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RESUMEN

Se investigdé la funcién de la diversidad de los metabolitos secundarios en la defensa
vegetal contra los hongos y se exploré la funcidn de esta diversidad quimica en la respuesta

‘de hongos con diferente grado de especializacion en gramineas.

La hipétesis que se probo es que una mayor diversidad y concentracion de metabolitos
secundarios en tejidos vegetales provee una mejor defensa contra hongos que una
diversidad v concentracién bajas. Para probar la hipétesis se expusieron cinco especies de
hongos a un gradiente de diversidad y concentracién de metabolitos secundarios analizando
el efecto del tipo y nlumero de compuestos.

Los hongos fueron expuestos ix vitro, primero por separado y después simultaneamente,
a cinco 4cidos fendlicos (ferdlico, cafeico, p-cumdrico, vainfllico y sinapico) que se
encuentran en las semillas de las gramineas. Estos compuestos fueron incorporados al
medio de cultivo individualmente y como mezclas de dos, tres, cuatro y cinco compuestos,
en tres conceniraciones.

El efecto del tipo v nimero de 4cidos fendlicos se estudié sobre las respuestas de
crecimiento de cinco especies de hongos con diferente grado de especializacion como
patbgenos de gramineas y acarreados en semillas de maiz: Fusarium graminearum,
especialista en semillas de gramineas; Fusarium moniliforme, especialista en tallos y
semillas de gramineas: Fusarium oxysporum, generalista de varios cultivos; Phoma
herbarum, saprobio de varios cultivos y Penicillium oxalicum, saprobio del suelo y de
restos de plantas.

Los resultados que apoyaron la hipétesis de la diversidad y la concentracion de
metabolitos secundarios como mejor defensa fueron: la inhibicién del crecimiento de F.
moniliforme en el ensayo individual con mezclas de tres y cinco compuestos a
conceniracion alta; de F. oxysporum en el ensayo individual con mezclas de tres y cinco
compuestos a concentracion media; de P. oxalicum en el ensayo individual con mezclas de
dos, tres y cuatro compuestos a concentracion alta; de los hongos F.oxysporum y Phoma
herbarum en el ensayo simultineo, con mezclas de tres, cuatro y cinco compuestos a
concentracion aita.

Il efecto de la concentracion de los acidos fendlicos fue de inhibicion en el erecimiento
de todos los hongos, sin embargo el efecto de la diversidad de los dcidos fendlicos mostrd
estar en funcién de 1a concentracion y del grado de especializacion de la especie de hongo.
Las mezclas diversas en concentracion baja inhibieron muy poco a todas las especies,
mientras que en coneentracion alta la inhibicion fue mayor, pero no en todas las especies de
hongos estudiadas. En las cspeeics con mayor especializacién en las gramineas, la
inhibicion de los 4cidos fendlicos aislados fue mayor que la de algunas mezclas. En las
especies  con menor especializacién, todas las mezelas fueron tan inhibidoras como los
compuestos aislados mas activos.

Se concluye que los acides ferilico, p-cumdrico, vainillico, caléico y sindpico, actuando
s6lo a dosis altas pueden inhibir el crecimiento in vitro de Fusarium graminearum. .
moniliforme, F. oxysporum, Phoma herbarum y Penicillium oxalictom en los granos de
maiz.

.05 resultados sugicren que ¢l aumento cn la diversidad quimica de las mezelas
aumenta ia inhibicion del crecimiento de los hongos in virre cuando la concentracion de la
mezela en el medio de cultivo e alta, Asi mismao sugicren que esta diversidad quimica
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puede tener un efecto diferente en el consumidor de acuerdo a su grado de especializacion
al hospedero: a menor grado de especializacion el efecto es mayor.



I.INTRODUCCION

Las plantas son atacadas a lo largo de su vida por numerosos y diversos consumidores:
mamiferos, insectos, bacterias y hongos entre otros. Estas presiones selectivas han
generado diferentes patrones defensivos en las plantas: morfoldgicos, fisicos, quimicos,
nutricionales, fenologicos, de asociacion con otras plantas u otros organismos. Se les ha
atribuido a los factores quimicos, los metabolitos secundarios, un papel muy importante en
la defensa de las plantas contra sus consumidores (Ehrlich & Raven, 1964; Kubo & Hanke,
1985; Rhoades, 1979).

Los metabolitos secundarios estan presentes en todas las plantas y parecen no tener un
papel intrinseco en los procesos {isiologicos de éstas (Bernays & Chapman, 1994). Se
encuentran normalmente en los tejidos vegetales como mezclas por le que los
consumidores pueden ser afectados diferencialmente por compuestos individuales o por sus
combinaciones (Berenbaum, 1988, Espinosa-Garcia & Langenheim, 1991). Ademas de su
participacion en la resistencia vegetal contra herbivoros y patégenos (Bernays & Chapman,
1994; Ehrlich & Raven, 1964; Fenny, 1976 Schultz, 1988), se les ha asociado con
diferentes interacciones ecologicas: fendmenos alelopaticos, interacciones mutualistas de
plantas con otros organismos (Turlings & Berney, 1998), interacciones de herbivoros con el
tercer nivel trofico (Coley & Kursar, 1998) y resistencia contra factores abidticos (Bernays
& Chapman, 1994; Cates, 1996).

Los trabajos que sustentan la teorfa de la defensa quimica han explorado el papel de los
metabolitos secundarios bajo diferentes perspectivas: el efecto de una sustancia en
particular, el de un grupo de sustancias, o bien el de mezclas de compuestos secundarios; en
los consumidores de las plantas. Algunos de los trabajos con mezclas de metabolitos
secundarios indican que existen compuestos mds activos que otros (Berenbaum, 1988), que
en ocasiones su actividad se basa en la diversidad (Berenbaum, ef af 1991), que la accidén
de las mezclas es dependiente de la dosis (Berenbaum ef al., 1991; Espinosa-Garcia y
Langenheim, 1991} y que la efectividad de los compuestos contra cierfo grupo de
consumidores puede ser ineflicaz contra otros (Kubo & Hanke, 1985). Actualmente existe
poca evidencia que pruebe si un compuesto individual o una mezcla es lo que determina la
resistencia en las plantas contra un herbivoro o un patdgeno con cierto grado de
especializacion (Berembaum & Zangerl, 1993).

El conocimiento de los mecanismos por los cuales la diversidad quimica interviene cn la
defensa vegetal puede tener aplicaciones practicas importantes, por ¢jemplo  combatir
plagas y patogenos reduciendo el uso de plaguicidas en los agroecosistemas. Por una parle,
la hipdtesis de la diversidad quimica permite analizar la interaccion planta-patégeno en los
sistemas agricolas y  explicar porqué algunos individuos en una poblacion soportan
conjuntos de consumidores diferentes a los de otros (Espinosa-Garcia & Langenheim,
1991). Por otra parte, las interacciones planta-herbivoro y planta-patdgeno en los sistemas
agricolas son mas cvidenies que en los sistemas naturales, ya que en estos sistemas el
equilibrio natural entre las plantas y sus consumidores sc ha roto y aparccen patrones mas
marcados de herbivoria y de resistencia vegetal (Bradshaw & Mortimer, 1986).

En ¢l presente estudio se intenta analizar la funcién de fa diversidad de los metabolitos
sccundarios ¢n la defensa de las plantas contra los hongos y explorar la funcion de csta
diversidad quimica en la respucsta de cinco especies de hongos con diferente grado de
especializacion en gramineas. Sc expondrin cinco especies de hongos con diferente grado



de especializacién como patdgenos de gramineas a un gradiente de diversidad y
concentracion de metabolitos secundarios comunes en estas plantas.

2. ANTECEDENTES
2.1 Teoria de la defensa vegetal

La teoria de la defensa vegetal pretende explicar cdmo se defienden las plantas y su
suceptibilidad a ciertos grupos de consumidores. Uno de los primeros en proponer que la
razon de ser de los metabolitos secundarios era la proteccion vegetal contra sus
consumidores fue Frankel (1959). Después surgié el trabajo de Erilch & Raven (1964), que
mostrd una asociacién de la alimentacion de familias de mariposas con ciertas familias de
plantas, cada una de las cuales con una serie especifica de metabolitos secundarios. Estos
datos les llevaron a suponer que los perfiles quimicos de las plantas, asi como la
distribucién de las mariposas era un clare resultado de coevolucién. Esta hipétesis de
coevolucion propone que la aparicién de una caracteristica nueva en la defensa vegetal le
permite a las plantas escapar de la herbivoria y sufrir una especiacion multiple.
Consecutivamente propone la evolucion de la contradefensa del herbivoro que le permite
una nueva colonizacién sobre el grupo de plantas que se originé a partir de la nueva defensa
(Mitter, ef al., 1988). Esta hipétesis es ampliamente aceptada, sin embargo no ayuda a
explicar la diversidad de metabolitos secundarios en un solo tejido vegetal y su posible
funcién.

En un contexto ecoldgico y evolutivo se han propuesto diferentes hipotesis para explicar
la presencia de compuestos secundarios en términos de defensa haciendo referencia a
diferentes factores como: apariencia (Fenny, 1976; Rhoades & Cates, 1976) balance de
carbono/nutrientes y disponibilidad de recursos (Bryant, et al., 1983; Coley, et al., 1985),
defensa Optima (Mckey, 1977, Rhoades, 1979), defensa neutral (Edwards, 1989),
diversidad alta y mayor proteccion (Jones & Lawton, 1991) y de la diversidad moderada
(Jones & Firn, 1991).

La hipotesis de la apariencia (Fenny, 1976; Rhoades & Cates, 1976) propone que Jas
plantas o los tejidos vegetales varian de acuerdo a su “apariencia” para los herbivoros. Las
plantas aparentes estarian defendidos por compuestos cuantitativos y las no aparentes por
cualitativos. Los cualitativos son toxinas de bajo peso molecular, baratas y efectivas a bajas
concentraciones contra herbivoros generalistas, pero ineficaces contra especialistas, ain en
concentraciones altas, y pueden ser superados evolutivamente sin mucha dificullad. Los
compuestos cuantitativos son sustancias que actuan como reductores de digestibilidad en
los herbivoros; son costosos y eleclivos contra cspecialistas y generalistas, su efccto cs
proporcional a la concentracion, pero son dificiles de superar evolulivamente.

Sc pueden enumerar varios puntos débiles de esta hipotesis: en un mismo tejido o planta
sc pueden encontrar simultincamente compuestos cualitativos o cuantitativos (Grubb,
1992), se basan solamente en relaciones planta-inseclo, algunos compuestos sc pucden
comportar tanto como toxinas como reductores de digestibilidad y algunos herbivoros
responden a las toxinas de manera dependiente de la dosis.

La teoria de la defensa dptima propuesta por Mckey (1974) y después refinada por
Rhoades (1979) sugiere que el nivel de defensa que presente un tejido depende de su valor
adaptative. Segin esta hipdtesis las plantas “optimizan”™ la cantidad de metabolitos
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2.1 Teoria de la defensa vegetal

La teoria de la defensa vegetal pretende explicar cémo se defienden las plantas y su
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explicar la diversidad de metabolitos secundarios en un solo tejido vegetal y su posible
funcion.

En un contexto ecologico y evolutivo se han propuesto diferentes hipdtesis para explicar
la presencia de compuestos secundarios en términos de defensa haciendo referencia a
diferentes factores como: apariencia (Fenny, 1976; Rhoades & Cates, 1976) balance de
carbono/nutrientes y disponibilidad de recursos (Bryant, ef af., 1983; Coley, ef al., 1985),
defensa optima (Mckey, 1977; Rhoades, 1979), defensa neutral (Edwards, 1989),
diversidad alta y mayor proteccion (Jones & Lawlon, 1991) y de la diversidad moderada
(Jones & Firn, 1991).

La hipotesis de la apariencia (Fenny, 1976; Rhoades & Cates, 1976) propone que las
plantas o los tejidos vegetales varian de acuerdo a su “apatiencia” para los herbivoros. Las
plantas aparentes estarian defendidos por compuestos cuantitativos y las no aparentes por
cualitativos. Los cualitativos son toxinas de bajo peso molecular, baratas y efectivas a bajas
concentraciones contra herbivoros generalistas, pero ineficaces contra especialistas, ain en
concentraciones altas, y pueden ser superados evolutivamente sin mucha dificultad. Los
compuestos cuantitativos son sustancias que actuan como reductores de digestibilidad en
los herbivoros; son costosos y efectivos conlra especialistas y generalistas, su efecto ¢s
proporcional a la concentracidn, pero son dificiles de superar cvolutivamente.

Se pueden chumerar varios puntos débiles de esta hipotesis: en un mismo tejido o planta
sc pueden cncontrar simultancamentc compuestos cualitativos o cuantitativos (Grubb,
1992), se basan solamenle en relaciones planta-insectlo, algunos compuestos se pueden
comportar tanto como toxinas como reductores de digestibilidad y algunos herbivoros
responden a las toxinas de manera dependiente de la dosis.

La teoria de la defensa optima propuesta por Mckey (1974) y después refinada por
Rhoades (1979) sugiere que ¢l nivel de defensa que presente un tejide depende de su valor
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secundarios destinados a un tejido, en relacién al costo-beneficio de la asignacién de
recursos a su defensa. Esta hipdtesis supone que la defensa es costosa, pues se utilizan
recursos que podian destinarse al crecimiento y la reproduccion. Rhoades (1979) sugiere
que el costo de la defensa de una estructura no debe de sex mayor al costo de la pérdida de
la misma.

Bryant, ef al., 1983, proponen la hipotesis del balance de carbono-nitrégeno, segun la
cual la defensa quimica estara en funcién del medio en que la planta se desarrolle. En
ambientes ricos en luz y pobres en nutrientres, particularmente nitrégeno, las plantas seran
capaces de tener fotosintatos excedentes, por lo que su principal defensa sera con
compuestos secundarios basados en carbono: terpenos y fenoles. De manera confraria, las
plantas que crecen en suelos ricos en nutrientes tendrian mayor cantidad de compuestos
secundarios con estructura quimica basada en nitrégeno: alcaloides, arminodcidos no
protéicos, compuestos cianogénicos.

