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PROTECCION MICROBIOLOGICA CONTRA HONGOS FITOPATOGENOS EN
Dahlia coccinea
RESUMEN GENERAL

La dalia, flor nacional de México, es un recurso fitogenético de gran importancia
cultural y ornamental por su diversidad en formas, tamanos y colores.
Actualmente, su produccion se limita principalmente a dos estados, lo que pone
en riesgo su conservacion. Ademas, la dalia se ve afectada por enfermedades
causadas por fitopatdgenos, entre los que destacan especies del género
Fusarium, que causan dafos severos en raices tuberosas y peérdidas
significativas. Por ello, el objetivo de este estudio fue evaluar el potencial de
microorganismos benéficos como Trichoderma harzianum, Beauveria bassiana,
Metarrizium sp. e Isaria fumosorosea como agentes de control bioldgico
alternativos al uso de fungicidas, asi como sus efectos en parametros de
crecimiento, desarrollo, calidad floral y produccion de inulina en Dahlia coccinea.
Se recolectaron muestras de la parte aérea de plantas sintomaticas de dos sitios
de produccion: en Huamantla, Tlaxcala y Texcoco, Estado de México. Se aislaron,
purificaron e identificaron cepas de Alternaria sp., Botrytis sp y Fusarium
oxysporum mediante criterios morfoldgicos, moleculares y de patogenicidad para
este ultimo. Posteriormente se evaluaron los parametros de crecimiento y
desarrollo, incluida la produccion de inulina en D. coccinea, mediante
evaluaciones periddicas para determinar la interaccion entre £ oxysporumy T.
harzianum a campo abierto. Aunque los resultados presentaron variabilidad
asociada a la variedad utilizada y a condiciones ambientales, se observd una
respuesta positiva de T. harzianum frente a F. oxysporum principalmente en el
incremento de altura de la planta el desarrollo de raices secundarias de la planta.
Sin embargo, su uso disminuyo la produccion de inulina en raices tuberosas. Este
estudio constituye el primer reporte de microorganismos fitopatégenos en dalia.
Asimismo, demuestra que los agentes de control biolégico, aunque generalmente
benéficos, pueden generar efectos negativos en el cultivo, por lo que es necesario
sistematizar su uso y evitar su aplicacion indiscriminada en campo.

Palabras clave: Dahlia coccinea, Fusarium oxysporum, Trichoderma
harzianum, control bioldgico.

Tesis de Maestria en Ciencias en Proteccion Vegetal, Departamento de Parasitologia Agricola,
Universidad Autébnoma Chapingo.

Autor: Paulina Cerda Sanchez

Director de Tesis: Dr. Samuel Ramirez Alarcon
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MICROBIOLOGICAL PROTECTION AGAINST PLANT-PATHOGENIC FUNGI
IN Dahlia coccinea
ABSTRACT

Dahlia, Mexico’s national flower, represents a phytogenetic resource of considerable
cultural and ornamental importance due to its wide diversity of forms, sizes, and colors.
Nowadays, its current production is restricted to only two states within the country, placing
the conservation and continuity of this species at risk. Furthermore, dahlia is affected by
various diseases caused by phytopathogens, especially from species of the genus
Fusarium, as they induce severe damage to tuberous roots and can result in significant
yield losses. In this context, the objective of the present study was to evaluate the
potential of beneficial microorganisms, Trichoderma harzianum, Beauveria bassiana,
Metarhizium sp., and Isaria fumosorosea, as biological control agents and as an
alternative to fungicide use, also for their effects on growth parameters, plant
development, floral quality and inulin production in Dahlia coccinea. To achieve this,
symptomatic aerial plant tissues were collected at two production sites: Huamantla,
Tlaxcala, and Texcoco, State of Mexico. Isolates of Alternaria sp., Botrytis sp., and
Fusarium oxysporum were isolated, purified, and identified using morphological,
molecular, and, for the latter, pathogenicity criteria. Subsequently, growth and
development parameters, including inulin production in Dahlia coccinea, were evaluated
through periodic assessments to determine the interaction between Fusarium oxysporum
and Trichoderma harzianum under open-field conditions. Although the results exhibited
variability associated with cultivar differences and environmental conditions, a positive
response to Trichoderma harzianum was observed against Fusarium oxysporum, mainly
in the increase in plant height and the development of secondary roots of the plant.
However, its use decreased inulin production in tuber roots. This study constitutes the
first report of phytopathogenic microorganisms associated with dahlia. It also
demonstrates that biological control agents, although generally beneficial, can generate
negative effects on cultivation, so it is necessary to systematize their use and avoid their
indiscriminate application in the field.

