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INTRODUCCION GENERAL

El mal del pie del trigo causado por el hongo Gaeumannomyces graminis (Sacc.) Oliver and
Von Arx var. tritici Walker (Ggt) produce severas pérdidas en cultivos de trigo (Triticum aestivum
L.; Poaceae) a nivel nacional (Andrade et al., 2011) y mundial (Cook, 2003; Kwak et al., 2012). El
mal del pie se caracteriza por causar disminucion en el rendimiento asociado a pérdida de plantas
durante el desarrollo del cultivo, disminucion del tamafio y nUmero de espigas, o presencia de
grano chupado y menor nimero de granos. Este dafio se asocia a la pudricion y descomposicion de
las raices, corona y tallo basal de la planta de trigo y de otros cereales. A pesar de los grandes
esfuerzos en términos de investigacion y a la cantidad de recursos econémicos desplegados para
dicho objetivo, actualmente para esta enfermedad no existe un efectivo control (Paulitz et al., 2010).
Las saponinas triterpénicas extraidas de Quillaja saponaria Mol. (Quillajaceae), (Apablaza y Moya,
2004), arbol siempre verde endémico chileno cominmente conocido como Quillay (Donoso et al.,
2011; Schlotterbeck et al., 2015), al igual que poblaciones de rizobacterias del género Pseudomonas
productoras de diversos antibioticos como el 2,4-diacetilfloroglucinol (2,4-DAPG), han sido
asociadas con la disminucién de G. graminis var. tritici (Cook, 2003). Sin embargo, existen pocos
antecedentes de la interaccidn entre estas bacterias y estos terpenoides naturales y su posible efecto

controlador sobre G. graminis var. tritici.

HIPOTESIS
El uso en forma combinada de bacterias del genero Pseudomonas spp con extractos de Quillaja
saponaria, disminuye las poblaciones de Gaeumannomyces graminis var. tritici (Ggt) en raices de

trigo.

OBJETIVO GENERAL
Determinar el efecto de la accion conjunta de bacterias del género Pseudomonas productoras de

2,4-DAPG y extractos de saponinas en el control de G. graminis var. tritici en plantas de trigo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar el efecto que presentan extractos triterpénicos de Q. saponaria sobre el
crecimiento micelial del hongo G. graminis var. tritici en condiciones in vitro.
2. Evaluar el efecto de extractos de Q. saponaria sobre las poblaciones de Pseudomonas spp.

con actividad de control sobre el “mal del pie” en plantas de trigo.



3. Comparar crecimiento de poblaciones de Pseudomonas sobre raices de Triticum aestivum

L., tratados 0 no con extractos de Q. saponaria ricos en saponinas.
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CAPITULO 1
Efecto bioactivo de mezclas de extractos triterpénicos y Pseudomonas para el control de

Gaeumannomyces graminis var.tritici en trigo

Bioactive effect of triterpene extracts and mixtures of Pseudomonas to control
Gaeumannomyces graminis var.tritici on wheat

Jonathan A. Gonzélez-Castillot, Tamara P. Quezada-D’Angelo’, Gonzalo I. Silva Aguayo' y
Ernesto A. Moya-Elizondo!
!Facultad de Ciencias Agronomicas, Universidad de Concepcion, Dpto. de Produccion y
Proteccion Vegetal, email: emoya@udec.cl
Resumen
Extractos ricos en saponinas de Quillaja saponaria Mol. , al igual que poblaciones de rizobacterias
del género Pseudomonas que producen compuestos antimicrobiales, han sido asociadas con la
disminucién del hongo Gaeumannomyces graminis var. tritici , agente causal de mal del pie de trigo
y responsable de severas pérdidas en cultivos de trigo a nivel mundial. Sin embargo, no existen
antecedentes de la interaccion entre estas bacterias y estos triterpenoides naturales. Se determin6
que los extractos de quillay Vet Sap® y QL1000® tuvieron un efecto diferencial, de acuerdo a su
pureza, sobre Pseudomonas protegens productoras de 2,4-diacetilfloroglucinol (2,4-DAPG). En
plantulas de trigo, Vet Sap® no afectd las poblaciones bacterianas de tres cepas de las bacterias
antagonistas. Las cepas de P. protegens tuvieron una actividad antagonista variable en plantas de
trigo, manteniendo su actividad de control sobre el hongo al combinarla con diferentes
concentraciones de saponinas a partir de un extracto puro de quillay. Estos resultados sugieren
considerar el uso de mezclas de ambos compuestos en el desarrollo de un biopesticida para el

control de G. graminis var. tritici.

Palabras claves: Quillaja saponaria, saponinas, Pseudomonas protegens, biofungicida.

Abstract

Extracts rich in saponins from Quillaja saponaria Mol. and populations of rhizobacteria of the
genus Pseudomonas, which produce antimicrobial compounds, have been associated with reduction
of the fungus Gaeumannomyces graminis var. tritici, causal agent of take-all disease, which is
responsible for severe losses in wheat crops worldwide. However, there is not antecedent of the
interaction between these bacteria and these natural triterpenoids. It was determined that quillaja
extracts Vet SAP® and QL1000® had a differential effect according their purity on Pseudomonas



protegens 2,4-diacetylphloroglucinol (2,4-DAPG)-producers. On wheat seedlings, Vet SAP® did
not affect the antagonistic bacterial populations of the three bacterial strains assessed. Strains of P.
protegens had a variable antagonist activity in wheat plants, and keeping the control over the fungus
when were combined with different concentrations of the pure quillaja extract. These results are
promising to use mixtures of the bacterial and plant extract in developing a biopesticide to control

of fungus G. graminis var. tritici.

INTRODUCCION

Entre los extractos vegetales ricos en saponinas que han sido utilizados para el control de hongos
estan los obtenidos a partir del quillay (Quillaja saponaria Mol.; Quillajaceae), el cual es un &rbol
siempre verde endémico chileno que se distribuye entre las regiones de Valparaiso (30° S) y de la
Araucania (38° S) (Schlotterbeck et al., 2015). El quillay es rico en saponinas bidesmosidicas (dos
cadenas de azucar en la molécula) en su corteza, tronco y hojas (Donoso et al., 2011; Schlotterbeck
et al., 2015). Las saponinas son metabolitos secundarios triterpénicos que se producen
constitutivamente en un gran ndmero de especies de plantas y que a menudo tienen actividad
antifangica (Morrissey y Osbourn, 1999; Mert-Turk, 2005; Ahmed et al., 2012). Diversos estudios
han demostrado el efecto moderado de control de los extractos de Q. saponaria sobre distintas
especies de oidio (Apablaza et al., 2002; Moya et al., 2010), asi como también sobre otros hongos
patdgenos como Botrytis cinerea Pers.:Fr. (Ribera et al., 2008) y Gaeumannomyces graminis
(Sacc.) Oliver and Von Arx var. tritici Walker (Apablaza y Moya, 2004).