La hipétesis de la disponibilidad de recursos propuesta por Coley, ef al., (1985), afirma
que las plantas que crecen en sitios pobres en recursos (luz, agua, nutrientes) tienen pocas
posibilidades de recuperase de una defoliacion parcial. Por lo tanto, tendran que invertir
mucho en defensas, particularmente en defensas no méviles, que no se reabsorben ni se
sintetizan continuamente v tampoco desaparecen de plantas senescentes. Por otra parte, las
plantas que crecen en ambientes ricos en recursos y que pueden recuperarse rapidamente de
una defoliacién parcial invertirdn poco en defensas y estas seran mdviles, rapidas de
sintetizar y de eliminar (alcaloides, terpenos).

Por otra parte Edwards (1989) propone la hipétesis de la defensa neufral, la cual
considera que solamente unos cuantos cOMPUEsios son efectivos en la defensa vegetal
contra insectos y el resto son neutrales. Dentro de la resistencia neutral se cuentan
caracteristicas como la dureza de las hojas o la presencia de taninos, caracteristicas que
pueden tener multiples funciones, tanto fisiologicas como de resistencia al ataque de
microorganismos y de animales. Segiin esta hipotesis las plantas con mayor proporcion de
defensa neutral serian las mas primitivas, y las que presenten mayor defensa quimica seran
las mas recientes. Un punlo interesante del irabajo de Edwards, es que Ja evidencia que se
tiene sugiere que los metabolitos secundarios han cambiado muy poco a través del tiempo.
La evidencia bioquimica utilizada por Edwards, indica que si bien los cambios bioquimicos
que permiten a una planta cotrar en una nueva zona adaplativa pueden darse, son menos
comunes de lo que sugicre la teoria de la coevolucion de Ehrlich & Raven.

Por otra parte Grubb (1992), considera que el estudio de la defensa vegetal no puede
basarse en una sola carateristica o estrategia delensiva. Iste autor propone que la teoria
peneral de la defensa vegetal debe considerar varios aspectos: la historia de la planta, la
presencia histdrica de herbivoros cn la zona, la disponibilidad de recursos, el valor
nutricional de la planta en relacién con sus vecinas asi como otros tipos de defensa, no
solamente la defensa quimica.

Todas cstas hipdtesis (ratan de explicar la asignacion de reeursos a la defensa, sin
embarpo no explican adecuadamente la diversidad quimica (Espinosa-Garcia, cn prensa).
Algunos autores como Jones & Lawton, en 1991 y Jones & Tirns en 1991; han analizado
tedricamente ta diversidad de los metabolitos sceundarios y su papel en la defensa, aunque
sin considerar ¢l papel de la asignacion de recursos.

La diversidad de los metabolitos sceundarios en las plantas s¢ ha relacionado
generalmente con la presidn que cjereen los consumidores sabre las plantas. tna
suposicion muy difundida es que una diversidad de mctabolitos sccundartos alta provee
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mayor proteccién contra los consumidores (Berenbaum, 1985; Kubo y Hanke, 1985; Jones
y Firns, 1991; Jones y Lawton, 1991). Jones & Lawton (1991) proponen cuatro, hip6tesis
para explicar la diversidad de consumidores de una planta y su relacion con la diversidad de
metabolitos secundarios. La primera, la defensa diversa, predice una correlacion negativa
entre la diversidad quimica de la planta y la riqueza de consumidores que suslenta,
suponiendo que varios compuestos son maés dificiles de superar que uno o dos. La segunda,
la barrera bioquimica, predice una baja diversidad de insectos en plantas con compuestos
poco usuales, argumentando que sus tasas de colonizacién deben de reducirse en el tiempo
a causa de quimicos nuevos. La tercera, la quimica comun segtn la cual una planta con alta
diversidad guimica aumenta la posibilidad de compartir, al menos, algunas clases de
compuestos con otras especies, facilitando el intercambio de hospedero enire los
herbivoros. La cuarta, escape de los enemigos, la cual predice un mayor nimero de
especies de insectos en plantas con una quimica rara. Argumentan que muchos enemigos
naturales de los inseclos herbivoros utilizan caracteristicas quimicas de la planta para
localizar a su presa.

Para probar estas hipotesis Jones y Lawton (1991), examinaron reportes sobre la
diversidad quimica de las especies de la familia Umbellieferae y sobre las comunidades de
insectos que las consumen. Encontraron una débil correlacidn entre las umbeliferas con
mayor diversidad quimica y una comunidad mayor de herbivoros. Estos datos apoyan la
hipotesis de la quimica comun. Por otra patte, no encontraron correlacién entre la quimica
rara en estas plantas y la riqueza de especies de insectos. Estos datos fueron obtenidos a
partir de informacion bibliografica, lo que implica que deben de ser tomados con reserva y
que la hipétesis atn requiere ser probadas.

Por otra parte Jones y Firns en 1991, plantean la hipotesis de la diversidad moderada, en
donde proponen que solo una parte de la diversidad de metabolitos secundarios en las
plantas tienen actividad efectiva conira herbivoros y patégenos, mientras que el resto de los
metabolitos secundarios son inocuos. Jones y Firns (1991) sugieren que las plantas que
pueden producir muchos compuestos estaran mejor defendidas porque su mayor
probabilidad de producir compuestos activos es mayor. Por otra parte proponen que los
compuestos inactivos pueden conservarse debido a que sus costos de produccion son bajos,
pucs cs comidn que los metabolitos secundarios compartan rutas de biosintesis entre ellos.
Sin embargo, esta hipdtesis sc sustenta en cstudios farmacedticos y agroquimicos, en los
que se buscan compueslos de alta actividad bioldgica, que no nescesariamente implica
aclividad en intcracciones ccoldgicas. Bs decir. la baja actividad contra patdgenos de
humanos o plagas agricolas; no implica nescesariamentela [alta de actividad contra
consumidores de las plantas (Espinosa-Gareia, 1998). Ademas los compuestos se prueban
individualmente y fuera del contexto donde actiian (Kubo & 1lanke, 1985). Se requiere
pues, evidencia dirccta que pruebe o rechace esta hipdtesis.

2.2 Mezclas de metabolitos sccundarios

1.as hipdtesis de la defensa quimica preienden gencralizar alpunos patrones observados
en las interacciones planta-herbivore y planta-patégeno, para explicar ¢l papel defensivo de
los compuestos sccundarios on las plantas, los costos de la defensa vegetal y las
restricciones del metabolismo sccundario respecto a la disponibilidad de recursos en el
ambicnte. Fxisten diversos estudios que intentan explicar Tos [actores que determinan [a
defensa quimica, bajo diferentes perspeetivas: of efecto de una sustancia ea particular, ¢l de

8



un grupo de sustancias, el de mezclas de compuestos secundarios asf como el efecto de la
diversidad quimica sobre diferentes consumidores. Algunos de los trabajos con mezclas de
metabolitos secundarios indican que existen compuestos mds activos que otros
(Berenbaum, 1988), que en ocasiones su actividad se basa en la diversidad (Berenbaum, er
al., 1991), o bien que la accién de las mezclas es dependiente de la dosis (Berenbaum ez
al., 1991; Espinosa-Garcia y Langenheim, 1991).

Recientemente se ha enconirado evidencia que sugiere que la diversidad de las mezclas
de metabolitos secundarios tiene efectos que varian con su concentracion. Castellanos y
Espinosa-Garcia (1997), reportan que mezclas diversas de compuestos secundarios en
concentraciones bajas son atractivas para insectos mientras que en concentraciones medias
o altas son adversas.

Por otra parte, se ha sugerido que la efectividad de los compuestos secundarios contra
cierto grupo de consumidores puede ser ineficaz contra otros, por lo que la diversidad
quimica de las plantas podria determinar la diversidad de los consumidores actuando como
una defensa “multifacetas” (Kubo & IHanke, 1985). Por ejemplo, se ha reportado que la
diversidad de los compuestos secundarios puede retardar la velocidad de colonizacién de
las semillas por comunidades complejas de microrganismos del suelo y que este efecto
puede estar en funcién de Ja concentracién de los metabolitos secundarios (Bonfil, 1995).

Los efectos de los compuestos secundarios y sus mezclas sobre los consumidores
también pueden lcner consccuencias evolutivas tanto en las plantas como cn sus
consumidores. Por ejemplo, la diversidad quimica dentro de la poblacién puede evitar o
retardar la adaptacion de los herbivoros a todas las sustancias defensivas de una poblacion
de plantas (Pimentel & Belloti 1976).

2.3 Los metabolitos secundarios y los hongos patégenos

Los metabolilos secundarios involucrados en la defensa vegetal (terpenotdes,
compuestos [(endlicos, alcaloides, acelogénicos, aminoacidos no protéicos, péplidos,
plucosidos, etc.) pueden actuar como Oxicos generalizados, cOmMo venenos para sistcmas
especificos o bien como reductores de digestibilidad de proteinas o de carbohidratos; en
animales, bacterias u hongos. Existe una diversidad cualitativa y cuantitativa de
metabolitos secundarios que afecta a los consumidores de las plantas (Langenheim, 1994)
y que sc presenta entre especies, poblaciones, individuos. incluso dentro de una misma
planta, como respuesta a factores bidticos y abidticos. Se consideran tres clases principales
de compuestos secundarios: fendlicos, nitrogenados y terpenos. Dentro de los compuestos
fendlicos, destacan los fenotes simples, los flavonoides, las quinonas y los taninos {Bernays
& Chapman, 1994).

Existen diferentes estudios con mezelas de fenoles v su papel en la resistencia vegetal
contra hongos patdgenos. Por ciemplo, en un csiudio realizado por Adesanya ef.al., en
1986. sobre la toxicidad de diversos (lavonoides en Aspergillus niger 'y Cladosporiun
cucumerium, se encontré que los flavonoides interactian con las propicdades lipofilicas de
las membranas celulares de los hongos. Eista interaccion puede actuar cn fa porosidad de la
membrana, inhibir cicrtag enzimas o afectar el ADN de transcripeion. Ellos sugieren que
cada {lavonoide pueda tener un electo antifingico diferente en funcion de los grupos
sustituyentes de su anillo aromético (hidroxi, metil, y metoxi).

[n otro cstudio realizade por Weidenbirner, of al.. en 1989, en cual s¢ probd la
actividad antifangica in vitro de diez isollavonoides con diferentes sustituyentes en sus
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anillos aromdticos, sobre siete especies del género Aspergillus; se encontrard que los
hongos pueden varfar su suceptibilidad a los isoflavonoides en funcidn del grupo v
namero de sustituyentes en el anillo aromatico. Weidenbérner, ef al., 1989, encontraron que
dos grupos hidroxilos en el anillo aromatico de los isoflavonoides fueron suficientes para
inhibir el crecimiento de algunos hongos del género Aspergillus. También observaron que
el compuesto que mostré mayor efecto de inhibicion, en concentracion alta, inhibié el
crecimiento de todos los hongos. Elles proponen que la suma de grupos polares v la
posicién de los sustituyentes en la molécula determina la actividad fungiestatica.

En los estudios anteriormente descritos se probo la actividad de los compuestos solos.
En 1998, Silva, et al., probaron el efecto in vitro de cinco flavonas y sus mezclas con una
flavona insustituida y una flavonona, a diferentes concentraciones, sobre cinco especies del
género Fusarium colonizadoras de granos. Observaron que las mezclas de  algunos
flavonoides inhibfan mas el crecimiento de los hongos que los compuestos solos en todas
las dosis, especialmente en las altas. Ellos sugieren que la actividad antifungiestatica de
los flavonoides (dependiendo del nimero, tipo y localizacién de sustituyentes) puede
aumentar por un efecto sinérgico de los compuestos al mezclarse.

Ademds de la toxicidad de los compuestos fenélicos como compuestos solos o en
mezclas, se ha sugerido que la oxidacién de estos compuestos (por procesos enzimaticos
realizados por los hongos como mecanismos de destoxificacidn), puede producir
compuesios nuevos que aclien directamente como toxicos en los hongos o bien inhiban

indirectamente su crecimienio diflicultando Ja disponibilidad de nutrientes (Dowd, ef o/,
1997).

2.4 Sistema de estudio
2.4.1 Fusarium graminearum Schwabe (Deuteromycetes: Moniliaceae)

Hongo de campo que causa la pudricién de la mazorca de maiz y la rofia del trigo, avena
y cebada. En el maiz se localiza preferentemente en el tejido epidérmico de los granos de
maiz (Fischer, et /., 1992), en donde se encuentran concentraciones altas de los acidos
fendlicos (Arnason, ef al., 1992).

Las colonias de [f. graminearum en el medio papa-dextrosa-agar (PDA) crecen
rapidamente y presentan un micclio blanco abundante con apariencia algodonosa. En pocos
dias el reverso de la colonia presenta un color rojo brillante en el agar (Moreno, 1988).
Cuando sc desarrolla en condiciones de baja temperatura (otofio, invierne), F
graminearum puede formar una micoloxing, la zearalenona, que causa desordenes en los
drganos reproductores en los cerdos, infertilidad y aborto (Moreno, 1988).

Este hongo se caracteriza por presentar macroconidios largos y clamidosporas. No
presenta microconidios. Cuando presenta escierocios €éstos son de color rosa palido,
purpura o rojo intenso. Los macroconidios mds abundantes presentan cinco septos. 1%l color
de la colomia puede ser roga, vosa palido, rosa-gris, rojo o calé, carmin y ¢n ocasiones
amarillo (Moreno, 1988).