Key words: Dahlia coccinea, Fusarium oxysporum, Trichoderma harzianum,
biological control.

Tesis de Maestria en Ciencias en Protecciéon Vegetal, Departamento de Parasitologia Agricola, Universidad Auténoma
Chapingo.

Autor: Paulina Cerda Sanchez

Director de Tesis: Dr. Samuel Ramirez Alarcon
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CAPITULO 1. INTRODUCCION GENERAL

La dalia es una planta de gran importancia a nivel nacional como internacional,
su nombre proviene del botanico sueco Andreas Dahl (Jiménez Marifa, 2015). El
cultivo de la dalia tiene origen prehispanico, donde era conocida como “Flor de
camote” o “xicamiti” derivado de xicami, en referencia a su raiz de tipo tuberosa.
Es oficialmente reconocida como flor nacional de México a través de un decreto
presidencial el 13 de mayo de 1963 (SEMANART, 2018). Con un aproximado de
43 especies silvestres endémicas de México (Sanchez et al., 2026) que
pertenecen al grupo de plantas herbaceas perenes (Santana et al., 2016) de la
familia Asteraceae (Carrasco et al., 2019). México cultiva esta planta como
ornamental para macetas o como flor de corte (Mejia et al., 2020). Debido a la
fascinacion que genera esta planta en el mundo entero por su diversidad en
formas, tamano y color de sus flores. Ademas de poseer propiedades
medicinales con un alto potencial para la alimentacion y salud gracias a sus
caracteristicas nutricionales y farmacéuticas (Lara et al.,, 2014) que se
encuentran en sus flores y sistema radical compuesto de raices tuberosas. Dado
que en este 6rgano se almacenan carbohidratos de reserva bajo la forma de
inulina y otros fructanos (Santana et al., 2016). Sin embargo, la susceptibilidad
que presentan los cultivos ornamentales ante los diversos organismos
fitopatégenos (hongos, bacterias, virus y nematodos) puede ir desde afecciones
leves hasta problemas graves. Entre estos organismos, los hongos fitopatdgenos
son los responsables mas comunes de enfermedades en este tipo de plantas,
afectando directamente su valor estético y el rendimiento de la produccién
(Toledo Perdomo, 2024).

Por lo tanto, es indispensable desarrollar estrategias para el control de las
enfermedades; sin embargo, la agricultura tradicionalmente ha dependido del uso
intensivo de productos quimicos. No obstante, el empleo de microorganismos
como agentes de control biolégico surge como una alternativa sostenible y eficaz

para el control de dichas enfermedades (Ibarra et al., 2006). Entre los organismos



mas utilizados destacan hongos, bacterias, virus, insectos benéficos y algunos
elicitores, los cuales actuan mediante diferentes mecanismos (Victoria Arrellano,
2015). Especificamente los hongos enddfitos, los cuales pueden habitar en las
plantas sin causar sintomas aparentes de enfermedad, generando una relacion
entre el enddfito y su planta hospedera (Sanchez et al., 2013). De manera similar,
existen los hongos antagonistas que resultan importantes para el control
bioldgico de los fitopatogenos. Debido a que presentan diferentes mecanismos
de accion que les permiten el control de los fitopatdégenos presentes en el suelo
(Infante et al., 2009). Por lo anterior, el objetivo principal de esta investigacion fue
evaluar el potencial de proteccion de microorganismos benéficos (Trichoderma
harzianum, Beauveria bassiana, Metarhizium sp e Isaria fumosorosea) contra
hongos fitopatégenos y sus efectos sobre parametros agrondmicos en la

produccion de Dahlia coccinea y la produccion de inulina en las raices tuberosas.