El mal del pie es una enfermedad causada por el hongo ascomycete G. graminis var. tritici
que produce severas pérdidas en cultivos de trigo (Triticum aestivum L.; Poaceae) en Chile
(Andrade et al., 2011) y a nivel mundial (Cook, 2003). Este hongo causa disminucion en el
rendimiento asociado a pérdida de plantas durante el desarrollo del cultivo, disminucién de su
tamafio y del nimero de espigas, 0 presencia de grano chupado y menor nimero de estos. Este dafio
se asocia a la pudricion y descomposicién de las raices, corona y tallo basal de la planta de trigo y
de otros cereales. (Paulitz et al., 2010). G. graminis var. tritici habita naturalmente el suelo y llega a
infestar el cilindro vascular del tallo reduciendo la absorcién de agua y nutrientes de la planta,
causando espigas blancas en la floracién y la maduracion prematura o0 muerte de la planta (Pillinger
et al., 2005; Paulitz et al., 2010).

El mal del pie se describi6 por primera vez en el sur de Australia hace més de 150 afios
(Andrade, 2004), pero a pesar de los grandes esfuerzos en términos de investigacion y a la cantidad
de recursos econémicos desplegados para dicho objetivo ain no ha sido posible controlarlo con
éxito (Paulitz et al., 2010). La mayoria de las variedades cultivadas son susceptibles a la

enfermedad (Kwak et al., 2012), por lo cual los manejos de esta enfermedad se limitan a la eleccion
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de variedades menos susceptibles, fertilizacion equilibrada, rotacién de cultivos y uso de algunos
tratamientos de semillas con fungicidas quimicos (Cook, 2003; McSpadden et al., 2001). Los
fungicidas a base de ingredientes activos como fenbuconazol, fluquinconazole, nuarimol,
silthiofam, triadimefon, triadimenol y triticonazol no han sido capaces de controlar la enfermedad y
solo retrasan o disminuyen la infeccion causada por G. graminis var. tritici (Cook, 2003; Andrade,
2004; Veraet al., 2014).

Diferentes agentes microbianos con actividad antagdnica hacia G. graminis var. tritici han
sido descritos (Souza et al., 2003; Cook, 2003; Park et al., 2011). Entre estos, bacterias del género
Pseudomonas spp., que habitan la rizosfera del trigo, han sido estudiadas en profundidad por su
nivel de control sobre G. graminis var. tritici y otros hongos patdgenos que causan pudriciones
radicales en trigo como Rhizoctonia, Pythium y Fusarium (Couillerot et al., 2009; Park et al., 2011,
Mavrodi et. al., 2012). Las bacterias del género Pseudomonas producen metabolitos con efecto
antifangicos como el 2,4-diacetilfloroglucinol (2,4-DAPG), acido cianhidrico, pioluteorina,
pirrolnitrina y derivados de fenacina (Dubuis y Haas, 2007; Weller et al., 2007; Kwak et al., 2012).
Recientemente, se ha descrito la presencia de bacterias Pseudomonas productoras de 2,4-DAPG en
suelos del sur de Chile (Moya-Elizondo et al., 2013). Las bacterias productoras de 2,4-DAPG son
una promisoria fuente para el desarrollo de inoculantes para semillas para el control de
enfermedades, aunque este compuesto presenta una alta inestabilidad en la rizésfera (Kwak et al.,
2012).

Por lo anterior, el uso comercial de alguna de estas cepas requiere de una investigacion
exhaustiva en el proceso de formulacién como biopesticida, el cual podria requerir de compuestos
naturales que afecten al patogeno en cuestion y que ademas favorezcan el crecimiento de
poblaciones bacterianas benéficas en la rizosfera. No obstante el impacto potencial que tienen los
extractos de Q. saponaria ricos en saponinas en el control de hongos como G. graminis var. tritici,
a la fecha no existen estudios que evalten el efecto directo de estos compuestos sobre poblaciones
de Pseudomonas y su efecto conjunto asociadas a la disminucion del hongo patdgeno en plantas de
trigo. Esto dltimo es importante, si se considera que el uso en forma combinada de bacterias del
género Pseudomonas spp. con extractos de saponinas podrian permitir el desarrollo de un
biofungicida que disminuya las poblaciones de G. graminis var. tritici que pueden afectar las raices
del trigo. Basado en lo anterior, en esta investigacion se evalud el efecto bioactivo de extractos de
Q. saponaria ricos en saponinas mezclados con cepas de P. protegens sobre el hongo G. graminis
var tritici en plantas de trigo. Para ello se determiné in vitro el efecto que presentan extractos
triterpénicos de Q. saponaria sobre el crecimiento micelial del hongo G. graminis var. tritici y

sobre las poblaciones de Pseudomonas spp. con actividad de control sobre el mal del pie. Ademas,



se compard el crecimiento de poblaciones de Pseudomonas sobre raices de trigo, tratadas o no con
extractos de Q. saponaria ricos en saponinas, y el efecto de estas mezclas sobre el desarrollo de la
enfermedad en plantas de trigo.

MATERIALES Y METODOS

Material bioldgico.

Se utilizaron los productos QL1000® (Desert King Chile, Quilpué, Chile) que es un extracto rico en
saponinas de Q. saponaria, que tiene una concentracion de saponinas >8% (p/p) y el producto Vet
Sap® (Desert King Chile Ltda., Quilpué, Chile) que es un extracto concentrado de saponinas de Q.
saponaria con una concentracion >90% (p/p) de saponinas determinado por HPLC (San Martin y
Briones, 2000).

Se utilizaron tres cepas de Pseudomonas protegens productoras de 2,4-DAPG, como es la
cepa Pf-5 (Brodhagen et al., 2004), o que tienen el gen phlD+ asociado a la produccién de este
compuesto (Cepas Ch-B7 y Ca-10). Las poblaciones de las cepas Ch-B7 y Ca-10 se aislaron de
raices de trigo de predios muestreados entre las regiones de la Araucania y de los Lagos (Moya-
Elizondo et al., 2013), mientras que la cepa Pf-5, fue facilitada gentilmente por el Dr. Brian
McSpadden de Ohio State University, Estados Unidos. Ademas, se trabajé con el aislado
patogénico del hongo G. graminis var. tritici aislado Osol, obtenido de plantas de ballica (Lolium
perenne L.) de la localidad de Osorno, Region de los Lagos, y que presenta un alta agresividad en

trigo.