2.4.2 Fusarinm moniliforme Schwabe (Deateromycetes: Moniliaceae)

Hongo con amplia distribucion ¢ importancia ccondmica; cntre sus  principales
hospederos se encuentran ¢l maiz, ¢l arroz, la caila de azacar y cl plitano, a los que
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ocasiona ahogamiento, pudriciones y marchitez foliar entre otras enfermedades (Romero,
1993). En el maiz causa infeccion en los tallos de las plantas y puede legar hasta la base
de los granos, donde causa pudricién de la mazorca en puntos dispersos. En condiciones de
almacenamiento crece en los orificios hechos por gusanos e insectos que atacan la mazorea.
Para desarrollarse requiere grandes contenidos de humedad, por lo que en un
almacenamiento normal interrampe su desarroflo. Sin embargo, si el maiz no es desgranado
y las mazorcas se almacenan himedas, este hongo continia su crecimiento (Moreno, 1988).

Esta especie es productora de varias micoloxinas: zearalenona, moniliformina y fusarina.
Se ha encontrado que el 4cido fusérico inhibe la accién de las enzimas de destoxificacion
en insectos herbivores (Dowd, 1989).

F. moniliforme se caracteriza por tener coloracién rosa y grandes esporas:
macroconidios curvos y microconidios ovoides en cadenas. Los macroconidios son
producidos por esporodoquios 0 en micelio aéreo, y los mas abundantes presentan tres
septos. Las colonias son de color blanco, durazno, crema palido, violetas o lilas. Su aspecto
es pulverulento (Moreno, 1988).

2.4.3 Fusarium oxysporum Schlecht emend. Snyder & Hansen (Deuteromycetes:
Moniliaceac)

Especie del género Fusarium con la mayor distribucion e importancia econdmica. Los
cultivos de tomate, papa, chicharo, cebolla, col, rabano, pepino, meldn, sandia, platano,
café, tabaco, algoddn, lino, son algunos de sus numerosos hospederos. En el maiz se
localiza preferentemente en el tejido epidérmico de los granos de maiz (Fischer, er af,,
1992). . oxysporum es un excelente habitante del suelo, por lo que una vez establecido ahi
permanece indefinidamente (Romero, 1993). Existen estudios que muesiran que [
oxysporum tiene potencial antagdnico contra nematodos parasitos de plantas (Ilallman &
Sinhora, 1996).

Este hongo causa marchitez vascular en sus hospederos y produce micotoxinas:
zearalelona, moniliformina (Moreno, 1988). La especic estd integrada por formas
especiales asociadas a determinados cullivos. En la mayoria de los casos de marchitez del
cultivo se han encontrado individuos o varicdades resistentes al patégeno, Tas cuales hap
servida para el desarrollo de variedades resistentes (Romero, 1993).

I, oxysporum se caracteriza por presentar conidioforos hialinos, simples; hilas cortas o
no bien diferenciadas; macroconidios con cuatro septos y microconidios clipticos
unicelulares. Los clamidosporos son globosos, solitarios y de color café (Watanabe, 1994).

2.4.4 Phoma herbarum Westened. (Deuteromycetes: Sphaeropsidaceac)
(=P. urticares, P. oleracca, P.violacea, P. pigmentivora, P. Iribernica y P. lignicola)

L1 género Phoma se encucniran ampliamentc distribuido y usualmente s¢ presenta como
patogeno en muchas plantas, tanio herbaceas como lefiosas.  Su aclividad patégena csta
considerablemente restringida a los cultivos de cercales y pastos (Zillinsky, 1984). Iistc
género  se caracleriza por presentar picnidios negros, globosos, los cuales pueden estar
inmersos en ¢l tejido hospedante o desarcollarse superficialmente, provistos de un ostiofo
corto. Sus conidioforos son simples y los conidios pequefios, uniceulares, hialinos ovales o
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alargados. Los clamidosporos son solitarios, de color café obscuro y granulados
(Watanabe, 1994).

Las especies del género Phoma se observan frecuentemente como invasores secundarios
en hojas y bracteas florales de los cereales durante la etapa de maduracién (Zillinsky, 1984
). Se han registrado 1600 formas de este hongo, las cuales tienen hospederos en
abundancia: platano, remolacha, citricos, tomate, hule, achiote, apio, espdrrago, etc.
(Romero, 1993).

Las especies huésped de Zea mays son Phoma americana, P. terrestris y P.zeicola
(Farr, et al., 1989). Phoma herbarum se considera un hongo saprobio (Farr, et al., 1989).

2.4.5 Penicillium oxalicum Currie & Thom (Deunteromycetes: Moniliaceae)

El género Penicillium incluye hongos de almacén y de campo: las especies consideradas
de almacén requieren contenidos de humedad de alrededor del 20%, en los cereales que
invaden. Estos hongos pueden crecer a temperaturas muy bajas (-2°C). Algunos de ellos
son considerados toxigenos, por su capacidad de producir micotoxinas {patulina,
ocratoxina, citrinina, 4cido penicilico, islanditoxina, rubratoxinas).

Las especies de éste género reducen el poder germinativo de las semillas almacenadas.
Las colonias tienen un micelio de aspecto polvoso de color verde o azul verdoso. Los
conidiéforos son largos, septados ramificados cerca del dpice en uno, dos o mas verticilos,
que le dan apariencia de cepillos. Los conidios se forman en cadenas (Moreno, 1988).

Penicillium oxalicum, generalmente existe en la naturaleza como saprobio en el suelo y
en restos de plantas (Farr, et al, 1989}, pero bajo ciertas condiciones puede llegar a ser un
parasito y causar infecciones en plantas de maijz (moho azul del maiz) y tizén de plantulas
de sorgo (Romero, 1993).

2.4.6 Acidos fendlicos

Los compuestos fendlicos son compuestos secundarios que se caracterizan por presentar
un anillo aromdtico con uno o mas sustituyentes hidroxilos. Estos compucstos tienen
propiedades dcidas, son ligeramente solubles en agua y tienden a formar puentes de
hidrégeno con otras moléculas, incluyendo metabolitos secundarios (Watcrman & Mole,
1994). Incluyen tanines, flavonoides. quinonas y fenoles simples. A este tllimo grupo
pertenecen los dcidos fendlicos (Herrman, 1989).

Los principales dcidos fendlicos que s¢ cneuentran en los granos del maiz, trigo, cebada,
arroz v avena son los acidos: trans-ferdlico, p-cumarico, sindpico, vainillico y caléico.
Iistos compueslos S¢ encuentran cn mayorcs concentraciones cn e} pericarpo y en la capa
aleurdnica de los granos, después cn cl cmbrion y por ltimo cn ¢l endospermo (Iierrman,
1989; Sen, et al.. 1994).

Los compuestos fendlicos sc han relacionado con Ia resistencia de las plantas a
herbivoros v patégenos (Waterman & Mole, 1994), por cjemplo, se ha reportado una
correlacion positiva entre la concentracion total de compucstos fenolicos, en los granos de
diferentes varicdades de maiz. y su resistencia contra ¢l consumo de Sitophilus zeamais
(Serratos, ¢f al., 1987). Ademis se ha sugerido que los dcidos ferdlico y trans-p-ciundrico
pucden afectar la sobrevivencia y ¢l desarroito de las larvas de Sitophilus zeamais y
Prostephanus (runcatus dos plagas del grano de maiz. y que este cfecto puede avinentar al
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mezclar ambos compuestos (Sen, ef al., 1994). Por otra parte se ha reportado que el dcido
tanico puede inhibir la transmision del virus de mosaico del tabaco y que las fitoalexinas
pueden tener un efecto fungicida (Adesanya, et al,, 1986).

También se ha sugerido que la resistencia de coniferas a insectos descortezadores y
hongos patogenos puede esta relacionada con compuestos fendlicos, especialmente con
{fenoles simples en su rol de mezclas. Se ha propuesto que los fenoles simples pueden tener
un mayor efecto que los taninos en la inhibicidn del crecimiento de hongos patdgenos, asi
como el efecto de sus mezclas puede aumentar el efecto de inhibicidn a concentraciones
que ocurren naturalmente en los pinos, en el crecimiento in vitro de hongos patdgenos, aln
de especies muy especializadas (Hemingway, et al., 1977).



3. HIPOTESIS

Una mayor diversidad y concentracién de metabolitos secundarios proveen una mejor
defensa a las semillas de maiz contra el ataque de los hongos que una diversidad y
concentracion bajas.

La hipdtesis se probd analizando el efecto de la variacién en el tipo, nimero y
concentracion de cinco acidos fendlicos, comunes en gramineas; sobre el crecimiento in
yitro de cinco hongos, acarreados en semillas de maiz y con diferente grado de
especializacién como patégenos de cereales: Fusarium graminearum, Fusarium
moniliforme, Fusarium oxysporum, Phoma herbarum 'y Penicillium oxalicum.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Investigar la funcién de la diversidad de Jos metabolitos secundarios en la defensa vegetal
contra hongos

4,2 Objetivo Particular

Lxplorar la funcién de la diversidad de los metabolitos secundarios en la respuesia
de hongos patégenos con diferentes grado de especializacion en gramineas.
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5. MATERIALES Y METODOS
5.1. COLECTA Y CULTIVO DE ORGANISMOS
5.1.1. Aislamiento de los hongos

Se prepararon medios de cultivo de agar (A) y de agar-sal (AS) para aislar a algunos de
los hongos que alacan a los granos de maiz cacahuacintle. Para preparar los medios A se
agregaron 1.7 g de agar en 100 mi de agua. A los medios AS se les agreg6 0.4 g de cloruro
de sodio para inhibir la germinacién de los granos de maiz. Ambos fueron esterilizados a
15 libras de presion y 120 © C por 20 minutos. Bstos medios fueron vaciados a cajas Petri
de 9 cm de didmetro en condiciones estériles y refrigerados durante 24 horas (Moreno,
1988).

Se tomaron 55 granos de maiz y se desinfectaron en una solucion de hipoclorilo de sodio
al 2% por 3 min. Enseguida se enjuagaron dos veces con agua estéril, guitando el exceso
por decantacién. Se sembraron 10 granos de maiz por caja Petri y se incubaron a 25°C
durante 7 dias (Moreno, 1988). Después de 5 dias se observaron colonias de cinco hongos
diferentes. Para identificarlos, se sembraron en cajas Petri que contenian como medio de
cultivo papa-dextrosa-agar (PDA). Este medio se prepard agregando 3.9 g de PDA de la
marca Bioxon en 100 ml de agua y fué esterilizado a 15 libras de presién y 120°C durante
20 minutos.

5.1.2 Identificacion de los hongos

Las especies de los hongos fueron identificadas en el Laboratorio de Micologia del
Instituto de Biologia, UNAM, por la M. en C. Rebeca Martinez Flores.

l.as especies se identificaron como: Fusariunt graminearum Schwabe, Fusarium
moniliforme Sheldon, Fusarium oxysporum Schlecht emend. Snyder & lansen, Phona
herbarum Westened y Penicillium oxalicum Currie & Thom.

5.1.3 Prucbas de solubilidad de metabolitos secundarios (MS)

Para poder incorporar los metabolitos sccundarios al medio de cultivo se (uvicron que
realizar ensayos de solubilidad con varios disolventes, evitando que los hongos resultaran
alectados por el disolvente. Primero sc probd con etanol y acetona: la cantidad minima de
clanol y acclona para disolver 1.0 mg de los dcidos fendlicos (Imb y 0.5ml
respectivamente) fue adicionada a 10ml de PDA, para preparar tos medios de cultivo. Cada
tratamiento se realizé con tres repeticiones. Posteriormente sc sembraron las cinco especics
de hongos en PDA, PDA/ctanol y PDA/ acetona. Se tomd una porcién circular de 4 mm de
didmetro con un sacabocado, de cada uno de fos hongos y se sembré en fos tres medios de
cultivo. 1.os cullivos se incubaron a 25°C por § dias (Silva. er.al, 1998). Se midio el
diametro de las colonias. Los resultados mostraron que ¢l etanol inhibia fucrtemente ¢l
crecimicnto de todos los hongos v que la acctona modificaba la apariencia de F
moniliforme y I oxysporum, ¢ inhibia ¢l crecimiento de los demis hongos.

También se¢ experimentd la sotubilidad de los metabolitos secundarios con tween-20.
Con cuatro gotas de esta solucion de dcidos grasos los dcidos fendlicos {lerialico, caléico,
vainillico, sindpico. p-cumitico)se solubilizaron en 10 ml de agua. Se procedidy a preparar

|5



los medios de cultivo con PDA: a 30 ml de PDA se les agreg610 ml de agua estéril con 4
gotas de tween-20 y se vaciaron en cajas de Petri. Se prepararon dos repeticiones de cada
tratamiento v un blanco (PDA mas tween-20). Se sembraron en cada tratamiento porciones
cilindricas de 4 mm de diametro, tomadas del borde de las colonias. Se incubaron a 25°C
por cinco dias y se midio el crecimiento de los hongos (Silva, ef al., 1998). No se
encontraron diferencias significativas con respecto a los tratamientos testigo.

Para cada hongo se sembraron once colonias en medio de cultivo malta-agar (MA),
preparados con 10 g de malta y 10 g de agar por litro de agua, y se incubaron a 25°C.

5.2 Preparacion de medios de cultivo

Para estudiar las respuestas de crecimiento de Fusarium graminearum, F.moniliforme,
F. oxysporum, Phoma herbarum y Penicillium oxalicum, a la diversidad quimica se
utilizaron medios de cultivo a los que se les incorpord cinco acidos fenolicos. Estas
respuestas fueron primero estudiadas en cinco ensayos independientes, uno para cada
especie, para seleccionar los fratamientos que causaban mayor inhibicion y hacer despues
un ensayo simultaneo con todos los hongos.

Los medios de cultivo se prepararon con PDA: para 100 ml de medio se agregaron 3.9 g
de PDA en 100 m! de agua destilada mezclando perfectamente y esterilizando a 20 b de
presién y 120° C por 15 minutos (Moreno, 1988). A estos medios de cultivo se les
agregaron acidos fendlicos solos y mezcelados.

