termolabiles por encima de 75 °C (Zhang et al., 2019),
por lo que muy probablemente se degradan durante el proceso de infusion por
autoclavado a 121 °C aplicado para obtener Uin. Sin embargo, los acidos fenolicos
son capaces de soportar altas temperaturas, de hasta 150 °C (Lou et al., 2014),
por lo que serian mejores candidatos para justificar las propiedades fitoprotecto-
ras de Uin.

Asi pues, de los resultados de este trabajo se puede concluir que el tra-
tamiento de plantas de alubia Rifién con infusiones de ortiga aumenta el vigor y
reduce el estrés oxidativo causado por la infeccion con Pph. Las propiedades an-
tioxidantes del PBP se deben, probablemente, a la presencia de 4cidos fendlicos.
Sin embargo, para confirmar esta hipotesis habria que aislar la fraccion fenélica
de la infusi6n y repetir los ensayos de infeccion de alubia con Pph y otros fitopa-
togenos. Del mismo modo, para probar el efecto bioestimulante de Uin seria ne-
cesario hacer de nuevo los ensayos de aplicacion y estimar en las plantas algunos
parametros de crecimiento, fotosintéticos y bioquimicos.
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