Aunque las Dalias se caracterizan por su alto valor estético, este se ve
amenazado por plagas y enfermedades. Estas pueden ser causadas por hongos,

bacterias, virus y nematodos.



1.1. JUSTIFICACION

Las plantas ornamentales tienen un gran valor econdomico en México. Tan solo
en el 2023 los floricultores mexicanos produjeron 4,978 millones de flores
generando un valor de 9 mil 36 millones de pesos (SIAP, 2024). Esto es posible
debido a la amplia diversidad en cultivos ornamentales que posee México, de las
cuales, algunas de ellas son endémicas; Destacando principalmente la dalia, una
flor cuyo centro de origen es mexicano, donde los aztecas la domesticaron,
cultivaron, y cruzaron, por ende, la evolucidon de la flora en nuestro pais ha
permitido la formacion de mas de 43 especies en forma natural (SEMARNAT,
2018). Sin embargo, a pesar de que la dalia sea considerada como flor nacional,
en México se conoce poco sobre su manejo agrondmico, usos y beneficios del
cultivo. Por ende, es importante sehalar que preservar la amplia diversidad
genética que posee México es vital, dado que en ella se encuentran especies que
se pueden adaptar a las nuevas condiciones climaticas adversas provocadas por
el cambio climatico en la actualidad; asi como tolerantes a plagas y
enfermedades (SADER, 2017). Por tal razén, el objetivo general fue evaluar el
potencial de protecciéon de microorganismos benéficos (Trichoderma harzianum,
Beauveria bassiana, Metarhizium sp. e Isaria fumosorosea) contra hongos
fitopatdogenos y sus efectos sobre los parametros de desarrollo y calidad en la

produccion de Dahlia coccinea.

1.2 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el potencial de proteccién de microorganismos benéficos (Trichoderma
harzianum, Beauveria bassiana, Metarhizium sp. e Isaria fumosorosea) contra
hongos fitopatégenos y sus efectos sobre parametros agrondmicos en la

produccion de Dahlia coccinea Cav.



1.2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Aislar e identificar los fitopatégenos presentes en el cultivo de Dalia
mediante la recoleccion y analisis de muestras vegetales con sintomas
visibles de enfermedad, con el fin de generar un registro que contribuya
al conocimiento fitosanitario de este cultivo

Evaluar el potencial antagénico in vitro de microorganismos en
confrontaciones duales contra los diferentes fitopatogenos aislados del
cultivo de dalia con el fin de identificar posibles agentes de control
bioldgico.

Evaluar parametros de desarrollo y calidad de flor de D. coccinea
mediante evaluaciones periddicas para determinar la respuesta y la
interaccién de los fitopatégenos y microorganismos antagonistas.
Caracterizar el perfil de inulinas en las raices tuberosas de D. coccinea
en respuesta a la infeccidn por los fitopatégenos y la aplicacién de

microorganismos benéficos antagonistas y la interaccion de ambos.

1.3. HIPOTESIS

Al menos una cepa con actividad antagonista, seleccionada mediante las

pruebas de confrontacién dual, reducira la incidencia de hongos fitopatégenos

y mejorara los parametros de desarrollo y calidad de flor en la produccién de

Dahlia coccinea Cav.
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CAPITULO 2. REVISION DE LITERATURA

2.1. Dalia

La dalia es una planta de gran importancia tanto a nivel nacional como mundial,
su nombre se le atribuye por el botanico sueco Andreas Dahl (Jiménez Marina,
2015). Esta planta es cultivada tanto para maceta como para flor de corte o jardin
(Mejia et al., 2020). Este cultivo posee gran singular belleza por su variedad de
colores, formas y tamafio de sus flores, ademas de su facil propagacion (Santana,
2017) ademas de ser considerada como fuente de alimento, medicinal y

ornamental (Mejia et al., 2020).