Los 4cidos fendlicos utilizados fueron:

Acido caféico (C; 4cido 3 ,4-dihidroxicinamico}

Acido ferdlico  (F; 4cido 4-hidroxi-3metoxicindmico)
Acido p-cumérico (P; 4cido 4-hidroxicinamico)

Acido sindpico  (S; 4cido 3,5-dimetoxi-4-hidroxicindmico)
Acido vainillico  (V; acido 4-hidroxi-3metoxibenzoico)

Iin los ensayos independicntes las combinaciones de¢ cstos compuestos en la mezcla

(Tabla 1) se escogieron al azar y fueron:

Mezclas con dos compuestos:  CF, CV, PS, VS

Mezclas con tres compuestos:  CPF, CVS, PVF, VFS
Mezclas con cuatro compuestos: CPVS, FCVS, PCFS, PVSFK
Mezcla con cinco compuestos:  CPVSF

Se utilizaron tres concentraciones para cada tratamiento: 0 (sin MS) 0.5, 2.5 y 5.0 mg de
MS por mi de PDA y un tesligo. La concentracion total de metabolitos secundarios cn cada
medio de cultive fue la misma tanto para las mezclas como para los compucstos
individuales. En las mezclas se agregaban los MS en cantidades iguales hasta obtener la
concentracion deseada. Los tratamientos sin MS se usaron como tesligos para comparar el
crecimiento.

[Los compucstos v las mezelas fucron incorporados al medio de cultivo disuclios ¢n
agua. Se tomaron 9 ml de la solucion de PDA cn un matraz Erlenmeyer a los que sc les
agregd Iml de agua estéril con 4 gotas de tween-20) v la cantidad de MS para cada
tratamicnto. Esta mezela se calentd en baiilo Marfa agitando ¢l matraz suavemente para
(acilitar la disolucion de fos compucstos sccundarios. Una vez disucita la mezela se vacid
en cinco tubos de ensayo, uno por repeticion, cada uno con 2 mi de medio. Sc taparen con
algodon y se acomodaron  horizontalmente en una charola con una pequefia inclinacion.
Una vez, que of PDA gelifico. se refrigeraron a 8% durante 7 dias, Para cada tratamiento

16



(18) habfa tres dosis, cada una con cinco repeticiones. El tratamiento testigo para cada
experimento contaba con quince repeticiones.

5.3 Experimentos y toma de datos

5.3.1 Experimentos individuales

Se realizaron cinco experimentos, uno para cada especie utilizando las cepas que crecian
en malta-agar como medio de cultivo. El disefio experimental fue factorial: tipo de mezcla
por concentracion (18x3), arreglado completamente al azar.

Para sembrar los hongos se tomaron porcines cilindricas de 4 mm de diametro, cortados
con un sacabocado, y se acomodaron con una espatula hasta el fondo de los tubos, que
contenian los tratamientos. Los tubos se taparon con algoddn, papel aluminio y parafilm. Se
incubaron a 25°C en condiciones de obscuridad, durante siete dias (Silva, ef al, 1998).
Después de siete dias se midié en milimetros el crecimiento longitudinal de os hongos y se
expresaron estos datos como proporcién del crecimiento con respecto al testigo.

5.3.2 Experimentos simultineos con cinco especies de hongos

Las respuestas de crecimiento de Fusarium graminearum, I. moniliforme, F.oxysporum,
Phoma herbarum y Penicillium oxalicum en los cinco ensayos independientes, mostraron
los tratamientos que causaban mayor inhibicion en todos los hongos. Esto permitio planear
un experimento simultaneo eliminando tratamientos (Tabla 1). E! disefio experimental fue
factorial: tipo de hongo x tipo de mezclas (5X11), arreglado completamente al azar.

Los tratamientos seleccionados fueron:

Compuestos individuales: P,V,S, F
Mezclas con dos compuestos: VS, PS
Mezclas con tres compuestos:  VSE, PVF
Mezclas con cuatro compuestos: PCFS, PVSF
Mezela con cinco compuestos: CPVSF

En este experimento sc aumentd el nimero de repeticiones a ocho, en vez de cinco. [l
nimero de tratamientos con sus repeticiones (980) implicaba mucho tiempo para sembrar;
por lo que se opld por dividir este experimento en dos. Tn el primer experimento se utilizd
una concentracion baja (0.5 mg/ml de PDA). In el segundo se wtilizé una concentracion
alta (5.0 mg/ml de PDA). Ln ambos se prepard un (ratamiento sin MS que sirviéo como
testigo para comparar el crecimiento. Los tralamientos se prepararon usando el método
anles descrito. En los dos experimentos, para cada tratamicnto (11) habia una dosis, cada
una con ocho repeticiones.

Sc wtilizaron cepas de Fusarivm graminearum, It moniliforme, I.oxysporum, Phoma
herbarum 'y Penicilliunt oxalicum, que crecian en MA como medio de cultivo y sc
sembraron  en los tratamicntos con sus repeticiones, utilizando ¢l mdétodo  antes
mencionado. Se incubaron a 25°C' en condiciones de obscuridad, durante sicte dias. Se
midid ¢l crecimiento longitudinal de cada uno de los hongos, expresando los resullados
como la proporeidn del crecimiento con respecto al testigo.

Los tratamientos sembrados con Penicillium oxalicum, en los dos Gltimoes experimentos
se contaminaron con esporas del mismo hongo, de forma tal que  los cultivos presentaban
un crecimiento disperso que imposibilitaba la medicion. Se procedio a pesar sus hifas para
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TABLA 1. Tratamientos utilizados en los experimentos individuales y simultédneos (*).

Tratamiento Compuestos individuales y sus mezclas
1 acido cafeico C
2 acido p-cumérico p*
3 acido vainillico A%
4 acido sindpico S*
5 acido ferdlico ¥
6 acidos cafeico, p-cumdrico, vainillico, sindpico y ferilico CPVSF*
7 acidos calcico, p-cumirico, vaiunillico y sindpico CPrvs
8 acidos p-cumadrico, vainillico, sinapico y lertlico PVSIF*
9 cidos fertlico cafeico, vainillico, sindpico FCVS
10 acidos p-cumarico, cafeico, ferulico y sindpico PCFS*
11 acidos cafeico, p-cumérico y ferulico CPF
12 acidos p-cumarico, vainillico y fertlico PVE*
13 4cidos vainillico, ferdlico y sinapico VES*
14 cidos cafeico, vainiliico y sindpico CVS
15 acidos cafeico, y vainillico Cv
16 acidos cafeico y fertlico CF
17 acidos p-cunidrico y sinapico PS*
18 dcidos vainillico y sindpico VS*

Los tratamientos sembrados con Penicillium oxalicum, en los dos Gltimos experimentos
se contaminaron con esporas del mismo hongo, de forma tal que los cultivos presentaban
un crecimiento disperso que imposibilitaba la medicion. Se procedid a pesar sus hifas para
medir el efecto de las mezclas de MS en ¢l crecimiento del hongo. Para ello se derritié el
medio de cultivo con el hongo en bafio Maria durante 15 min v se {iltrd con un embudo
Biichner. Los filtrados se hicieron a través de papel Whatman No. 4 de 9 cm de diametro
previamente secado y pesado para despuds secarlos en un horno a 80°C durante 24 horas y
{inalmante pesarlos. La proporcion de peso de las hifas para cada tratamiento y repeticion
se caleuléd utilizando el peso de los filtros de los tratamientos testigo.

5.4 Analisis de resultados

Se analizaron las respucstas de crecimicnto de Fusarivm graminearum, FF.moniliforme,
5 oxysporum, Phoma herbarum y Penicilliim oxalicum a mezelas de melabolitos
secundarios, en [uncion de la concentracion y del tipo de compuestos cn la mezela
mediante un analisis de varianza (ANDEVA) de dos vias.

Posteriormente se realizaron comparaciones miltiples con la prucha de t-Tukey para
analizar el elccto del tipo compuesto sobre ¢l erecimiento de los hongos.
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También se analizaron las respuestas en funcion del nimero de MS y de la
concentracion presentes en el medio de cultivo mediante otro andlisis de varianza
(ANDEVA) de dos vias.

Estos analisis se realizaron con el programa Statistica (CSS 1993).
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6. RESULTADOS
6.1. Experimentos individuales

6.1.1 Fusarium graminearum

Los datos de crecimiento con respecto al testigo, no mostraron homogeneidad de
varianzas con las pruebas de Hartley, Cochran y Batlett, ain después de su transformacion.
Asi mismo las medias y las varianzas no mostraron correlacion. Ademds, los residuales
mostraron normalidad con la prueba grdfica de los residuales observados contra los
esperados. Por lo anterior os resultados se analizaron con un analisis de varianza
(ANDEVA) de dos vias (Sokal & Rohlf, 1969).

El crecimiento de Fusarium graminearum fue afectado significativamente por el tipo de
compuesto, la concentracion y la interaccion de ambas variables (Tabla 2).

TABLA 2. Resultados del analisis de varianza de dos vias para evaluar el efecto del tipo de
compuesto v la concentracién sobre el crecimiento de Fusarium graminearum.

EFECTO gl C.M. ¥ P
Tipo de compuesto 17 0.0039 6.8657 < 0.000001
Concentracion 2 0.0636 109.3293 < 0.000001
Interaceién 34 0.0027 4.7663 < (0.000001
Error 188 0.0005

La variacién en el crecimiento de F. graminearum es explicada por la concentracién de
MS en un 90%, 5% por el tipo de compuesto, 4% por la interaccion y el resto por el error.
Al hacer una comparacion miltiple del efecto de la concentracion sobre el crecimiento, se
observo que en los medios de cultivo con concentracion alta de MS, F. graminearum
crecid menos que en medios con concentraciones media y baja (Fig. 1). Los resultados de la
comparacion miultiple para el cfecto de tipo de compuesto sobre el crecimiento de F
graminearunt se muestran en la Tabla 2. Al hacer comparaciones multiples s¢ encontro que
el grupo C inhibid el crecimiento de /. graminearum entre un 32% y un 13%: este grupo
incluye compuestos individuales (V, D), pares (PS), tercias (VST CVS8) y cuartetas (CPVS,
PVSE). Al comparar estas respucstas a las mismas concenlraciones no se encontraron
diferencias significativas entre si, aunque si dificren signilicativamente del resto de los
grupos de mezelas (F = 4.74; p=0.00001). La inleraceion tipo de compuestoy
concentracion, solo explicd en un 4% la variacion en cl crecimiento de I graminareum
(Fig.2), sin cmbargo, fué altamente significativa. Lsto sc pucde cxplicar porque las
respuestas al dcido vainillico (V). sindpico (S) y a las mezelas CPVS y PVT difieren del
resto. Il dcido sindpico y la mezela CPVS estimularon ¢l crecimiento a concentracion baja
¢ inhibicron ¢l erecimiento a concentracion media, pero a coneentracion alta el clecto de
inhibicion disminuyo. I3l efecto total del deido sindpico fue de estimulacion y el de la
mezela CPVS de inhibicion (Tabla 3).
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Fig. 1. Efecto de la concentracion de MS sobre el crecimiento de Fusarium graminearum
F(2,188)= 113.43; p<0.0001.
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Fig. 2. Efccto de la interaccion  entre ¢l tipo de compuesto y su concentracion cn ¢l
crecimiento de Fusarium graminearunm, F(34, 188)=5.11; p~0.0001. Sélo se muestran las
interacciones gue difieren signi(ieativamente del resto de los tratamicntos.
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TABLA 3. Resultados de la comparacién miltiple para evaluar el efecto del tipo de mezcla
de metabolitos secundarios sobre el crecimiento de Fusarium graminearum respecto al
testigo. Los promedios agrupados bajo la misma letra no difieren significativamente,
nmientras que aquellos con diferente letra si (g.1=17; alfa<0.0001).

GRUPO CRECIMIENTO N TIPO DE COMPUESTO
%o respecto al testigo
A 105.8969 5 S
A 102.2255 5 CPF
A 101.4295 5 PVF
A 101.0429 5 VS
A B 07.1540 5 C
A B 95.6985 5 PCFS
A B 95.5848 5 CPVSF
A B 94.1521 5 CF
A B 90.8545 5 F
A B 89.0351 5 cv
A B C 86.5335 5 CPVS
A B C 83.9864 5 CVS
A B C 82.9630 5 PS
B C 82.9630 5 PVSF
B C 80.5068 5 VES
C 77.5049 5 P
C 68.2261 5 Vv

La mezcla PVF estimulo el crecimiento del hongo a concentraciéon media y alta. Su efecto
total fue de estimuiacion (Fig. 2). El 4cido vainillico (V) disminuyé el efecto de inhibicion
a concentracion media. Sin embargo, su efecio total {ue de inhibicion (Tabla 3).

El crecimiento de F. graminearum fué afectado por la concentracién y por la
interaceion de ésta con ¢l nimero de compuestos (Tabla 4). La concentracion explica en un
89% y la interaccion en un 7% la variacién en la respucsta de crecimiento de I
graminearum. Ll namero de compuesios fue irrelevante en su influencia sobre cl
crecimiento del hongo. Esto ocurrid a pesar de que ¢l efecto de la concentracion de los
metabolitos secundarios en el crecimiento de M. graminearum, fue mayor en los
tratamientos con uno, dos y cuatro compucstos (Fig.3).
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TABLA 4. Resultados del analisis de varianza de dos vias de para evaluar el efecto del

namero de metabolitos secundarios y su concentracién en el crecimiento de Fusarium
graminearym.

EFECTO gL C.M. F P
Concentracion 2 0.0399 34,9425 < 0.0001
Numero de compuestos 4 0.0007 0.6398 0.6346
Interaccion 8 0.0032 2.8967 0.0043
Error 227 0.0011
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Fig. 3. Lfecto de la interaceidn entre la concentracién vy ¢l namero de metabolitos
secundarios en el crecimicnto de Fusarium graminearum I (8 227)= 2.9; p<(.0043,
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0.1.2 Fusarium moniliforme

Los datos de crecimiento con respecto al testigo, no mostraron homogeneidad de
varianzas con las pruebas de Hartley, Cochran y Barlett. Las medias no mostraron
correlacién con las varianzas. Los residuales mostraron normalidad en la prueba grafica de
valores observados contra los esperados.