Bioactividad de los extractos de quillay sobre cepas benéficas de Pseudomonas
protegens.
Aislamientos puros de las tres cepas bacterianas mencionadas anteriormente se sembraron en placas
Petri con medio King B y se obtuvieron colonias puras, las cuales se sembraron en tubos
individuales con 10 mL de caldo King B, para ser incubadas a 24 °C en agitacion continua a 150
rpm por 24 a 72 h. Al final de la incubacion, se tomaron 50 pL de las colonias de bacterias crecidas,
las cuales se colocaron en celdas de microplacas de ELISA que contenian 200 pL de medio King B
a concentraciones de 0; 200, 400, 800 y 8.000 ppm de cada extracto de quillay. Se midi6 la
densidad 6ptica a 600 nm en un lector de microplacas (RaytoRT-2100C) una vez establecido el
experimento y después de 24 h. Los controles de correccion espectrofotométrica fueron celdas con
las distintas concentraciones de los extractos de Q. saponaria, considerando reemplazar los 50 pL
de bacterias por medio King B esterilizado. Cada concentracion y cada control se repitieron tres

veces para cada tratamiento, utilizdndose una placa para cada extracto de Q. saponaria.



Paralelamente, el contenido de los tubos se diluyé de forma seriada en microplacas de ELISA,
obteniéndose diluciones de 10, 10°, 10° y 107 de las suspensiones bacterianas en caldo King B.
Desde dichas diluciones se sembraron tres microgotas de 10 uL de cada dilucién, sobre un
cuadrante de una placa de Petri con medio agar King B; dichas placas se incubaron a 24° C para
determinar la concentracion inicial de bacterias mediante un conteo de unidades formadoras de
colonias (u.f.c.) después de 24 h desde la siembra. Adicionalmente, se considero realizar un conteo
de u.f.c. después de la lectura espectrofotométrica realizada a las 24 h a partir de las bacterias que
crecieron en las distintas concentraciones descritas de los extractos, siguiendo la metodologia ya
descrita. Cada experimento se repitio tres veces en el tiempo.

Para validar el efecto de las saponinas de Q. saponaria sobre el crecimiento de bacterias P.
protegens y su efecto en la actividad antagdnica que estas presentan sobre G. graminis var. tritici se
crecieron las tres cepas bacterianas (10° u.f.c. inicial) en tubos de 1,5 mL con diferentes
concentraciones de saponinas de Q. saponaria (0, 1.840, 4.600 y 9.200 ppm) del extracto puro Vet
Sap® en agua mas un control de bacterias creciendo en medio King B por 24, 48 y 72 h de
incubacion de forma separada. Para cada tiempo, a partir de cada poblacion bacteriana que se
mantuvo en las distintas concentraciones evaluadas, se tomd una alicuota de 10 pL la cual se colocé
sobre un cuadrante de una placa de Petri con un medio APD mas King B, que contenia un trozo de
5 mm de didmetro de G. graminis var. tritici aislado Osol, que habia sido crecido previamente en
placas de Petri con agar papa dextrosa (APD) por 7 dias a 25°C + 1 en una camara de incubacion. El
hongo junto a las bacterias tratadas con las diferentes concentraciones de saponinas fue crecido por
4 dias, midiéndose el crecimiento micelial con una regla desde el borde de trozo de micelio hasta el
punto donde fue inoculada las bacterias. Adicionalmente, las bacterias crecidas en las diferentes
concentraciones de saponinas después de 24 h se centrifugaron por 2 min a 3000 rpm y se extrajo el
sobrenadante para luego resuspenderlas dos veces en agua destilada estéril, para posteriormente
realizar el conteo de u.f.c como se describié anteriormente. Este antecedente busco determinar el
efecto directo sobre las bacterias antagdnicas de las concentraciones de saponinas de Q. saponaria

que se utilizarian en los experimento in planta que se describen a continuacion.

Evaluacion in vitro de actividad de extractos saponinicos sobre bacterias antagonistas
a G. graminis var. tritici en plantas de trigo.
Semillas de trigo cv. Pandora-INIA se esterilizaron durante 1,5 min en hipoclorito de sodio al 0,5%,
en constante agitacion, seguido por 6 lavados con agua destilada estéril (ADE) (3 min cada uno)
bajo campana de flujo laminar. Luego se germinaron en placas de Petri sobre una superficie de

papel absorbente humedecido y cuando emitieron su radicula se pusieron cuatro plantas



individuales en cada cuadrante de una placa de Petri de 15 cm de didmetro con medio agar agua,
dejandolas crecer hasta que las raices alcanzaron al menos 1 a 2 cm. Las tres cepas bacterianas de P.
protegens se pusieron a crecer previamente en un tubo de 10 mL de caldo King B a 24 °C por 48 h.
La muestra de bacterias después de la incubacion se diluyé en forma seriada en tubos Eppendorf
con 900 uL de agua destilada estéril, para determinar las u.f.c. iniciales mediante inoculacion de las
diluciones 10 ,10°®, 107, 10® en medio agar King B utilizando la técnica de tres microgotas
descrita arriba. La concentracion de cada bacteria en una dilucion de 10 se centrifugé a 3000 rpm
por 10 min para eliminar el sobrenadante y resuspender las bacterias en ADE. A partir de la
suspension de cada bacteria se tomaron 200 pL y se mezclaron con 800 L de extractos rico en
saponinas de quillay Vet Sap® a concentraciones de 0, 1.840, 4.600, y 9.200 ppm de saponinas de
quillay. Luego las mezclas resultantes de 0, 1.472, 3.680 y 7.360 ppm de saponinas se pusieron
separadamente sobre las raices de cada plantula de trigo previamente crecidas que estaban dentro de
las placas de Petri de 15 cm. Tres raices de cada plantula se inocularon en un punto con 20 pL de la
mezcla, el cual se dejo incubar a 24°C por 24, 48 y 72 h respectivamente. Después de cada tiempo
de incubacidn, y a partir de cada raiz, se cortaron tres trozos de 1 mm de largo desde un punto de la
raiz que fue inoculado con las mezclas de Pseudomonas y saponinas. Estos trozos se colocaron en
celdas con 100 pL de medio King B, para ser incubadas a 24°C por 24 h, para luego ser sembrados
sobre una placa de Petri con medio agar King B para obtener el conteo final de u.f.c de las bacterias
usando la técnica de las tres gotas descrita arriba. Cada tratamiento se repitié tres veces y el
experimento se replico tres veces.

Adicionalmente, se observo el crecimiento de bacterias Pseudomonas sobre raices de trigo
cv. Pandora-INIA mediante microscopia electrénica. Las semillas se esterilizaron y germinaron
segun el protocolo antes descrito. Las semillas se pusieron en placas de Petri con medio agar-agua,
depositando una semilla por placa. Paralelamente se tomaron 600 uL de suspension bacteriana a
una dilucién de 10™y se mezclaron con 2.400 uL de extractos rico en saponinas de Q. saponaria
Vet Sap®, obteniendo una concentracion de 7.360 ppm de saponinas. Las raices de trigo se
inocularon individualmente con los 3 mL de las mezclas de Pseudomonas y Q. saponaria. Ademas
se usO un tratamiento s6lo con bacterias y un control con agua destilada estéril. Las placas se
mantuvieron en constante agitacion por 24 h para luego ser puestas nuevamente en incubacién a
24°C por 24 h. Los tubos con trozos de raices de trigo tratadas se prepararon en triplicado y se
incubaron por 5 dias, para ser fijados en 2,5% glutaraldehido 0.1M fosfato buffer (pH 7.2) por una
hora a 4°C y post fijado en 1% de tetradxido de osmio en el buffer por una hora. Las muestras se
deshidrataron en una serie de gradientes de alcohol etilico, seguido de dos cambios de éxido de

propileno, hasta alcanzar un punto critico de secado y ser cubiertas con oro. Las secciones fueron



examinadas en un microscopio electronico de barrido (SEM) JEOL JSM-6380LV SEM en el Centro
de Microscopia Avanzada de la Universidad de Concepcion.