En la historia mexicana de la dalia se menciona que desde tiempos prehispanicos
se le conocia como “Flor de camote” o “xicamiti” De xicami, jicama, posiblemente
por su raiz tuberosa o en forma de bulbos, pero también acocoxdchitl, que
significa “tallos huecos con agua” (SEMANART, 2018). Siendo el presidente
Adolfo Lépez Mateos quien designd por decreto a la dalia como Flor Nacional de
México el 13 de mayo de 1963, a peticidn de la Sociedad Botanica de México sin
embargo hasta el 2007 la Sociedad Mexicana de la Dahlia instauré el 4 de agosto
como Dia Nacional de la Dalia, con el fin de promover el cultivo de esta hermosa
flor que representa a México en el mundo (Asociacion Mexicana de la Dalia o
Acocoxochitl, A.C., 2022).

2.1.1 Origen y distribucion

Este género esta formado por al menos 43 especies silvestres endémicas de
México, de las cuales, solo cuatro especies constituyen la base genética con la
que se ha desarrollado la dalia cultivada (Sanchez et al., 2026). Este género se
refiere a un conjunto de especies de plantas herbaceas perenes (Santana et al.,
2016) que pertenecen a la familia Asteraceae la cual es una de las familias con
mayor diversidad de plantas nativas en nuestro pais. Todas las especies de la
dalia crecen en México, pero D. australis, D. coccinea y D. imperialis se extienden

hasta América Central y Colombia (Carrasco et al., 2019).



En México estan registradas las diferentes especies en 26 estados dentro de los
cuales Oaxaca, Hidalgo, Guerrero, Michoacan y Querétaro concentran la mayor
diversidad. En estados como En Aguascalientes, Colima, Sinaloa y Sonora solo

crece D. coccinea (Carrasco et al., 2019) (Figura 1).

Figura 1. Mapa de la distribucion de Dahlia coccinea en la republica mexicana

2.1.2 Descripcion botanica de la Dalia

Este género incluye plantas perennes, herbaceas o arbustivas, terrestres o
epifitas, con raices tuberosas, fasciculadas, desarrolladas de manera inicial a
partir del hipocotilo y posteriormente de la base de la corona (Mejia y Arizmendi,
1995). Presenta tallos huecos o sélidos, herbaceos o lignificados y erectos. Las
hojas son opuestas o verticiladas, simples o compuestas, a menudo con estipelas

presentes en la base de los foliolos. La inflorescencia es una cabezuela



heter6gama, formada por filarias, flores liguladas y discoides en varias

tonalidades (Carrasco et al., 2019).

Hoja pinnada (varias hojas
en el mismo eje principal)

Tallo

Raiz tuberosa (raiz engrosada que
permite el almacenamiento de reservas)

Artwro Albarrin

Nombre cientifico: Dahlia coccinea
(’ ' / Nombre comiin: Dalia silvestre

Figura 2. Morfologia de Dahlia coccinea
Es una planta que se puede encontrar con diferentes tamafios desde una altura
de 30 cm hasta mas de diez metros; ademas, desarrolla una ramificacion
desordenada, solamente dirigida por los rayos solares, pero densa, con un gran

numero de hojas (Mejia et al.,2007)

Dahlia coccinea posee hojas pinnadas o bipinnadas, las flores alcanzan los 90
cm de altura, pueden ser rojas o escarlatas y en algunos casos con focos

naranjas o amarillos (Thakur et al., 2022; Sorensen, 1969).



2.1.3 Clasificacion taxonémica del género Dahlia

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta (Angiospermas)

Clase: Magnoliopsida (eudicotiledéneas)
Orden: Asterales
Familia: Asteraceae (compositae)
Subfamilia: Asteroideae

Tribu: Coreopsideae

Género: Dahlia Cav.
Especie: Dahlia coccinea Cauv.