La respuesta de crecimiento de F. moniliforme fue afectada significativamente por el
tipo de compuesto, dosis y la interaccion de ambas (Tabla 5). Et 92 % de la variacion en el
crecimiento del hongo, es explicada por la concentracion y el 6% por el tipo de compuesto;
2% por la interaccidn de las dos variables y el resto por el error. Los resultados de la
comparacion multiple del efecto de la concentracion de MS en el medio de cultivo sobre el
crecimiento de F. moniliforme, mostraron que al aumentar ésta el crecimiento del hongo
disminuyé (Fig. 4).

TABLA 5. Resultados del analisis de varianza de dos vias para evaluar el efecto del tipo de
compuesto y su concentracion sobre el crecimiento de Fusarium moniliforme.

EFECTO gl C.M. F p
Tipo de compuesto 17 0.0685 72.333 < 0.001
Concentracion 2 1.0863 1146.358 < 0.001
Interaccién 34 0.02427 25.536 < 0.001
Error 194 0.0009

Los resultados de Ja comparacién multiple del efecto del tipo de compuesto en el medio
de cultivo sobre ¢l crecimiento de . monilifornie, se muestran en la Tabla 6. El grupo F
solo incluye a un compuesto individual, el dcido p-cumadrico (P), el cual inhibid el
crecimiento de 7. moniliforme hasta en un 63%. Este grupo es seguido por el grupo I que
incluye un par (PS). Después estd el grupo D que incluye una cuarteta (PVSF), tercias
(CPF, PVI?) un par (VS) y compuestos individuales (acidos vainillico y ferilico). Al
comparar las respuestas de los grupos a las mismas concentraciones no se encontraron
diferencias significativas cntre si, aunque si dilteren significativamente entre grupos
(F=25.24; p<0.00001). La interaccion tipo de compuesto-concentracion sélo explica en un
2% la variacidn en el crecimiento de F. monoliforme, sin embargo es altamente
significativa. Esto puede explicarse por ¢l efecto de la mezcla PS que fue diferente del
testo: [ moniliforme mostrd mayor inhibicién con esta mezela a dosis medias, pero esta
inhibicion disminuyd considerablemente  al aumentar la concentracion (IFig. 5). El electo
total de Ia mezela PS fue de inhibicion del 33% (Tabla 4).
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Fig. 4. Efecto de la concentracion de MS en el crecimiento de Fusarium moniliforme
F(2,194) = 1189.2; p<0.0001.
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TABLA 6. Resultados de la comparacién miltiple para evaluar el efecto del tipo de
compuesto de metabolitos secundarios sobre el crecimiento de Fusarium moniliforme
respecto al testigo. Los promedios agrupados bajo la misma letra no difieren
significativamente, mientras que aquellos con diferente letra si (g.1=17; alfa<0.0001)

CRECIMIENTO N

GRUPO TIPO DE COMPUESTO
% respecto al testigo
A 86.88 5 CPVS
A 86.06 5 cvV
A 8598 5 C
A B 30.87 5 VES
B 30.82 5 PCFS
B 80.20 5 CVS
B C 78.74 5 S
B C 77.15 5 CF
C 76.92 5 CPVSF
C 76.21 5 FCVS
C D 75.87 5 CPF
C D 75.21 5 PVF
D 74.92 5 VS
D 73.38 5 F
D 72.01 5 PVSF
D 71.89 5 \'
E 67.05 5 PS
F 57.59 5 P

El crecimiento de F. moniliforme fue afectado significativamente por la concentracién

(93%), el nimero de compuestos (3%) y la interaccion de ambas variables (2%) (Tabla 7).
Bl aumento en la concentracion de metabolitos secundarios causo inhibicion del
crecimiento de F. moniliforme (Fig. 6). La inhibicion en mezclas de dos compuestos a
concentracion media no {ue diferente que a concentracion alta. Los tralamientos con uno,
fres y cinco compuecstos mostraron una mayor inhibicion del crecimiento de F.
moniliforme, que los tratamientos con dos y cuatro compucstos (Fig. 7).

TABLA 7. Resultados de analisis de varianza de dos vias para evalvar el efecto del nimero
de metabolitos secundarios y su concentracion en el crecimiento de Fusarium moniliforme.

EFECTO gl C.M. F P
Concentracion 2 0.8474 104.3541 < 0.000001
Numero de compueslos 4 (1.0307 3.7905 0.005245
Interaceidon 8 0.0222 2.7375 (.006640
Lirror 233 0.0081
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6.1.3 Fusarium oxysporum

Los datos de crecimiento con respecto al testigo, mostraron homogeneidad de varianzas
con la prueba de Hartley; pero ne con las de Cochran y Barlett. Sin embargo las medias no
mostraron correlacion con las varianzas. Ademds los residuales mostraron normalidad en la
prueba grifica de valores observados contra los esperados.

El crecimiento de Fusarium oxysporum fue afectado significativamente por el tipo de
compuesto, dosis y la interaccion de ambas (Tabla 8). El 85 % de la variacion en la
respuesta del crecimiento del hongo, es explicada por la concentracion, el 9% por el tipo de
compuesto, el 6% por la interaccion de las dos variables v el resto por el error. Los
resultados de la comparacién multiple del efecto de la concentracion de MS en el medio de
cultivo sobre el crecimiento de F.oxysporum, muestran que el aumento en la concentracion
de MS inhibio el crecimiento del hongo (Fig. 8). Los resultados de la comparacion
multiple para el efecto de tipo de compuesto sobre el crecimiento de F. oxysporum se
muestran en la Tabla 7. Las comparaciones entre el tipo de compuesto, mostraron que el
grupo D que inhibié entre un 45% y un 32% el crecimiento de F. oxysporum, incluye pares
(CF, P8), tercias (CVS, PVF), cuartetas (FCVS, PVSF) y la quinteta (CPVSF). Al
comparar estas respuestas a las mismas concentraciones no se enconiraron diferencias
significativas entre si, aunque si difieren significativamente de los otros grupos de mezclas
(F=122.28; p<0.00001).

TABLA 8. Resultados del andlisis de varianza de dos vias para evaluar el efecto de la
concentracion y el tipo de compuesto en el crecimiento de Fusarium oxysporum.

EFECTO g L C.M. F p
Tipo de compuesto

17 0.1183 175.944 < 0.001
Concentracion 2 . 1.1506 1711.125 < (0.001
Interaceion 34 0.0822 122.276 < 0.001
Lrror 199 (.0006

La interaccidn entre ¢l tipo de compuesto y su concentracion sélo explica en un 6% la
variacion en el crecimiento de F. oxyporun, sin embargo, es altamente significativa. Tisto
puede explicarse porque las respuestas al efecto del dcido sinapico (S) y las mezclas VIS y
CVS difieren significativamente del resto. La mezcla VFES inhibié fuertemente el
crecimiento a concentracién media y cste efecto disminuyd en la cocentracion alta. [La
mezcla CVS inhibié el crecimiento a concentracion alla en la misma proporcion que en la
concentracion media. Por olra parte ¢l acido sinapico (S) inhibid fueriemente ¢l crecimiento
a concentracion baja y media, pero a concentracion alta csta inhibicion disminuyo
considerablemente (Fig. 9).

Gl crecimiento de /. oxysporum mostrd ser afectado  significativamente por la
concentracion (83%). el nimero de compuestos (7%) y la interaccidn de ambas variables



TABLA 9. Resultados de la comparacion miltiple para evaluar el efecto del tipo de mezcla
de metabolitos secundarios sobre ¢l crecimiento de Fusarium oxysporum respecto al
testigo. Los promedios agrupados bajo la misma letra no difieren significativamente,
mientras que aquellos con diferente letra sf (2.1=17; alfa<0.00001)

GRUPO CRECIMIENTO N TIPO DE COMPUESTO
% respecto a] testigo
A 85.04 5 CPVS
A 34.61 5 P
A B 82.91 5 C
B 81.31 5 Ccv
B 79.55 5 PCFS
B 79.31 5 VFS
76.69 5 S
C 74.77 5 VS
C 71.58 5 v
C 69.62 5 CPF
C D 68.27 5 CF
D 67.62 5 FCVS
D 66.30 5 PS
D 66.02 5 CVs
D 64.34 5 CPVSF
D 57.72 5 PVF
D 55.55 5 PVSF

(9%) (Tabla 11). El aumento en la concentracion de los metabolitos secundarios inhibi6 el
crecimiento de Fusarium oxysporum (Fig.10). El nimero de metabolitos secundarios en la
mezcla tuvo un efecto diferente en el crecimiento de F. oxysporum a diferentes
concentraciones (Fig. 11). A concentracidén baja los tratamientos con mezclas de tres
compuestos inhibieron mas el crecimiento. Al aumentar la concentracién, las mezclas de
tres y cinco inhibieron més el crecimiento del hongo que los tratamicntos con uno, dos y
cuatro compuestos. Sin embargo a concentracion alta, ésta y no el niimero de compuestos
inhibio el crecimiento del hongo pues todas las mezclas mostraron un cfecto similar (Fig.
in.

ReY)
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TABLA 10. Resultados del analisis de varianza de dos vias para evaluar el efecto del
numero y la concentracién de metabolitos secundarios en el crecimiento de Fusarium
oxXysporum.

EFECTO g L C.M. F P
Concentracion 2 0.8560 51.4200 < 0.000001
Namero de compuestos 4 0.0674 4.0522 0.003379
interaccion 8 0.0937 5.6328 < 0.000001
Error 238 0.0166

6.1.4 Phoma herbarum

Los datos de crecimiento con respecto al testigo, mostraron homogeneidad de varianzas
con la prueba de Hartiey; pero no con las de Cochran y Barlett. Sin embargo las medias no
mostraron correlacion con las varianzas. Ademas los residuales mostraron normalidad en la
prueba gréfica de valores observados contra los esperados.

El crecimiento de Phoma herbarum. mostrd ser afectado significativamente por el tipo
de compuesto, la concentracién y la interaccion de ambas {Tabia 11). El 91 % de la
variacion en la respuesta del crecimiento del hongo, es explicada por la concentracién y el
7% por el tipo de compuesto, el 1.5% por la interaccion de las dos variables y el resto por
el error.

Al hacer una comparacion multiple del efecto de la concentracion sobre el crecimiento
de P. herbarum, se observé que en medios de cultivo con concentraciones altas de MS, el
hongo crecid menos que en medios con concentraciones medias y bajas de MS (Fig. 12).
Los resultados de la comparacion multiple para el efecto de tipo de compuesio sobre el
crecimiento de Phoma herbarum se muestran en Ja Tabla 11. Eslas comparaciones
mostraron que el grupo de mezelas D que mostrd mayor inhibicidn del crecimiento de
P.herbarum (mis del 35%), incluye solo a un compuesto individual: el dcido ferulico (F).
Fi grupo de mezclas que le sigue  C, inhibio ¢l crecimiento entre un 27% y un 17%. Lste
grupo incluye compuestos individuales: dcidos p-cumdrico y vainillico (P,V), mezclas con
dos (CF), con tres (CPY, PVF,VES), con cuatro (PCFS,PVSF,IFCVS) y con cinco
compuestos (CPVSF). Al comparar las respucstas de los grupos de mezclas a las mismas
concentraciones 1o se encontraron diferencias significativas entre si, aunque si difieren
significativamente entre grupos (F=5.64; p<0.0001). En ¢l todas las mezclas del grupo C. se
encuentra presente el compuesto que por si solo mostrd mayor inhibicion: el acido ferdlico
(Fig. 13).

[.a interaccion tipo de compuesto y su concentracion, sélo explica en un 6% la variacion
en el crecimiento de Phoma herbarum, sin embargo, cs altamente significativa. Esto sc
debe a que las respuestas al efecto del 4cido sindpico, ferdlico y la mezela PVFE difieren
significativamente del resto (Fig. 13). El dcido sindpico y la mezela PVF disminuycron cl
efecto de inhibicion del crecimiento de Phoma herbarum a concentracion media pero a
concentracion alta este cfecto de inhibicién aumentd. Bl clecto  total fue de inhibicion
(Tabla 12).
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TABLA 11. Resultados del anélisis de varianza de dos vias para evaluar el efecto la
concentracidn y el tipo de metabolitos secundarios en el crecimiento de Phoma herbarum.

EFECTO gl C.M. F p
Tipo de compuesto

17 (.073¢9 26.8130 < 0.000001
Concentracion 2 0.9838 356.5510 < 0.000001
Interaccidn 34 0.0155 5.6396 < 0.000001

Error 184 0.0027

El &4cido feralico (F) inhibié drasticamente el crecimiento de Phoma herbarum al
aumentar la concentracién, en contraste con el resto de las mezclas que aunque inhibieron
el crecimiento al aumentar la concentracion, lo hicieron en forma gradual (Fig.13).

El crecimiento de Phoma herbarum  fué afectado significativamente por la
concentracion. El nGmero de compuestos y la interaccidn con la concentracion, no
mostraron efecto significativo sobre su crecumiento (Tabla 13).

TABLA 12. Resultados de la comparacién miultiple para evaluar el efecto del tipo de
mezcla de metabolitos secundarios sobre el crecimiento de Phoma herbarum respecto al
testigo. Los promedios agrupados bajo la misma letra no difieren significativamente,
mientras que aquellos con diferente letra si (g.1=17; alfa<0.0001)

GRUPO CRECIMIENTO N TIPO DE COMPUESTO
% respecto al testigo
A 95.14 5 S
A 94.01 5 VS
A 9241 5 CVS
A 91.81 5 CPVS
A B 90.51 5 C
B 87.97 5 PS
B 87.44 5 Ccv
B C 83.42 5 CPVSTF
B C §2.90 5 \Y
C 82.90 5 VES
C 82.36 5 PVF
C 81.09 5 P
C 80.54 5 FCVS
C 79.17 S PVSF
C 78.83 5 CPF
C 77.90 5 PCES
C 77.65 B CF
3 64.45 5 F

3



TABLA 13. Resultados del anélisis de varianza de dos vias para evalvar el efecto del

nimero y la concentracion de metabolitos secundarios en el crecimiento de Phoma
herbarum.