Evaluacion in vivo de actividad de control de mezclas de extractos saponinicos y
bacterias antagonistas sobre G. graminis var. tritici.
Macetas individuales de PVC de 28 mm de diametro x 200 mm de largo se llenaron con 180 g de
suelo serie Chillan, que habia sido tamizado (2 mm de grano), esterilizado e inoculado previo a la
siembra con dos granos de avena infestados con G. graminis var. tritici aislado Osol. Cada grano
de indculo se coloco 10 y 5 cm de la superficie superior de la maceta. Cada maceta se sembr6 con
una semilla de trigo cv. Pandora (INIA, Chile), previamente germinada, a una profundidad de 1,5
cm. Las semillas pre-germinadas se inocularon en la siembra con los tratamientos, que consistieron
en las tres cepas bacterianas tratadas con 0, 1.840, 4.600 y 9.600 ppm de saponinas puras obtenidas
de Vet Sap®. Estos tratamientos se aplicaron a las semillas pregreminadas inoculando con 500 pL
de una suspensién individual de 10% u.f.c por mL de cada una de las cepas bacterianas en estudio,
que fueron crecidas como se describi6 anteriormente, y 100 pL de las distintas concentraciones de
extractos triterpénicos de saponinas de Q. saponaria. Se consideraron controles inoculado y no
inoculados con el hongo, a los cuales se agregaron 600 pL de ADE, ademas de un control inoculado
gue se trat6 sélo con Vet Sap ® a una concentracién de 9.200 ppm de saponinas de Q. saponaria y
que recibio 500 pL de ADE en reemplazo de la bacteria. Las macetas tratadas se mantuvieron en
una sala de crecimiento en condiciones controladas de temperatura (22 + 2°C) y fotoperiodo de
14:10 horas dia: noche, entregadas mediante luz LED rojo 630-660 nm, amarillo 615 nm y azul
460-490 nm. En total cada tratamiento tuvo 6 repeticiones, siendo cada maceta la unidad
experimental. Las macetas se regaron tres veces por semana, siendo fertilizadas una vez cada dos
semanas con 5 mL de solucidén nutritiva comercial (12% N; 4% P; 7% K, Best Garden®) por cada
maceta. EI experimento se replico 3 veces en el tiempo.

Las plantas se mantuvieron en crecimiento durante 45 dias, luego en las raices de cada
planta se evalu6 el nivel de infeccion mediante la determinacion de un indice de dafio de G.
graminis var. tritici segun la escala propuesta por Freeman et al. (2005) donde 0 = no hay raices
infectadas, 1 = hasta un 10% de raices infectadas, 2= 11-25% de raices infectadas, 3 = 26-50% de
raices infectadas, 4= 51-75% de raices infectadas y 5= 76-100% de raices infectadas. Basdndose en
los valores obtenidos de indice de dafio se calcul6 un indice del mal del pie (take-all index [TAI])
de cada tratamiento mediante la siguiente férmula: TAI = [(0 x n° plantas valor 0) + (10 x n° plantas
valor 1) + (25 x n° plantas valor 2) + (50 x n° plantas valor 3) + (75 x n° plantas valor 4) + (100 x

n° plantas valor 5)] / Total de plantas.



Analisis de datos

Los datos obtenidos se analizaron en la normalidad de su distribucion mediante la prueba de
normalidad de Shapiro-Wilk. Los datos que no presentaron normalidad en su distribucion, su valor
se transformd a logaritmo. Para determinar diferencias entre cada una de las réplicas de los
experimentos se utilizd la prueba F, de no encontrar diferencias (p < 0,05), los resultados obtenidos
en cada réplica del experimento se promediaron de lo contrario, se analizaron cada experimento por
separado. Para analizar el efecto de los extractos saponinicos sobre Pseudomonas tanto in vitro
como in vivo y el control que ejercieron sobre G. graminis var. tritici las mezclas de extractos ricos
en saponinas de Q. saponaria con Pseudomonas en plantas de trigo, se utiliz6 analisis de varianza
(ANDEVA) y comparacién de medias entre tratamientos mediante la prueba Tukey (p < 0,05). De
no existir normalidad en los datos aln transformados, se uso la prueba no paramétrica de Kruskal-
Wallis. Todos los analisis estadisticos se realizaron con el programa InfoStat version 2015. Grupo
InfoStat, FCA, Universidad Nacional de Cérdoba, Argentina.

RESULTADOS

Bioactividad de los extractos de quillay sobre cepas benéficas de Pseudomonas protegens

Los resultados promedios del recuento bacteriano (Figura 1) después de 24 h de crecimiento,
mostraron diferencias significativas entre las distintas concentraciones evaluadas para ambos
extractos de quillay (P < 0,05) pero no entre las bacterias. El crecimiento bacteriano promedio de
las cepas fue similar entre las concentraciones de 0 y 800 ppm de saponinas, mientras que la
concentracion de 8.000 ppm de Vet Sap® redujo en promedio un 36% las u.f.c. mL™ y en un 16,2%
los valores de absorbancia, en tanto que para QL1000® no se aislaron colonias vivas. Ademas, cabe
consignar que en la concentracion de 8.000 ppm de saponinas se produjo un precipitado en el fondo
de la celda de las microplacas, lo que se tradujo en que las lecturas de absorbancia fueran invalidas
(valores de lectura, menores al control).