(Sorenses, 1969)

2.1.4 Condiciones 6ptimas de cultivo

La Dalia se propaga mediante semillas o raices tuberosas. El espaciamiento
recomendado es de 75 cm para flores grandes, 60 cm para flores medianas y 30-
35 cm para variedades de flores pequefias. La plantacion de los tubérculos debe
hacerse mirando hacia arriba a una profundidad de 15 cm. Este cultivo necesita
suelos ricos en materia organica, con buen drenaje y con un pH neutro ente 6.5.
Ademas de necesitar entre 8 y 10 horas luz solar directa para un crecimiento y
desarrollo adecuado para la produccion de flores con buena calidad (Thakur et
al., 2022).
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2.2. Usos de Dahlia coccinea Cav

La dalia es una planta que ha sido cultivada y mejorada genéticamente con fines
ornamentales ya que produce inflorescencias muy atractivas (SADER, 2020); no
obstante, este cultivo también cuenta con propiedades nutricionales y de alto
potencial para la alimentacion y salud gracias a sus caracteristicas nutricionales
y farmacéuticas (Lara et al., 2014; Mejia et al., 2018). Sin embargo, se ha puesto
atencion a su sistema radical, compuesto de raices tuberosas, dado que en este
organo se almacenan carbohidratos de reserva bajo la forma de inulina y otros

fructanos (Santana et al., 2016).

2.2.1 Produccion de inulina

La inulina es un grupo heterogéneo de polisacaridos compuesto principalmente
por monodmeros de fructosil-fructosa, comunmente conocidos como fructanos, los
cuales estan unidos mediante enlaces B (2—1) (Santana et al., 2016). Estos
fructanos son predominantemente de origen vegetal, aunque también se
encuentran en hongos y bacterias. En las plantas, la inulina actia como un
compuesto de almacenamiento de carbohidratos y se acumula en érganos como
tubérculos, bulbos, raices y hojas. Un ejemplo destacado es la dalia (Dahlia

pinnata), que almacena inulina en sus tubérculos (Ashinshana et al., 2022).

Este polisacarido ofrece importantes beneficios tanto para la industria alimentaria
como para la farmacéutica. En el ambito alimenticio, mejora las propiedades
organolépticas de los productos y funciona como un sustituto de grasas sin alterar
las texturas. Por esta razén, se utiliza en una amplia variedad de alimentos, como
lacteos fermentados, chocolates, bebidas, postres congelados, cereales, barras
energéticas, productos carnicos y alimentos bajos en grasas o azucares. Estas
aplicaciones son posibles gracias a su bajo aporte calérico y a las propiedades
quimicas unicas de la inulina (Lara et al., 2017). En particular, los tubérculos de
la dalia contienen un porcentaje significativo de inulina en suspension, que oscila
entre el 15 % y el 20 %, esta concentracion varia entre especies donde puede
llegar hast 72 % en el caso de Dahlia campanulata (Ashinshana et al., 2022;
Mejia et al., 2018; Mejia et al.,2020).
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2.3. Hongos fitopatégenos en Dahlia coccinea

Diversos organismos fitopatdégenos, como hongos, bacterias, virus y nematodos,
pueden causar dafos a las plantas ornamentales, que van desde afecciones
leves hasta problemas graves que pueden provocar su muerte. Entre estos, los
hongos fitopatdgenos son los responsables mas comunes de enfermedades en
este tipo de plantas, afectando directamente su valor estético (Toledo Perdomo,

2024). En este caso, la dalia es susceptible a los siguientes fitopatdogenos.