EFECTO gl C.M. F P
Concentracion 2 0.7303 70.5690 < 0.00001
Nuamero de compuestos

4 0.0124 1.2009 0.31127
Interaccion 8 0.06074 0.7189 0.62474

Error 223 0.0103

6.1.5 Penicillium oxalicum

Los datos de crecimiento con respecto al testigo, mostraron homogeneidad de varianzas
con la prueba de Hartley; pero no con las de Cochran y Barlett. Sin embargo las medias no
mostraron correlacion con las varianzas. Ademas los residuales mostraron normalidad en la
prueba grafica de valores observados contra los esperados.

La respuesta de crecimiento de Penicillium oxalicum fue afectada significativamente por
el tipo de compuesto, la concentracidon y la interaccion de ambas (Tabla 14). El 66% de la
variacion en el crecimiento del hongo, es explicada por la concentracion, el 22% por el tipo
de compuesto, el 12% por la interaccidén de las dos variables y el resto por el error. La
comparacién multiple del efecto de la concentracidén sobre el crecimiento de Penicillium
oxalicum, mostrd que los medios de cultivo con concentraciones altas de MS, inhibieron el
crecimiento del hongo (Fig. 15).

Los resultados de la comparacion multiple para el efecto de tipo de compuesto sobre el
crecimiento de Penicillium oxalicum se muestran en la Tabla 15, Esta comparacion mostr6
que e} grupo de mezclas G que inhibié el crecimiento de P. oxalicum (mas del 73%) solo
incluye una cuarteta (PCEFS). Es seguido por el grupo I que inhibid el crecimiento hasta en
un 65% y que incluye una mezcla de cuatro (FCVS) y de dos compuestos (VS, CF).
Después estd el grupo E que incluye un par (CF) y dos tercias (CPF, CVS) y que
disminuyd el crecimiento entre un 65 % y un 56 %. Al comparar las respuestas de los
grupos dc mezclas a las mismas concentraciones no se encontraron diferencias
significativas entre si, aunque si difieren significativamente cntre grupos (F=39.96;
p<0.0001).

La interaccion entre el tipo de compuesto y su concentracion explica en un  12% la
variacién en el crecimiento de Penicillivm oxalicum. El efecto de los dcidos caféico y
vainillico (C. V) y las mezelas, CPVSE, FCVS, VIS y PS fueron diferentes del resto (Fig.
16). lLos 4cido caféico y vainillico y las mezclas CPVSF, VSF inhibicron mids el
crecimiento a concentracion media que a alta. La mezela PS inhibid mas el crecimicnto a
concentracion baja que a media y alta. La mezela FCVS inhibié marcadamente el
crecimienlo a concentraciones baja y alta, pero a concentracion media csta inhibicion
disminuyé considerablemente (I'ig. 16).
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TABLA 14. Resultados del anélisis de varianza de dos vias para evaluar el efecto del

niumero y la concentracién de metabolitos secundarios en el crecimiento de Penicillium
oxalicum,

EFECTO gl C.M. F p
Tipo de compuesto 17 0.0111 73.0883 < (.001
Concentracion 2 0.0331 217.8649 < 0.001
Interaceion 34 0.0060 39.9602 < 0.00]
Error 202 0.0001

TABLA 15. Resultados de la comparaciéon multiple para evaluar el efecto del tipo de
mezcla de metabolitos secundarios sobre el crecimiento de Penicillium oxalicum respecto
al testigo. Los promedios agrupados bajo la misma letra no difieren significativamente,
mientras que aquellos con diferente letra si (g.1=17; al{a<0.000)

GRUPO CRECIMIENTO N TiPO DE COMPUESTO
% respecto al testigo
A 7407 5 S
A B 70.69 5 C
A B 66.51 5 CPVS
B 63.72 5 CPVSF
B 63.25 5 \
B 63.25 5 P
C 64.06 5 PVF
cC D 57.09 5 PVSF
cC D 55.34 5 PS
D 52.09 5 VFS
D 52.32 5 Cv
D 51.04 5 F
D E 50.69 5 CVS
DE 48.25 5 CPF
LT 43.72 5 CF
F 42.32 5 FCVS
r 35.00 5 VS
G 26.97 5 PCFS

El crecimicnto de Penicillium oxalicum mostrd ser alectado significativamente por el
niimero de compuestos, la concentracion y la interaccion de ambos (Tabla 16). il 32 % de
la variacion en el crecimiento de . oxalicum es explicada por la concentracion, el 42%
por ¢l nimero de compuestos y ¢l 23% por la interaccion. El aumento en la concentracion
mhibié el crecimiento de P oxalicim, cxcepto en los tratamicntos con dos y cinco
compuestos. Las mezelas pares no mostraron un clecto signilicativamente
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El crecimiento de Penicillium oxalicum mostré ser afectado significativamente por el
namero de compuestos, la concentracion y la interaccién de ambos (Tabla 16). EI 32 % de
la variacion en el crecimiento de P. oxalicum es explicada por la concentracién, el 42% lo
es por el nimero de compuestos y el 23% por la interacciéon. El aumento en la
concentracion inhibid el crecimiento de P. oxalicum, excepto en los tratamientos con dos y
cinco compuestos. Las mezclas pares no mostraron un efecto significativamente diferente al
aumentar la concentracidén. Por otra parte, la mezcla de cinco compuestos mostré mayor
inhibicién a concentracion media (Fig. 16).

El efecto del nimero de compuestos en las mezclas mostréd ser significativamente
diferente a concentraciones alta v baja. Las de dos y cuatro compuestos a concentracidn
baja, inhibieron mas el crecimiento de P. oxalicum (Fig. 17). A concentracién media todas
las mezclas mostraron un efecto similar, sin importar el nimero de compuestos en ellas. Sin
ertbargo, a concentracion alta el numero de compuestos aumentd la inhibicion del
crecimiento, excepto en los tratamientos con cinco compuestos que fueron similares a los
tratamientos con un sélo compuesto (Fig. 17).

TABLA 16. Resultados del andlisis de varianza de dos vias para evaluar el efecto del
numero y la concentracion de metabolitos secundarios en el crecimiento de Penicillium
oxalicum.

EFECTO el C.M. F p
Concentracion 2 0.0145 13.0541 < 0.000004
Numero de compuestos 4 0.0187 16.7344 < 0.000001
Interaccion g 0.0103 9.2943 < 0.000001
Error 241 0.0011
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Los resultados de estos experimentos individuales muestran que la concentracion tuvo
un efecto determinante en la inhibicion del crecimiento del micelio de todos fos hongos.

Los resultados también muestran una suceptibiliad diferencial de los hongos a los acidos
fendlicos y sus mezclas; asi para Fusarium graminearum tanto compuestos solos como
mezclas mostraron mayor efecto de inhibicién y un compuesto solo asi como algunas
mezclas mostraron efecto de estimulacidn. Para Fusarium moniliforme y Phoma herbarum
compuestos individuales (los acidos p-cumdrico y fertlico respectivamente) mostraron
mayor efecto de inhibicion que el resto de los tratamientos. En el caso de Pernicillium
oxalicum una mezcla de cuatro compuestos resultd ser el tratamiento con mayor efecto de
inhibicion. En cambio para Fusarium oxysporum, la mayoria de las mezclas resultaron més
inhibidoras que los compuestos solos (Tabla 17).

El efecto del nimero de compuestos en la mezcla también refleja una suceptibilidad
diferencial de los hongos: para P. oxalicum y F. moniliforme el nimero de compuestos en
la mezcila mostré aumentar el efecto de inhibicion pero sélo a dosis altas. En cambio, para
F. graminearum y P. herbarum no mostré un efecto de inhibicion significativamente
diferente. Por otra parte, para F. oxysporum el nimero de compuestos no mostrd una
tendencia clara a diferentes concentraciones (Tabla 17).

Tabla 17. Resumen de los andlisis de varianza realizados para cada especie. Los
porcentajes representan la cantidad de variacidn explicada por las variables y sus
interacciones. El tipo y nimero de compuestos mas inhibidores son el resultado de las
comparaciones miltiples. En el dltimo rengldn se indica si los resultados se ajustan con la
hipdiesis de mayor diversidad menor crecimiento.

Fusarium Fusarinm Fusarinm Phoma Penicillium
VARIABLE graminearum | moniliforme | oxysporum herbarum oxalicumt
Concentracién (C) 90 % 92 % 85% 91 % 66 %
Tipo de compuesto 5% 6% 9% 7 % 22 %
(TC)
Interaccidn
(C-TC) 4% 2% 6% 1.5% 12 %
Tipo de compuesto | P,V PS VSFE, [ CF, PS, CVS, r PCFS
o mezcla mas CVS,CPVS, PVF,FCVS,
inhibidor PVST PVSF,
CPVSF
Nitmero de
Compucstos (NC) | no significativo 3% 7 % 1o significativo 42 %
Concentracion (C) 89 % 93 % 83% 99 % 32 %
Interaccidn
(NC-C) 7% 2% 9% no significativo 23 %
Namero de
conipuestos mis £.3.5 3.5 I 4
inhibider no significativo
JCONCUERDA
CONITLA ND NO 51 NO S
HIPOTESIS?




6. 2. Experimentos simultineos
6.2.1 Experimento con concentracion baja

Los resultados de crecimiento de Fusarium graminearum, F. moniliforme, F. oxysporum
y Phoma herbarum a baja concentracién con respecto al testigo, mostraron homogeneidad
de varianzas con las pruebas de Hartley, pero no con las de Cochran y Barlett. Sin embargo,
las medias no mosiraron correlacién con las varianzas. Los residuales mostraron
normalidad con la prueba grafica de los residuales observados contra los esperados. Por lo
anterior los resuitados se analizaron con un analisis de varianza (ANDEVA) de dos vias.

El crecimiento de Fusarium graminearum, F. moniliforme, F. oxysporum, y Phoma
herbarwm, mostrd ser afectado significativamente por el tipo de compuesto, el tipo de
hongo v la interaccion de ambas variables (Tabla 18). La variacién en el crecimiento de [
graminearum, F. moniliforme, F. oxysporum, y Phoma herbarum, es explicada por el tipo
de compuesto en la mezcla en un 20%, por el tipo de hongo en un 71 %, por la interaccion
enun 8% vy el resto por el error.

TABLA 18. Resultados del andlisis de varianza de dos vias para evaluar el efecto del tipo
de metabolito secundario y el tipo de hongo, a 0.5mg/ml, en el crecimiento de F.
graminearum, F. moniliforme, F. oxysporum 'y Phoma herbarum

EFECTO gl C.M. F p
Tipo de compuesto 10 0.002534 62.9148 < 0.001
Tipo de hongo 3 0.008844 219.5964 < 0.001
Interaccidn 30 0.000940 23.3412 <0.001
Lrror 304 0.000040

Los resultados de la comparacion multiple para el efecto de tipo de compuesio sobre el
crecimiento de F. graminearum, F. moniliforme, . oxysporum y Phoma herbarum a
concentracién baja, se muestran en la Tabla 18. Los tratamientos que inhibieron mds el
crecimiento de F. graminearum fueron: los dcidos p-cumérico, sindpico y la mezcla PS.
Para . moniliforme fue ¢l 4cido p-cumdrico, seguido del acido fertlico; para F. oxysporum
la mezcla VS y para Phoma herbarum: \os 4cidos p-cumdrico, sindpico y 1a mezcla PS;
seguidos de del 4cido sindpico y la mezcla PVE.

La interaccion entre ¢l tipo de compuesto y la especie de hongo, a concentracion baja
(0.5mg/ml) sélo explica en un 8% la variacion en el crecimiento de I, graminareum. F.
moniliforme, IF.oxysporumy Phoma herbarum (Fig. 18), sin embargo es altamente
significativa  (['=22.82; p<0.001). Esto puede explicarse porque las respuestas a los
tratamientos dificren de acuerdo a la especic de hongo. Los tratamientos que mostraron
mayor inhibicion en general fucron: los acidos p-cumérico, vainillico, sindpico. y las
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mezclas PS, PVF. El 4cido p-cumadrico inhibié mas el crecimiento de F. moniliforme y de
Phoma herbarum; los acidos vainillico y sindpico (V y S) inhibieron maés el crecimiento de
Phoma herbarunt, la mezcla PS el de F graminearum y de P. herbarum y la mezcla PVF el
de P. herbarum vy el de F.graminearum (Tabla 19).

Las respuestas de crecimiento de F. graminearum, F. moniliforme, F. oxysporum, y
Phoma herbarum a concentracién baja, fueron afectadas significativamente por el numero
de compuestos, el tipo de hongo y la interaccion de ambas variables (Tabla 20). La
variacion en el crecimiento de F. graminearum, F. moniliforme, F. oxysporum, y Phoma
herbarum, es explicada por el nimero de compuestos en un 33%, por el tipo de hongo en
un 60 %, por la interaccion en un 5% y el resto por el error. El aumento en el nimero de
metabolitos secundarios presentes en la mezcla disminuyé el efecto de la inhibicion en F.
graminearum, F. moniliforme y Phoma herbarum, a concentracion baja (Fig. 20}. En el
caso de F.graminearum y Phoma herbarum a partir de tres compuestos en la mezcla
disminuy6 el efecto de inhibicion. El crecimiento de F. moniliforme fue menos inhibido a
partir de dos compuestos en la mezcla. En contraste con los otros hongos, Fusarium

oxysporum no mostrd un patron claro de inhibicién con diferente niimero de compuestos en
la mezcla (Fig. 20).

TABLA 19. Efecto de las mezclas de MS a 0.5 mg/ml de PDA, en el crecimiento del
micelio de Fusarium graminearum, F. moniliforme, F. oxysporum 'y Phoma herbarum.