En promedio el extracto puro de saponinas de Q. saponaria Vet Sap® disminuyd de forma
significativa el crecimiento bacteriano de P. protegens en 63,1% al ser crecidas en concentraciones
de 1.840 ppm de saponinas de Q. saponaria durante 24 h con respecto al control (medio King B),
pero esta disminucion fue menor a la observada en el tratamiento 0 ppm, que alcanz6 una
disminucién del 78,3%, a pesar que las bacterias fueron crecidas sélo en ADE (Tabla 1). No
obstante lo anterior, al analizarlos por cepa bacteriana en forma individual, esta tendencia se
observo solo en la Cepa Ch-B7, ya que las otras dos mostraron que la adicion de saponinas de Q.

saponaria no afecto el crecimiento poblacional de las bacterias antagonistas (77,8% para 0 ppm;
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57,3% para 1.840 ppm; 49,7% para 4.600 ppm; 27,9% para 9.200 ppm (Tabla 1)). Al comparar el
crecimiento bacteriano en las diferentes concentraciones del extracto de saponinas de Q. saponaria
(0, 1.840, 4.600 y 9.600 ppm de saponinas) en distintos momentos de evaluacion (24, 48 'y 72 h) se
observo una disminucion del recuento bacteriano para todas las concentraciones evaluadas con
respecto al conteo inicial de u.f.c. 1,7 x 10° (Figura 2). Esta disminucion fue marcada a las 24 h,
estabilizandose a las 48 h para mantenerse a las 72 h, no encontrdndose diferencias significativas
entre los tres tiempos ni tampoco entre las concentraciones de saponinas de Q. saponaria en cada
tiempo (P > 0.05), a pesar que se observd una disminucion més linealizada en las concentraciones
de 4.600 y 9.200 ppm de saponinas, mientras el tratamiento sin saponinas y el de menor
concentracion (1.840 ppm) presentaron una caida més marcada (Figura 2). Ademas, tampoco se
observd una variacion de la actividad controladora por parte de cepas de P. protegens sobre G.
graminis var. tritici en ensayos realizados in vitro después de ser crecidas en diferentes
concentraciones de extractos puros de saponinas de Q. saponaria Vet Sap®, ya que se observo que
las bacterias mantuvieron su actividad antagonista deteniendo el crecimiento micelial del hongo

unos 5 a 7 mm antes de entrar en contacto con la colonia bacteriana.

Evaluacion in vitro de actividad de extractos saponinicos de quillay sobre bacterias benéficas
en raices de trigo.

El tiempo transcurrido entre las tres réplicas de los experimentos no influyé en la respuesta de los
tratamientos [0, 1.472, 3.680 y 7.360 ppm] (valor p > 0,05), por lo cual, las tres replicas se usaron
como un unico set de datos para analizar cada momento de evaluacion (24, 48 y 72 h) y para cada
cepa bacteriana (Pf-5, Ca-10 y Ch-B7). El extracto comercial de saponinas Vet Sap® proveniente
de Q. saponaria al ser aplicado sobre la raiz no presentd actividad antagonica sobre el crecimiento
de poblaciones de P. protegens en ninguna de las cuatro concentraciones no encontrandose
diferencias significativas entre estas concentraciones, cepas y tiempo de evaluacion al considerar las
tres réplicas del experimento. Sin embargo, al analizar el recuento bacteriano a lo largo de los
tiempos de evaluacion (Concentracion vs. Tiempo de evaluacion), se observd una variacion en el
comportamiento individual de las cepas inoculadas sobre raices de trigo al ser tratadas con las
distintas concentraciones de quillay (p < 0,05). Las raices de trigo no tratadas con el extracto rico en
saponinas de Q. saponaria no presentaron diferencias en las u.f.c. para ninguna de las tres bacterias
evaluadas y en los tres tiempos de medicién considerados. Por su parte, la cepa Pf-5 a una
concentracion de 7.360 ppm de saponinas mostrd una poblacion de u.f.c. significativamente menor
a las 24 h con respecto a de las 72 h. Siendo la poblacion bacteriana observada a las 48 h intermedia

y no diferente de la medicién obtenidas a las 24 y 72 h (Figura 3, a). La reduccion de u.f.c.
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observada a las 24 horas fue un 35,4% menor con respecto a la medicion inicial (hora 0), y a su vez
fue superada en un 102% a las 72 h. Pf-5 en la concentracion de 3.680 ppm de saponinas descendio
levemente a las 24 h (8,7%) y llegd a una reduccion del 39,5% en la poblacion bacteriana observada
a las 48 h con respecto a la medicion inicial (hora 0), para recuperarse a las 72 h desde su
inoculacién (Figura 3, b). La cepa Ca-10, por su parte, mostrd un aumento en el recuento bacteriano
a las 72 h en la concentracion de 1.472 ppm de extracto saponinico semipuro de Q. saponaria,
alcanzando un 64,7% mas de u.f.c. con respecto a las mediciones realizadas a las 24 y 48 h (Figura
3, ¢), las cuales estuvieron cercanas de la medicion inicial de u.f.c. con que se inocularon cada
punto de raiz (2,14 u.f.c.). Mientras, la cepa Ch-B7 no mostré diferencias entre los tres tiempos de
mediciones para ninguna de las concentraciones de Q. saponarias evaluadas. Mediante microscopia
electronica de barrido se pudo observar que las cepas de P. protegens se asentaron al inocularse
sobre la superficie de las raices de trigo después de 24 h (Figura 4), pero al ser aplicada sin el
extracto de Q. saponaria se observé una poblacién de bacterias mas compacta y densa formando
una biopelicula o biofilm que las agrupaba (Figura 4, b), mientras que al mezclar las bacterias con
los extractos ricos en saponinas de Q. saponaria se observé una disminucion de las poblaciones de
bacterias con una menor compactacion sobre la superficie de la raiz, asociada a una menor

agregacion de las bacterias bajo una biopelicula (Figura 4, c).

Evaluacion in vivo de actividad de extractos saponinicos sobre bacterias antagonistas a G.
graminis var. tritici en plantas de trigo.

Al analizar el indice de dafio de G. graminis var. tritici sobre plantas de trigo inoculadas con
diferentes cepas de P. protegens se mezclaron con distintas concentraciones de extracto de Q.
saponaria (0, 1.840, 4.600 y 9.200 ppm), se observd diferencias significativas para cada cepa
bacteriana (P < 0,05); ademas, todos los tratamientos inoculados fueron infestados por el hongo y
presentaron un dafio estadisticamente diferente del tratamiento no inoculado. En el caso de los
tratamientos con la cepa Pf-5 no se detectaron diferencias en las combinaciones con distintas
concentraciones del extracto saponinico para el dafio causado por G. graminis var. tritici al igual
que con respecto al tratamiento donde sélo se inoculé con una concentracion de 9.200 ppm. de
saponinas. La cepa Ca-10 present6 una disminucion en el indice de dafio tanto en el tratamiento
inoculado solamente con la cepa bacteriana como con las tres concentraciones de saponinas de Q.
saponaria (1.840, 4.600 y 9.200 ppm) con respecto al tratamiento inoculado s6lo con el hongo (P <
0,05) (Figura 5, a). Por su parte la cepa Ch-B7 present6 una disminucion significativa del dafio
producido por el hongo sobre las plantas de trigo al ser combinadas con 1.840 y 4.600 ppm de

saponinas de Q. saponaria con respecto al resto de los tratamientos inoculados, disminuyendo el
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indice de dafio de un valor promedio de 4 para el testigo inoculado con G. graminis var. tritici a 2,7
para la concentracion de 1.840 ppm, siendo esta la méxima disminucion alcanzada en este
experimento (Figura 5, b). Los valores obtenidos en las tres cepas se unieron para calcular el indice
TAI, determinandose una disminucion significativa de la enfermedad con respecto al control
inoculado al tratar la semilla pregerminada sélo con las P. protegens, como también al mezclar
éstas con las tres concentraciones de saponinas (1.840, 4.600 y 9.200 ppm) (Figura 6). El uso de una
concentracion de 9.200 ppm de saponinas de Q. saponaria sin las bacterias para controlar el mal
del pie no presento diferencias estadisticamente significativas con respecto al control inoculado con
el hongo para ninguna de las cepas evaluadas.