2.3.1 Botrytis

El nombre del género Botrytis fue acufiado por Micheli en 1729, es uno de los
primeros géneros de hongos descritos. Este patdgeno causa moho gris en mas
de 1000 especies (Plesken et al., 2021) es considerado como un hongo
necrotroéfico, debido a que puede afectar diferentes especies de plantas incluidas
las de tipo ornato afectando principalmente tejido maduro y senescente de la
planta (Bika et al., 2020). Este fitopatdgeno causa marchitamiento, manchas y
tizon de hojas y flores, cancro del tallo y podredumbre del cormo, tubérculo y
rizoma (Lukasko & Hausbeck, 2024). Botrytis se disemina principalmente por
conidios, debido a que pueden ser transportados facilmente por el viento y el
agua, asi como por insectos, herramientas de injerto y poda, maquinaria, manos
y ropa de los trabajadores durante las operaciones de cultivo (Bika et al., 2020).
Este patdégeno puede afectar al rendimiento y la calidad postcosecha de la flor,
de modo que las flores enfermas pueden ser imperceptibles en la cosecha porque
las infecciones pueden permanecer latentes hasta que las condiciones
ambientales sean favorables para la colonizacion de los tejidos. Las condiciones
favorables para el crecimiento de Botrytis incluyen una humedad relativa alta
(>94%) y temperaturas de entre 15 y 25 °C (Mufioz et al., 2019). Este patdégeno
se caracteriza por producir abundante micelio gris varios conidioforos largos y
ramificados, cuyas células apicales redondeadas producen racimos de conidios
ovoides, unicelulares, de color gris. Los conidioforos y los racimos de conidios se

asemejan a un racimo de uvas (Agrios, 2025).
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2.3.2 Alternaria

El género de Alternaria comprende especies sapréfitas, endofiticas y patégenas,
provocando grandes pérdidas econdmicas debido a su rango de hospedadores y
a su distribucion mundial. (Narain et al., 2022). Durante el desarrollo de la
enfermedad esta especie desarrolla manchas foliares marrones, diminutas y
circulares aparecen como sintomas iniciales y progresivamente se hacen mas
grandes y forman parches entre las venas de las hojas; esto es seguido por una
necrosis foliar sectorial o completa (Mactic et al., 2020). Por lo comun, las hojas
senescentes de la parte inferior de la planta son atacadas en primer término, pero
la enfermedad asciende hacia la parte superior de aquélla y hace que las hojas
afectadas se tornen amarillas y senescentes, se desequen y debiliten o
desprendan (Agrios,2025). El patégeno Alternaria sp. tiene un micelio de color
verde oscuro y en los tejidos viejos infectados produce conidiéforos cortos,
simples y erectos que dan origen a cadenas simples o ramificadas de conidios.
Los conidios son grandes, alargados y oscuros, o bien multicelulares y en forma
de pera y presentan sepias tanto transversales como longitudinales (Agrios,
2025).

2.3.3 Fusarium

La marchitez causada por el género Fusarium puede causar pérdidas
econdmicas en una amplia gama de cultivos importantes, incluyendo las
ornamentales, esta enfermedad puede generar dafios en cualquier etapa de
produccion (Gullino et al.,2015). El sintoma causado por este fitopatégeno se
puede observar en las hojas de plantas infectadas o de partes de plantas
infectadas debido a que estas pierden su turgencia, se debilitan, adquieren una
tonalidad que va del verde claro al amarillo verdoso, decaen y finalmente se
marchitan, se tornan amarillas, empardasen y mueren. Las hojas marchitas
pueden estar extendidas o bien enrollarse. Los retofios tiernos y jovenes también
se marchitan y mueren. Los cortes transversales que se hacen de tallos y ramitas
infectados muestran varias zonas cafés decoloradas dispuestas en forma de un

anillo completo o interrumpido que consta de tejidos vasculares decolorados. En
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los vasos xilémicos de tallos, raices y otros 6rganos infectados, puede haber

micelio y esporas del hongo (Agrios, 2025).

2.4. Proteccion microbiolégica como estrategia de control

El control de plagas y enfermedades en la agricultura tradicionalmente ha
dependido del uso intensivo de productos quimicos. No obstante, el empleo de
microorganismos como agentes de control biolégico surge como una alternativa
sostenible y eficaz, especialmente en cultivos de importancia agricola (Ibarra et
al., 2006). Este enfoque aprovecha interacciones naturales, implementando
estrategias que pueden involucrar tanto cepas de una misma especie como
especies diferentes de microorganismos. Entre los organismos mas utilizados
destacan hongos, bacterias, virus, insectos benéficos y elicitores, los cuales

actuan mediante mecanismos especificos (Victoria Arrellano, 2015).