MEZCLA  F.graminearum F. moniliforme  F. oxysporum  P. herbarum

P -23.5 -30.7 -17.1 -32.4
Vv -18.8 -13.6 -10.9 -28.3
S -26.1 93 -10.9 -34.8
F -5.5 -20.9 -11.6 -16.6
VS -11.9 -7.3 -29.1 -22.3
s -26.6 -i0.9 -13.9 -35.2
VSF -14.2 -8.9 -8.9 -24.3
PVFEF -16.5 -7.3 -10.9 -26.3
PCES -7.3 -11.3 -8.6 -18.2
PVSKF -9.6 -6.3 -19.5 -20.2
CPVSF -2.7 -2.3 -12.3 -14.1

% de mhibicion (=) o estimuiacién () en comparacion con el tratamiento control
L.os porcentajes en negrita no son significativamente diferentes (g.1. — 30; p<0.001) por especic de hongo



TABLA 20. Resultados del analisis de varianza de dos vias para evaluar el efecto del tipo
de hongo vy el ntimero de compuestos en el medio de cultivo, a2 0.5mg/ml de PDA, en el
crecimiento de F. graminearum, F. moniliforme, F. oxysporum, y Phoma herbarum

EFECTO gl C.M. F p
Tipo de hongo 3 0.007537 60.28965 < 0.000001
Nitmero de compuestos 4 0.004213 33.70017 < 0.000001
Interaccion 12 0.000661 5.28424 < 0.000001
Error 328 0.000125

6.2.2 Experimento con concentracion alta.

Los resultados de crecimiento de F. graminearum, F. moniliforme, F. oxysporum, y
Phoma herbarum, a concentracion alta con respecto al testigo, no mostraron
homogeneidad de varianzas con las pruebas de Hartley, Cochran y Barlett. Sin embargo, las
medias v las varianzas no mostraron correlacion. Los residuales mostraron normalidad con
la prueba grifica de los residuales observados contra los esperados. Por lo anterior los
resultados se analizaron con un andlisis de varianza (ANDEVA) de dos vias. Las respuestas
de crecimiento de F. graminearum, F. moniliforme, F. oxysporum, y Phoma herbarum,
fueron afectadas significativamente por el tipo de compuesto, el tipo de hongo y la
interaccion de ambas variables (Tabla 21). La variacién en el crecimiento de F.
graminearum, F. moniliforme, F. oxysporum, y Phoma herbarum es explicada por el tipo
de compuesto en un 76%, por el tipo de hongo en un 15 %, por la interaccion en un 9% y
el resto por el error.

TABLA 21. Resultados del anélisis de varianza de dos vias para evaluar el efecto del tipo
de metabolitos secundarios y el tipo de hongo, a 5.0mg/mi, en el crecimiento de F.
graminearum, . moniliforme, . oxysporum, y Phoma herbarum

EFECTO g.l. C.M. F p
Tipo de compuesto 10 0.343101 209.1703 < 0.000001
Tipo de hongo 3 0.067262 41.0059 < 0.000001
Interaccion 30 (.040293 24.5647 < (LO0000!
Frror 303 0.001640
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Los resultados de la comparacion multiple para el efecto de tipo de compuesto sobre el
crecimiento de Fusarium grominearum, F. moniliforme, F.oxysporum y Phoma herbarum a
concentracidn alta, se muestran en la Tabla 22. Los 4cidos p-cumarico v ferdlico fueron los
tralamientos que inhibicron fuertemente el crecimiento de todos los hongos. Para F.
oxysporum, ademas de estos compuestos las mezclas PS, VSF, PCES, PVSF y CPVSFVS
también resultaron muy inhibidoras. Para Phoma herbarum el acido vainillico y todas las
mezclas también mostraron inhibir fuertemente el crecimiento.

La interaccion entre el tipo de compuesto y la especie de hongo, a concentracion alta
(5.0mg/ml) solo explica en un 9% la variacidn en el crecimiento de F. graminareum, F.
moniliforme, F. osxysporumy Phoma herbarum (Fig.19). Sin embargo es altamente
significativa. Esto puede atribuirse a que las respuestas de crecimiento a los tratamientos
difieren significativamente de acuerdo a la especie de hongo (F=24.39; p<0.0001).

La inhibicion del crecimiento de F. graminearum, FF. moniliforme, IF.oxysporumy Phoma
herbarum como respuesta a los dcidos p-cumdrico y ferdlico no difiere significativamente
entre si (Tabla 22). Sin embargo, el 4cido vainillico mostré mayor efecto de inhibicion en
P. herbarum y F. graminearum. La respuesta de F. moniliforme y de F. oxyporum a la
accion del 4cido vainillico no fue significativamente diferente entre si (Fig. 19). Por otra
parte, la mezcla CPVSF inhibié mas el crecimiento de F. oxysporum y el de P. herbarum.
F. graminearum 'y F. moniliforme mostraron menor inhibicién bajo el efecto de esta
mezcla (Fig. 19). F. moniliforme, F. oxysporum y de Phoma herbarum mosiraron una
inhibicion similar bajo el efecto de las mezclas PS, VSF, PCFS, PVSF (Fig. 19). La mezcla
PVF tuvo el mismo efecto de inhibicion en los cuatro hongos.

La respuesta de crecimiento de F. graminearum, F. moniliforme, F. oxysporum, y
Phoma herbarum, {ue afectada significativamente por el ntimero de compuestos, el tipo de
hongo v la interaccion de ambas variables (Tabla 23). La variacién en el crecimiento de /.
graminearum, F. moniliforme, F. oxysporum, y Phoma herbarum, es explicada por el
numero de compuestos en un 47%, por el tipo de hongo en un 36 %, por la interaccién en
un 11% y el resto por el error.

Al aumentar el nimero de compuestos secundarios en el medio de cultivo a
concentracion alta, disminuyd cl crecimiento de I oxysporum, y Phoma herbarum. La
inhibicion del crecimiento de 7 graminearum y F. moniliforme no mostré diferencias
significativas al aumentar e] nimero de compuestos (Fig. 21). El crecimienlo de F.
oxysporum y Phoma herbarum fue més inhibido con mezclas de tres, cuatro y cinco
compuestos. Sin cmbargo, el efecto con las mezclas de cuatro compucstos no difiere
significativamente del efecto con las mezclas con cinco compuestos (Fig. 21).



TABLA 22. Efecto de las mezclas en el crecimiento del micelio a 5.0 mg/ml de PDA, de
I, graminearum, I. moniliforme, F. oxysporum Phoma herbarum

MEZCLA F.graminearum

F. moniliforme

F. oxysporum Phoma herbarum

-68.2
-48.8
-26.8
-62.4
-55.1
-49.3
-45.8
-56.6
-33.2
-57.1
-49.3

-81.9
-30.9
-27.4
-77.4
-62.4
-60.2
-59.7
-62.4
-05.0
-63.3
-57.1

-69.9
-30.8
-32.4
-69.9
-29.7
-66.4
-62.0
-66.1
-68.3
-64.5
-65.6

-63.2
-57.1
-34.0
-68.4
-304
-62.3
-62.8
-69.9
-66.4
-69.6
-66.4

% de inhibicion (-) o estimulacidn (+) en comparacion con el tratamiento control
Los porcentajes en negrita no son significativamente diferentes (g.1.= 30; p<0.0001) por especie de hongo

TABLA 23. Resultados del anélisis de varianza de dos vias para evaluar el efecto del tipo
de hongo y el nimero de compuestos en el medio de cultivo, a dosis alta, en el crecimiento

de F. graminearum, F. moniliforme, F. oxysporum, y Phoma herbarum.

EFECTO gl C.M. F p
Tipo de hongo 3 0.080725 5.9099 < 0.000546
Nuamero de compuestos 4 0.105517 7.8415 < 0.000005
Interaccion 12 0.025801 1.9174 0.031581
Error 327 0.013456
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6.2.3. Penicillium oxalicum

Los resultados de crecimiento de Penicillium oxalicum a concentracidn baja con
respecto al testigo, no mostraron homogeneidad de varianzas con las pruebas de Hartley,
Cochran y Barlett. Sin embargo, las medias y las varianzas no mostraron correlacion. Los
residuales mostraron normalidad con la prueba grafica de los residuales observados conira
los esperados. Por lo anterior los resultados se analizaron con un andlisis de varianza
(ANDEVA) de dos vias.

La respuesta de crecimiento de Penicillium oxalicum a concentraciones bajas fue
afectada significativamente por el tipo de compuesto (Tabla 24). La variacién en el
crecimiento de P. oxalicum es explicada por el tipo de compuesto en un 96%, y 4% por el
error. Los resultados de la comparacion multiple del tipo de compuesto mostraron a fos
acidos p-cumdrico y sindpico y las mezclas PVF, PCFS, PVSF como los tratamientos con
mayor efecto de inhibicion sobre P. oxalicum. Las respuesias al efecto de estos
tratamientos no difieren significativamente entre si, aunque si lo hacen con el resto de los
tratamientos (F=38.42; p<0.0001) (Tabla 25).

TABLA 24. Resultados del analisis de varianza de dos vias para evaluar el efecto del tipo
de metabolitos secundarios, a 0.5 mg/ml en el crecimiento de. Pernicillium oxalicum.

EFECTO gl C.M. F P
Tipo de compuesto 10 0.019117 28.11603 < 0.000001
Error 76 0.000680

El crecimiento de P. oxalicum fue afectadado significativamente por el nimero de
compuestos (Tabla 26). La variacién en el crecimiento de P. oxalicum es explicada por el
nimero de compuestos en un 98% y 2% por el error. El aumento en el nimero de
compuestos en la mezcla a concentracién baja, aumentd el efecto de inhibicion en los
tratamientos que incluian tres y cuatro compuestos secundarios. Al aumentar a cinco el
numero de MS presentes en [a mezcla el efecto de inhibicién disminuyé (Fig. 24).

Los resultados de crecimiento de Penicillinm oxolicum a concentraciones altas con
respecto al testigo, no mostraron homogencidad de varianzas con las pruebas de IHarlley,
Cochran y Barlett. Sin embargo, las medias y las varianzas no mostraron correlacion. Los
residuales mostraron normalidad con la prueba grafica de los residuales observados contra
los esperados. Por lo anterior los resultados se analizaron con un andlisis de varianza
(ANDEVA) de dos vias.

l.a respuesta de crecimiento de Penicillium oxalicum a conceniracion alta fue afectada
significativamente por ¢l tipo de compuesto (Tabla 27). La variacion en el crecimiento de
Penicillium oxalicun cs explicada por ¢l tipo de compuesto en un 98%. y 2% resto por el
crror. Los resultados de la comparacion multiple del cfecto del tipo de compuesto cn la
mezcla sobre el crecimiento, mostraron que los dcidos ferdlico, p-cumdrico, vainillico y la
mezcla PVT inhibieron mas cl crecimicnto de P oxalicum. Estas  respuestas no dificren
significativamente entre si (I'=60.99; p<0.0001), aunque si lo hacen con cl resto de los
tratamicntos (Tabla 25).
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TABLA 25, Efecto de las mezclas en el crecimiento del micelic de Penicillium oxalicum
a concentracidn baja y alta.

Experimento 1 Experimento 2

MEZCLA 0.5 mg/mi PDA 5.9 mg/ml PDA
P -6.2 -59.8

\% -67.5 -72.9

S -74.2 -10.2

F -18.5 -68.9

VS -40.4 -16.2

PS -9.8 -14.5

VSF -40.4 -33.1

PVFE -58.7 -35.2
PCFS -58.1 -30.4
PVSF -59.6 -47.7
CPVSF -29.5 -38.1

% de inhibicién (-} o estimulacién (-+) en comparacion con el tratamiento control
Los porcentajes en negrita no son significativamente diferentes entre si (g.1.= 30; p<0.0001)

La respuesta de crecimiento de P. oxalicum a concentracion alta fue afectada
significativamente por el nfimero de compuestos (Tabla 28). La variacion en ¢l crecimiento
de P. oxalicum es explicada por el nimero de compuestos en un 92% y en un 8% por el
error. La mayor inhibicion del crecimiento de P. oxallicum se observo con compuestos
solos (alrededor del 50%). Las mezclas con dos compuestos fueron las que menos
inhibieron el crecimiento del hongo. Las mezclas con tres, cuatro y cinco compuestos
actuaron en un modo similar.

TABLA 26. Resultados del el anélisis de varianza de dos vias para evaluar el efecto del
nimero de compuestos a 0.5 mg/ml, cn el crecimiento de  Penicillium oxalicum.

EFECTO gl CM. ¥ p
Numero de compuestos 4 0.11351 4.174109  <0.001788
Error 82 0.002408
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TABLA 27. Resultados del analisis de varianza de dos vias para evaluar el efecto del tipo
de metabolitos secundarios, a 5.0 mg/ml en el crecimiento de. Penicillium oxalicum.

EFECTO C.M. F p
gl
Tipo de compuesto 10 0.017059 68.19892 <0.0000001
Error 77 0.000250

TABLA 28. Resultados del analisis de varianza de dos vias para evaluar el efecto del
namero de compuestos en el medio de cultivo, a 5.0 mg/ml, en el crecimiento de
Penicillium oxalicum.

EFECTO g.l. C.M. F p
Numero de compuestos 4 0.016315 10.86935 < 0.0000001
Error 83 0.001501
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Los resultados de estos experimentos simultaneos, al igual que los resultados de los
ensayos individuales, muestran que la concentracion de metabolitos secundarios solos o en
mezclas fue determinante en la inhibicidn del crecimiento de todos los hongos.

Los resultados del experimento a dosis baja indican que los compuestos solos a
concentracién baja mostraron ser ligeramente mds inhibidores que las mezclas. Las mezclas
por su parte mostraron un efecto méas homogéneo que los compuestos solos principalmente
en F. moniliforme. Por otra parte F. graminearum al igual que en los ensayos previos,
resultdé ser el hongo menos suceptible y P. herbarum el mas suceptible. También se
observé que el nimero de compuestos secundarios en la mezcla disminuy6 el efecto de
inhibicién, excepto para F. oxysporum en el cual no se observd un patrén claro de
inhibicién respecto al aumento de nimero de compuestos en la mezcla.