DISCUSION
Muchas saponinas son consideradas compuestos antimicrobiales que forman parte del sistema de

defensa de ciertas plantas (Morrissey y Osbourn, 1999; Sherif et al., 2009), por lo que podria
esperarse que ejercieran dicha actividad sobre bacterias que habitan la rizésfera y filosfera de las
plantas. Por otra parte, varias especies de plantas tienen asociaciones simbioticas con bacterias que
aportan en su defensa al control de enfermedades y mejoran sus funciones fisioldgicas (Sivasakthi
et al., 2014). En este estudio, el uso de extractos puros de Q. saponaria (QL 1000®) mostré un
mayor efecto bactericida a medida que aumentaron las concentraciones de Q. saponaria, lo cual
pudo deberse a la menor pureza de este extracto, observandose que a una concentracion de 8.000
ppm de saponinas se produjo un precipitado en el fondo de la celda de las microplacas, que pudo
deberse a la presencia del preservante benzoato de sodio (1 g L™) y otros sélidos en la composicion
de QL1000®. El extracto puro de saponinas (\Vet Sap®) no presentd esta tendencia, por lo que se
considerd para los estudios en raices de trigo. En este ultimo, las poblaciones de P. protegens
fueron afectadas levemente por las concentraciones entre 0 y 8.000 ppm en condiciones in vitro,
manteniendo su actividad antagonica sobre el hongo después de haber estado en contacto con el
extracto de Q. saponaria, esto se ve reforzado con el hecho que bacterias P. protegens que se
cultivaron por 24, 48 y 72 h en concentraciones de 1.840, 4.600 y 9.200 ppm de saponinas de Q.
saponaria no perdieron su actividad inhibitoria sobre el crecimiento del hongo en los ensayos
realizados in vitro.

Las bacterias antagonicas se vieron afectadas levemente por concentraciones entre 1.472 y
7.360 ppm de saponinas de Q. saponaria al ser colocadas sobre raices de plantulas de trigo y
evaluadas en tres diferentes tiempos de muestreo (24, 48 y 72h). En general, poblaciones de P.
protegens, cuando se inocularon sin extractos de saponinas, formaron una biopelicula que contenia
una alta concentracion de poblaciones bacterianas sobre las raices de trigo, lo cual no se observo al

mezclarlas con distintas concentraciones de extracto puro rico en saponinas después de 24 h de
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cultivo. Ante la presencia de saponinas de Q. saponaria se observo una disminucién en el nimero
de bacterias P. protegens, lo cual fue concordante con las lecturas de u.f.c. que se observaron
después de 24 h desde su inoculacion sobre las raices de trigo mezcladas con igual concentracion de
saponinas (7.360 ppm) en la cepa Pf-5.

La evaluacién del crecimiento bacteriano en dosis de saponinas de Q. saponaria entre 200 y
9.200 ppm estuvo asociado a pesquisar en un rango amplio de concentraciones el efecto que tienen
estas moléculas sobre las bacterias P. protegens, considerando que su mezcla con extractos de Q.
saponaria obligaria a desarrollar un biopesticida donde se concentren estas bacterias y las saponinas
del extracto para aplicarlas como un tratamiento a las semillas, que es la forma comercial de aplicar
un fungicida para el control de enfermedades radicales como el mal del pie. Es sabido que el efecto
antifangico de los extractos comerciales de Q. saponaria Vet Sap® y QL1000® contra G. graminis
var. tritici tienen un efecto in vitro a concentraciones de 50 a 500 ppm, rangos en que produce una
deformacién de las hifas, adelgazamiento de micelio y roturas en las membranas de unién de los
cordones miceliales entre hifas en este hongo, como ha sido reportado por Apablaza et al. (2002 y
2008). Dicho efecto se explicaria por la presencia de saponinas triterpénicas que tienen una
actividad fungicida a través de una accion membranolitica de los esteroles presentes en las
membranas celulares de los hongos (Osbourn et al., 1996; Apablaza et al., 2002 y Ribera et al.,
2008). Las propiedades antifingicas de las saponinas son atribuidas a las agliconas que estas
moléculas presentan y que tienen la capacidad de formar un complejo con los esteroles que
conforman las membranas celulares de los hongos, causando la formacion de poros y la pérdida de
la integridad de esta membrana (Osbourn, 2003). Sin embargo, al colocar este compuesto en las
semillas las concentraciones de este deben difundir a medida que las raices se desarrollan o pueden
perderse debido a los riegos o precipitaciones, lo cual obliga a colocar concentraciones altas del
extracto al tratar una planta de trigo, y fue la razon por lo que se evalu6 a concentraciones entre
1.840 y 9.200 ppm de saponinas en los experimentos en maceta.

Estos resultados sobre P. protegens sugieren que el extracto crudo o menos refinado
presentaria una actividad antimicrobial variable como ha sido reportado por Sen et al. (1998) y
Sherif et al. (2009). Esta diferencia entre ambos extractos, puede deberse a que QL1000® tiene una
menor pureza en su composicion (> 8 % p/p de saponinas), presentando otras sustancias que
podrian haber afectado el crecimiento de Pseudomonas, como polifenoles, sales y azlcares simples
(San Martin y Briones, 2000) que pueden presentar actividad antimicrobiana (Negri et al., 2014).

La propiedad antibacterial presente en las saponinas depende de factores como la
concentracion y la fuente de donde se extraen las saponinas (Sen et al., 1998). Por ejemplo, se