En ambientes naturales, ciertos microorganismos ejercen bio-control sobre
fitopatdgenos que generan pérdidas econdmicas significativas en cultivos
(Martinez et al., 2017).

2.41 Hongos endéfitos

Los hongos enddfitos pueden habitar en las plantas sin causar sintomas
aparentes de enfermedad, generando una relacion positiva entre el endéfito y su
planta hospedera ya que el hongo es capaz de producir metabolitos bioactivos,
asi como modificar los mecanismos de defensa de su hospedera, permitiendo e

incrementando la sobrevivencia de ambos organismos (Sanchez et al., 2013).

El género Beauveria bassiana puede actuar como un organismo enddfito capaz
de colonizar raices, ramas, hojas, frutos y flores, lograron disminuir
significativamente la incidencia de patdégenos como Rhizoctonia, Pythium y
Fusarium oxysporum (Pavone, 2021). La proteccién de este enddfito frente al
ataque de patogenos se produce por mecanismos directos como la competencia,
el parasitismo y la antibiosis (produccion de metabolitos primarios, secundarios,
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enzimas o compuestos volatiles) e indirectos como la induccion de resistencias
(Pavone, 2021).

El género Metarhizium es clasificado como entomopatdégeno-micorrizico y esto
se debe a que realiza una simbiosis mutualista con las plantas la cual estimula el
crecimiento de las raices y translocacion de nutrientes para ambos organismos
colonizando las raices de las plantas endéfitamente (de Ledn et al., 2018). Los
hongos enddfitos como lo es Metarhizium, estudios han reportado que aporta
beneficios como colonizador de la rizosfera, promueven el crecimiento vegetal,
mejoran la nutricion en las plantas, incrementan el desarrollo de las raices y

mejoran la tolerancia ante un estrés ambienta (Hao et al., 2021).

2.4.2 Microorganismos antagonistas

Por otro lado, existen microorganismos con actividad antagdnica (bacterias,
levaduras y hongos) los cuales tienen la capacidad de ejercer un efecto de control
bioldgico sobre diferentes patégenos de interés y se han empleado para controlar
diversas enfermedades. De modo que es importante comprender el mecanismo
de accidén de los antagonistas donde se involucran: la antibiosis, produccion de
enzimas liticas, parasitismo, competencia por los nutrientes y espacio e induccion
de resistencia ante el ataque de fitopatdogenos. Las especies del
género Trichoderma producen enzimas liticas y/o antibiéticos. T. viride es uno de
los hongos del suelo mas reportados ya que posee actividades fisioldgicas,

antifungicas e insecticidas (Lieckfeldt et al., 1999).
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CAPITULO 3. AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE
HONGOS FITOPATOGENOS ASOCIADOS A Dahlia spp.

RESUMEN

Aunque las dalias se caracterizan por su alto valor estético, este se ve
amenazado por plagas y enfermedades. Estas pueden ser causadas por hongos,
bacterias, virus y nematodos. Entre ellos, los hongos fitopatégenos pueden
generar dafnos severos que causan pérdidas econdmicas cuantiosas para los
productores de este cultivo. No obstante, actualmente, no existen reportes
oficiales sobre enfermedades u hongos fitopatégenos que afecten a este cultivo.
Por ello, el objetivo de este estudio fue aislar e identificar hongos fitopatégenos
presentes en plantas de dalia cultivadas en campo con el propdsito de crear un
registro que contribuya al conocimiento fitosanitario de este cultivo. Las plantas
con sintomas de enfermedad fueron recolectadas en Huamantla, Tlaxcala y
Texcoco, Estado de México. Los microorganismos fueron aislados de tejidos
enfermos y posteriormente purificados mediante punta de hifa. Finalmente, se
hizo una identificacion morfologica-cultural, microscopica y molecular. Los
analisis determinaron que el cultivo de dalia presentdé enfermedades en campo
tales como cenicilla, roya, tizon foliar en hojas, antracnosis en botones y capitulos
florales maduros, ademas de marchitez en raices tuberosas. La inspeccion visual
en campo y los analisis morfolégicos-moleculares identificaron a Fusarium
oxysporum como agente asociado a la marchitez de raices tuberosas. Alternaria
alternata fue el hongo asociado a sintomas de tizén foliar, mientras que Botrytis
sp. fue asociado a sintomas de antracnosis. Este estudio representa el primer
reporte de microorganismos fitopatdégenos en el cultivo de dalia y sirve como base
para contribuir a la determinacién esquemas de control o manejo especificos para