En el caso de Penicillium oxalicum, los compuestos individuales resultaron ser mas
inhibidores que las mezclas y a diferencia de los otros hongos las mezclas mostraron un
efecto de inhibicién més heterogeneo, por ejemplo la mezcla PS fue poco inhibidora
cuando para los otros hongos fue muy inhibidora. El niimero de compuestos no mostrd un
patrén claro de inhibicion.

Los resultados del experimento a dosis alta indican que los compuestos solos tuvieron un
efecto de inhibicién mds heterogéneo, que las mezclas. Sin embargo dos compuestos solos
(4cidos ferdlico y p-cumdrico) resultaron ser efectivos contra los cuatro hongos. Las
mezclas, en cambio mostraron un efecto mas homogéno de inhibicién en todos los hongos.
El hongo menos suceptible fue I, graminearum y el mas suceptible, considerando también
a Penicicllium oxalicum, fue Phoma herbarum. El nimero de compuestos, a diferencia del
experimento a dosis baja, aumento el efecto de inhibicién en F. oxysporum y Phoma
herbarum. En F. graminearum y F. moniliforme no se observé este efecto.

En el caso de Penicillium oxalicum, los compuestos individuales mostraron un efecto de
inhibicién mayor en comparacién con las mezclas. Al igual que el resto de los hongos los
compuestos solos que mostraron mayor efecto de inhibicion fueron el 4cido ferulico y p-
cumarico, aunque lambién el 4cido vainillico. Las mezclas, al igual que los resultados del
experimento con dosis baja, mostraron un efecto heterogéneo. El nimero de compuestos en
la mezcla no aumentd el efecto de inhibicidn sin embargo algunas mezclas resultaron ser
ian inhibidoras como los compuestos solos.




7. DISCUSION
7.1 Hipdtesis de mayor diversidad y concentracién de MS como mejor defensa

Los resultados de los experimentos individuales y simultineos apoyaron parcialmente la
hipétesis ya que mostraron que la concentracién de los cidos fendlicos, solos o mezclados
fue el factor mas importante en la inhibicién de todos los hongos, atn cuando e} tipo y
numero de compuestos en la mezcla también afectaron el crecimiento de as cinco especies.
Estos efectos fueron menores pero diferenciales en funcién del grado de especializacion del
hongo. La diversidad quimica a concentracion baja disminuyé el efecto de inhibicién en
todos los hongos y a concentracién alta lo auments, pero sélo en ciertos hongos. El efecto
de inhibicién de los 4cidos fendlicos como compuestos solos fue mayor que el de algunas
mezclas en los hongos especialistas. En el hongo generalista y en los saprobios las mezclas
mostraron ser tan inhibidoras como tos compuestos mas activos.

Los resultados que apoyan la hipétesis de la diversidad y concentracion de metabolitos
secundarios como mejor defensa son la inhibicidn del crecimiento de: F moniliforme en e}
ensayo individual con mezclas de tres y cinco compuestos a concentracion alta; de F.
oxysporum en el ensayo individual con mezclas de tres y cinco compuestos a concentraciéon
media; de P. oxalicum en el ensayo individual con mezcias de dos, tres y cuatro
compueslos a concentracion alta; de los hongos F.oxysporum y Phoma herbarum en el
ensayo simultineo, con mezclas de tres, cuatro y cinco compuestos a concentracidn alta.

La inhibicion del crecimiento de P. oxalicum en el ensayo simultdneo con mezclas de
tres y cuatro acidos fendlicos en concentraciones bajas, apoyan parcialmente la hipotesis.

Los resultados con F. graminearum y F. moniliforme en los ensayos individuales que
mostraron un efecto de inhibicion de los compuestos solos fué similar al obtenido con las
mezclas de tres y cinco compuestos a dosis altas. Esto no va de acuerdo con lo que se
esperaba. Es posible que para estas especies lo que determina la inhibicion, después de la
concentracion, es el tipo de compuesto en la mezcla v no el nimero de compuestos en ella.
Se ha reportado que ademds de las interacciones entre los compuestos en una mezcla, el
tipo de metabolitos secundarios y su concentracion relativa puede afectar diferencialmente
a los consumidores de una planta (Espinosa-Garcia y Langenheim, 1991).

El efecto de inhibicion de los compuestos solos similar al de las mezclas, en Phoma
herbarum, cn el ensayo individual atin en concentraciones altas, no resultdé como se
esperaba. Lis posible que para cste hongo el efecto de la concentracion de los metabolitos
secundarios tenga un efecto  mayor que cf dc  la diversidad. Se ha sugerido que la
actividad de algunos compuestos es dependiente de la dosis, por ejemplo, Langenheim
(1994) reporta que el oxido de cariofileno, compuesto muy reactivo y de amplio espectro
contra hongos y lepidopteros generalistas mostré tener un efecto dependicnte de la dosis.
Eslos resultados también pueden atribuirse a que ¢l nimero de repeticiones fue insuficiente
para detectar cl efecto de las mezelas en el crecimiento de P. herbarum. ya que cn los
experimentos simultdneos que incluian mayor numero de repeticiones, ¢l numero de
compucstos en la mezcla modificd el efecto de inhibicién, en funcién de la concentracion.

En los experimentos simultancos ¢l nimero de compuestos en Ia mezcla a concentracion
baja, disminuyé el cfecto de inhibicion en los hongos Fusarium graminearum, I
moniliforme 'y Phoma herbarum; y mostré un patron de inhibicidn poco claro en [
oxysporunt 'y Penicitlium oxalicum. Tsto no va de acuerdo con nuestras predicciones, pues
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esperabamos que la diversidad de los compuestos secundarios mostrara un efecto de
inhibicion en el crecimiento de los hongos, independientemente de Ja concentracion. Sin
embargo se ha sugerido que las mezclas de metabolitos secundarios pueden tener efectos
que varian en funcién de la concentracion (Berenbaum et al., 1991; Espinosa-Garcia y
Langenheim, 1991). Espinosa et. al, (1993) reportan que concentraciones altas de aceites
esenciales inhiben el crecimiento de Pleuroplaconema sp., endéfito de Sequoia
sempervirens; mientras que concentraciones bajas pueden estimular su crecimiento.
También se ha reportado que algunos de los dcidos fendlicos que se encuentran de forma
natural en el floema de las coniferas, a concentraciones bajas, pueden estimular el
crecimiento in vifro de Ceratocystis ranaculosis, patogeno de Pinus taeda; mientras que a
concentraciones altas inhiben su crecimiento (Hemingway, ef al,1996). Castellanos y
Espinosa-Garcfa, en 1997 reportan que dietas artificiales con mezclas diversas de
metabolitos secundarios a bajas concentraciones, fueron atractivas al consumo de Sitophilus
granarius, mientras que dietas con concentraciones altas o medias fueron repulsivas. Es
posible que los hongos puedan utilizar a los compuestos secundarios en pequefias
concentraciones como una fuente de energia para crecer (Cates, et al.,1996) o bien como
una sefial de reconocimiento de su hospedero (Rhoades, 1985).

Los resultados del experimento simutineo a concentracion alta que muestran la
inhibicion del crecimiento de 7 graminearum, F. moniliforme, F. oxysporum, P. herbarum
¥y P. oxalicum, por efecto de los acidos p-cumdrico y feralico como compuestos
individuales, sugieren que estos compuestos son muy activos tanto solos como en mezcla
contra las cinco especies. Estos resultados apoyaron la hipédtesis de la diversidad moderada,
sin embargo no es posible sugerir que la corroboren ya que sélo se probé el efecto de un
numero reducido de compuestos secundarios de las gramineas sobre algunos consumidores
de estas plantas.

7.2 Efecto diferencial en los hongos

Las  respuestas de crecimiento de los cinco hongos tanto en los experimentos
individuales, como en los simultaneos mostraron una suceptibilidad diferencial de los
hongos a los acidos fendlicos y sus mezclas. En los ensayos individuales compuestos solos
y mezclas mostraron mayor efecto de inhibicion en Fusarium graminearum, incluso un
compueslo y algunas mezclas mosiraron un efecto de estimulacion. En  Fusarium
moniliforme y Phoma herbarum los compuestos solos. mostraron mayor efecto de
inhibicion que las mezclas. En Penicillim oxalicum una mezcla de cuatro compuestos
resultd ser el tratamiento con mayor efleclo de inhibicion. En cambio en Fusarium
oxysporum la mayoria de las mezclas resultaron mas inhibidoras que los compuestos solos.
Se ha reportado en algunos hongos patogenos de maiz (Aspergillus flalvus Fusarium
graminearum, Phoma medicagins) susceptibilidad diferencial a quinonas estables y a sus
mezclas con compuestos precursores y con productos de su oxidacion enzimatica (Dowd, ef
al., 1997).

Los resultados de los experimentos simultaneos mostraron que las especies especialistas
en gramineas, I'. graminearumy F. moniliforne, focron menos suceptibles a las mezclas de
dcidos fenolicos a altas concentraciones en comparacién con el hongo generalista
Fooxysporum y los saprobios P herbarum y P. oxalicum. Esta baja suceptibilidad de
F.graminearum y F. moniliforme parcce indicar que estas especies estdn mas adaptadas
como patégenos a las gramineas y que . herbarum y I oxalicum no son patogenos de
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este hospedero. Se ha reportado que diferentes compuestos relacionados biosintéticamente
pueden tener efectos diferentes en consumidores especialistas y en generalistas (Bowers &
Puttick, 1988). Por ejemplo Cates, et al. 1996, reportan mayor inhibicién in vifro con 4cidos
fenolicos en concentraciones altas, para  Ophiostoma minus hongo generalista en
comparacion con Ceralocystis ranaculosis, hongo especialista en Pinus laeda.

El efecto de los compuestos individuales a concentracién alta en los cinco hongos
mostr6é un gradiente mas amplio que el efecto de las mezclas. Los 4cidos ferulico v p-
cumdrico inhibieron el crecimiento de los cinco hongos, en cambio los 4cidos vainillico y
sinapico aumentaron su efecto de inhibicién al mezclarse, ain sobre los hongos mas
resistentes, F.graminearum y F.moniliforme. Estos resultados sugieren que estos
compuestos pueden tener efectos sinérgicos al mezclarse. Se ha reportado que mezclas de
fenoles simples pueden aumentar el efecto de inhibicion en el crecimiento in vitro de
hongos patégenos de coniferas, aun en especies muy especializadas (Hemingway, ef al.,
1977). Asi mismo, Silva, ef.al, en 1998 reportan que algunos {lavonoides al mezclarse
pueden aumentar €l efecto de inhibicién en el crecimiento in vitro de hongos patdégenos de
gramineas. Se ha sugerido que los metabolitos secundarios pueden interactuar y generar
efectos de resistencia aditivos o sinérgicos contra los consumidores de las plantas
(Berebaum & Zangerl, 1993; Jones & Firn, 1991), por ejemplo, algunos hongos endofitos
de Sequoia sempervirenis fueron inhibidos por una accién aditiva de los monoterpenos que
se encuentran en mezclas en las hojas de esta conifera (Espinosa Garcia & Langeheim,
1991).

Estos resultados de suceptibilidad diferencial parecen sugerir que la proteccion de las
semillas de gramineas contra varios consumidores con diferente grado de especializacion,
puede ser mejor con mezclas de metabolitos secundarios que con compuestos solos ya que
las respuestas de los hongos a los compuestos solos fueron mas heterogéneas que las
respuestas a las mezclas. Algunos autores han sugerido que la diversidad quimica en las
plantas puede actuar como una defensa multifacetas contra sus consumidores (Kubo &
Hanke, 1985). Por otra parte, las mezclas aumentaron la actividad de algunos compuestos
aun sobre los hongos mas resistentes.

Aun cuando las mezclas no mostraron una actividad mayor que los compuestos solos en
los hongos especialistas, Fusarium graminearum y F. moniliforme, es posible que estos
hongos pudieran verse afectados en generaciones sucesivas. Se ha sugerido que mezclas de
compuestos secundarios podrian retardar la adaptacién de los consumidores a su hospedero
(Pimentel & Belloti, 1976; Berenbaum & Zangerl, 1993) debido a que son més dificiles de
superar evolutivamente que los compuestos individuales.
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8. CONCLUSIONES

Los resultados apoyaron parcialmente la hipotesis: el efecto de la concentracion de los
dcidos fendlicos, solos 0 en mezclas, fue de inhibicién del crecimiento de todos los hongos,
sin embargo el efecto de la diversidad de acidos fendlicos mostrd estar en funcidn de la
concentracion y del grado de especializacién de los hongos en las gramineas.

Los acidos fertlico, p-cumarico, vainillico, caféico, sinapico a dosis altas pueden inhibir
el crecimiento in vitro de Fusarium graminearum, F. moniliforme, F. oxysporum, Phoma
herbarum y Penicillium oxalicum.

La mayor acitividad de los é4cidos fendlicos como compuestos solos en los hongos
especialistas, F. graminearum y F. moniliforme; y la actividad de las mezclas similar a la
de los compuestos més activos en los hongos mas generalistas, incluso saprobios; sugiere
que Ja diversidad quimica puede tener un efecto diferente en los hongos patdgenos
especialistas que en los hongos generalistas.

El efecto de la diversidad quimica en la actividad de los é4cidos fendlicos sobre el
crecimiento de los hongos in vitro, menor inhibicidn a dosis baja y mayor inhibicién a dosis
alta, sugiere que el efecto de la diversidad de compuestos secundarios puede actuar en los
consumidores en funcién de la concentracion.

En este trabajo sélo se probo que los principales dcidos fendlicos presentes en las
semillas de las gramineas disminuyen el crecimiento de  varios hongos que pucden cstar
asociados a estas plantas, pero no se probd la actividad fungicida de estos compuestos
secundarios.
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