conoce que diferentes extractos de tipo comercial ricos en saponinas tienen diferente actividad
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antibacteriana, en algunos casos teniendo una baja actividad antibacterial sobre bacterias gram-
negativas como Escherichia coli (Sen et al., 1998; Sherif et al., 2009); esto concuerda con lo
obtenido en el presente estudio donde los extractos ricos en saponinas de Q. saponaria no
disminuyeron las poblaciones de P. protegens, las cuales al ser protobacterias gram- negativas
parecieran no verse afectadas por los extractos. Es posible que estas concentraciones de saponinas o
los restos de aglicona, que son los responsables de la aparicion de poros en la membrana celular
causen un aumento en la permeabilidad de las células que conducen al mejoramiento del transporte
de nutrientes en células bacterianas (Sen et al., 1998). Sin embargo, tampoco se observé un
aumento de las poblaciones de P. protegens en ninguna de las concentraciones de saponinas
evaluadas (0, 1.472, 3.680 y 7.360 ppm) al analizar cada dia por separado. No obstante lo anterior,
si se observé un aumento de poblaciones bacterianas después de 72 h de incubacion en las
concentraciones de 3.680 y 7.360 ppm de extractos saponinicos de Q. saponaria para la cepa Pf-5
mientras que la cepa Ca-10 aumentd su nimero de colonias en concentraciones de 1.472 ppm. Esto
sugiere que el tiempo de medicion pudo no ser suficiente para capturar este cambio en las
poblaciones o que la bacteria requiere de un cierto tiempo para activar algunos mecanismos que
permitan usar para su desarrollo la molécula de saponina que contiene azucares, los cuales son
producidos al hidrolizar los enlaces glucosidicos a través de glicosidasas poco especificas (Sen et
al., 1998). En las bacterias crecidas en las diferentes concentraciones de saponinas, las glicosidasas
parecieron mantenerse mas activas en concentraciones de 4.600 y 9.200 ppm, ya que no tuvieron
diferencias con el control (medio King B) dentro de las primeras 24 h y logrando poblaciones
bacterianas mayores, lo que presupone un aprovechamiento de la molécula de saponina por parte de
las bacterias (Sen et al., 1998). Esta actividad degradadora de P. protegens sobre la molécula de
saponina usada para aumentar sus poblaciones, pareciera estabilizarse en el tiempo, ya que, no se
encontraron diferencias entre las 24, 48 y 72 h, aunque este resultado podria explicarse parcialmente
por la alta variabilidad mostrada en los resultados. Estudios conducidos por Sen et al. (1998)
demostraron el efecto regulador que distintas concentraciones de extractos de diversas fuentes de
saponinas de Q. saponaria y Yucca schidigera (Roezel ex Ortigies; Agavaceae) tienen sobre
bacterias, ya que estas pudieron aumentar o disminuir sus poblaciones en forma lineal a la
concentracion de saponinas.

En diversos estudios se ha demostrado el efecto fungicida tanto de cepas benéficas de P.
protegens productoras de 2,4 DAPG (Kwak et al., 2012, Mavrodi et al., 2012) como de extractos
ricos en saponinas de Q. saponaria (Apablaza y Moya, 2004, Apablaza et al., 2008). En este
estudio, la combinacién de estos antagonistas de G. graminis var. tritici no mostro un efecto claro

de control sobre el aislado del hongo que se utilizd, observandose s6lo un control significativo del

15



hongo por parte de la combinacion de la cepas Ca-10 y Ch-b7 de P. protegens con concentraciones
de 0 ppm, 1.840 ppm, 4.600 y 9.200 ppm de saponinas de Q. saponaria para Ca-10 y de 1.840 y
4.600 ppm para Ch-b7. Del mismo modo, en condiciones in vitro se observé que la inhibicidn de las
bacterias sobre el hongo se mantuvo a pesar de estar por 72 h creciendo en un medio con 9.200 ppm
de saponinas de un extracto puro de quillay, descartandose un posible efecto del extracto de Q.
saponaria sobre la actividad controladora de P. preotegens sobre el hongo. Sin embargo, la
variabilidad que se presentd en el control de G. graminis var. tritici, observado tanto en plantas
tratadas solo con bacterias como con mezclas de P. protegens y las distintas concentraciones del
extracto de Q. saponaria, el nivel de control alcanzado por los tratamientos que tuvieron las
bacterias fue mayor al observado en las plantas inoculadas solo con el hongo, y los tratamientos
inoculados con bacterias y extractos de Q. saponaria de las tres cepas que en promedio presentaron
entre 29,2 y un 22,2% menos de severidad de dafio en las raices. El bajo nivel de control pudo
deberse a que el aislado del hongo Osol es altamente agresivo, ya que alcanzé los valores maximos
en el indice de dafio al ser inoculada en las plantas que no recibieron los tratamientos, los cuales a
su vez contrarrestaron el dafio producido por G. graminis var. tritici en un bajo nivel.

La accién supresora de ciertos suelos sobre G. graminis var. tritici se produce por la
actividad de la biomasa microbiana en su conjunto sobre el patégeno (Weller et al., 2002 y 2007), la
cual pudo verse disminuida por la esterilizaciéon al que se sometié al suelo previo a los
experimentos. Aunque la supresion especifica producida por cepas productoras de 2,4 DAPG tiende
a ser mayor que el resto de la biomasa de la riz6sfera, la variabilidad mostrada en el control de G.
graminis var. tritici por parte de bacterias benéficas son normales (Kwak et al., 2012). Dado los
resultados mostrados en este estudio donde los extractos puros de saponinas de Q. saponaria no
mostraron un efecto antagonista sobre las poblaciones de P. protegens, no es posible atribuir a este
extracto algun efecto sobre la propiedad controladora de las cepas de P protegens sobre G. graminis
var. tritici. Aunque, ciertas concentraciones de extractos saponinicos favorecen el crecimiento
bacteriano (Sen et al., 1998) este podria haber afectado la produccion de 2,4 DAPG por parte de las
P. protegens evaluadas, aunque también pudo afectar la estabilidad del compuesto, el cual presenta
una alta inestabilidad en la rizésfera, ya que tendria una vida media de 0,25 dias (Kwak et al.,
2012). Por otra parte, la alta humedad del suelo producto de precipitaciones o riego es uno de los
factores que aumenta la agresividad de G. graminis var. tritici sobre plantas de trigo (Roget y
Rovira, 1991; Cook, 2003). Considerando esto ultimo, el riego efectuado tres veces por semana
durante los experimentos, mantuvo una humedad constante en el suelo, lo cual pudo activar el
indculo y haber ayudado a infestar las plantas de trigo en etapas tempranas de su desarrollo, lo que

aumento el dafo producido sobre sus raices y redujo la efectividad de los compuestos triterpénicos
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y las bacterias antagonistas. A su vez, esta practica también pudo provocar una disminucion en las
concentraciones tanto de 2,4 DAPG como de las concentraciones de saponinas que se colocaron en
contacto con las raices de trigo debido a la lixiviacion de las células bacterianas o de los
compuestos saponinicos o antimicrobiales. La desaparicion de la biopelicula observada sobre las
raices tratadas con una suspension de Q. saponaria después de 24 h sugiere que puede favorecerse
la pérdida de bacterias en etapas tempranas de la inoculacion.

Si bien los resultados obtenidos en macetas fueron variables, algunas cepas bacterianas de
P. protegens produjeron una disminucion en el indice de dafio de G. graminis var. tritici sobre
plantas de trigo al mezclarlas con ciertas concentraciones de extractos puros de saponinas de Q.
saponaria, lo que sugiere que tanto la concentracion de los extractos saponinicos como las cepas
bacterianas utilizadas influyen sobre el control de G. graminis var. tritici, esto podria entregar una
aproximacién al uso de ambos compuestos para formular un biofungicida que constituya una
alternativa para controlar a este hongo fitopatdgeno. Esto es relevante, si se considera que las
saponinas son clasificadas como productos de “riesgo minimo” por la EPA (Agencia de Proteccion
Ambiental) (San Martin y Magunacelaya, 2005) y seguro para el consumo humano por la FDA
(Agencia de Drogas y Alimentos) (Sen et al., 1998) de los Estados Unidos de Ameérica, lo cual le

abre un uso potencial tanto en la agricultura tradicional como organica.

CONCLUSION

Los extractos ricos en saponinas triterpenicas de Q. saponaria (Vet Sap® y QL1000®)
presentaron un efecto antagonista sobre el crecimiento de aislados de G. graminis var. tritici en
condiciones in vitro, mientras que los extractos puros de Q. saponaria (Vet Sap ®) no afectaron el
desarrollo de poblaciones de esta bacterias, como se observd en concentraciones altas de los
extractos menos puros (QL 1000®) en esta condicion. En plantas, las cepas de P. protegens
productoras de 2,4 DAPG mezcladas con ciertas concentraciones de extractos puros de saponinas de
Q. saponaria, pese a una disminucion inicial después de 24 h, se vieron aumentadas sus poblaciones
después de 72 h. La disminucién inicial después de 24 h estuvo asociada a la pérdida en la
formacién de una biopelicula en aquellas raices tratadas con el extracto puro de saponinas. En
macetas el control sobre el hongo fue variables, ya que algunas cepas bacterianas de P. protegens
generaron una disminucion en el indice de dafio de G. graminis var. tritici sobre plantas de trigo al
mezclarlas con concentraciones entre 1.840 y de 9.200 ppm de saponinas presentes en el extracto
puro de Q. saponaria que se utilizd, lo que indica que la concentracion de los extractos saponinicos

como de las cepas bacterianas utilizadas influyen sobre su efectividad en el control de G. graminis
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var. tritici, lo cual deberia ser considerado si ambas alternativas de control fuesen consideradas para

formular un biofungicida que sea una alternativa para controlar este hongo.
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Figura 1. Promedio del recuento bacteriano (R.B.) de Pseudomonas protegens después de 24 horas
de incubacion en medio King B enriquecido con distintas concentraciones de saponinas para los
extracto de quillay: Vet Sap® (>90% de saponinas de quillay) y QL1000® (8% de saponinas de
quillay). Letras distintas sobre la barra de cada extracto muestra diferencias significativas entre las
dosis, seglin prueba de comparacion de medias de Tukey (P < 0,05). Datos expresados como media

+ MSD de tres experimentos.
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Figura 2. Promedio del recuento bacteriano (R.B.) para distintas cepas de Pseudomonas protegens

crecidas en diferentes concentraciones de saponinas obtenidas a partir de extractos de Q. saponaria
(Vet Sap®) en tres tiempos distintos desde su inoculacion. Datos expresados en medias + error

estandar.
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Figura 3. Promedio del recuento bacteriano (R.B.) para distintas cepas de Pseudomonas protegens
inoculadas sobre raices de trigo mezcladas con extracto puro de Q. saponaria rico en saponinas
(Vet Sap®) en tres tiempos distintos desde su inoculacion. Poblaciones de cepa Pf-5 a
concentraciones de Q. saponaria de 7.360 ppm (a), 3.680 ppm (b) y de Ca-10 en concentraciones de
1.472 ppm de saponinas de Q. saponaria (c). Datos expresados en medias + Desviacion estandar.
Letras distintas sobre las barras muestran diferencias significativas segin prueba de comparacion de
medias de Tukey (P < 0,05).
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Figura 4. Observaciones en microscopia electrénica de barrido de superficie de raices de trigo sin inoculacién (a), que fueron inoculadas sélo con

Pseudomonas protegens (b) y raices de trigo tratadas con bacterias en combinacién con 7.360 ppm de saponinas de Q. saponaria (c) después de 24
h. Flechas indican agregacion de bacterias y formacion de biopelicula o biofilm.
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Figura 5. indice de dafio en plantas de trigo infectadas con Gaeumannomyces graminis var. tritici
tratadas con distintas cepas de Pseudomonas protegens mezcladas con diferentes concentraciones
de un extracto puro rico en saponinas de Q. saponaria (Vet Sap®). Los resultados para la cepas Ca-
10 (@) y Ch-B7 (b), ademasse muestran los tratamientos sélo inoculados con las bacterias (0),
tratado sélo con extractos de Q. saponaria (9.200 ppm) y un control solamente inoculado con G.
graminis var. tritici . Las barras representan las medias de cada tratamiento (n=6). Datos expresados
en medias + error experimental. Letras distintas sobre las barras indican diferencias significativas

entre tratamientos segln prueba de comparacion de medias de Kruskal-Wallis (P < 0,05).
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Figura 6. indice de dafio por mal del pie (TAI), causado por Gaeumannomyces graminis var. tritici
en plantas de trigo tratadas con distintas cepas de Pseudomonas protegens mezcladas con diferentes
concentraciones de un extracto puro rico en saponinas de Q. saponaria (Vet Sap®). Los resultados
son el promedio de las tres cepas utilizadas (Pf-5, Ch B-7 y Ca-10), ademas se muestran los
tratamientos sélo inoculados con las bacterias (0), tratadas s6lo con extractos de Q. saponaria
(9.200 ppm) y un control solamente inoculado con G. graminis var. tritici. Datos expresados en
medias * error experimental. Letras distintas sobre las barras muestran diferencias significativas

entre tratamientos segln prueba de comparacion de medias de Kruskal-Wallis (P < 0,05).
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Tabla 1. Recuento bacteriano (Log u.f.c. * mL™) de las tres cepas de Pseudomonas protegens
crecidas en diferentes concentraciones de extractos de saponinas de Q. saponaria Vet Sap®. Las
medias de cada tratamiento se compararon con el control crecido en medio King B para obtener el

porcentaje de disminucion de las u.f.c.

Cepas de Pseudomonas protegens

Tratamientos Porcentaje de

Pf-5 Ch-B7 Ca-10 Promedios disminucion
(ppm) (%)

0 6,2 a' 59b 6,1a 6,1b 78,3%
1.840° 6,7 a 6,2b 6,2a 6,4 b 63,0%
4.600 6,7 a 6,5 ab 6,3a 6,5 ab 48,1%
9.200 6,5a 6,6 ab 6,1a 6,4 ab 30,2%

Control® 6,9a 6,8a 6,8a 6,8a
Valor-P 0,397 0,016 0,274 0,003

! Letras distintas en las columnas muestran diferencias significativas entre los tratamientos, segin
Prueba de comparacion de medias de Tukey (< 0,05).

2 Valores expresados en partes por millén de saponinas obtenidas a partir del extracto puro de Q.
saponaria Vet Sap ® (>90% p/p de saponinas).

¥ Control que considerd crecimiento de bacterias en medio caldo King B.
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