estos fitopatdgenos.
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3.1. INTRODUCCION

Dahlia coccinea Cav. es una planta silvestre nativa de México, de la cual se han
originado las diferentes variedades ornamentales que se cultivan en nuestro pais;
por ello, se le considera un recurso de interés bioldgico y genético (Vivar et al.,
2006). Esta inflorescencia se caracteriza por su diversidad, de tamafo, forma o
color de sus capitulos (Lara et al., 2014) Aunado a ellos, esta especie posee
raices de tipo tuberosas (Rodriguez et al., 2024), las cuales pueden favorecer a
la interaccion con los diferentes microorganismos que estan presentes en el

suelo.

Aunque las plantas ornamentales se caracterizan por su alto valor estético, sin
embargo, al igual que cualquier otro cultivo sufren dafios causados por plagas y
enfermedades, Principalmente las que se propagan de manera asexual, las
cuales pueden ser causadas por diferentes organismos fitopatégenos (hongos,
bacterias, virus y nematodos) (Toledo Perdomo, 2024). Entre estos organismos,
los hongos fitopatégenos pueden generar dafios leves hasta dafios irreversibles
que afectan directamente su valor estético y el rendimiento en produccion (Garcia
Garcia & Camargo Ricalde, 1998).

A pesar de que D. coccinea es una especie nativa de México y pertenece a las
43 especies del silvestres del género Dahlia (Vivar et al., 2006), la informacién
oficial relacionada con fitopatégenos asociados al cultivo es limitada,
especialmente cuando la comparamos con la existente para especies
ornamentales de mayor dominio cultural en México. Por esta razén el aislamiento
e identificacion de los hongos fitopatdégenos en Dahlia spp, resulta vital para
generar bases en la estrategia de manejo de plagas y enfermedades en el cultivo

comercial de dalias (Ormenio Villajos, 2024).

Por lo anterior tanto, el objetivo de este capitulo es aislar e identificar hongos
fitopatdgenos presentes en el cultivo de dalias comerciales y experimentales a

través de la recoleccion y el analisis de muestras vegetales que presentan
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sintomas visibles de enfermedad en Huamantla, Tlaxcala y en el Colegio de

Postgraduados en Texcoco, Edo. de México.

3.2. MATERIALES Y METODOS

La poblacion de estudios correspondié a plantas con sintomas visibles de
enfermedades foliares que se cultivan de manera comercial para la produccion
de flor cortada para la elaboracion de alfombras y tapetes en Huamantla,

Tlaxcala. y en un lote experimental del Colegio de Postgraduados.

3.2.1 Recoleccion de muestras

La recoleccion se llevd a cabo en un campo de dalias, en el municipio de
Huamantla, Tlaxcala y en el Colegio de Posgraduados. En cada uno de los sitios
se identificaron plantas con sintomas, las cuales fueron colocadas en bolsas
herméticas, rotuladas con la fecha y el sintoma observado; posteriormente, las
muestras fueron transportadas al laboratorio de Control Biologico del
Departamento de Parasitologia Agricola en la Universidad Auténoma Chapingo
para realizar la identificacibn morfolégica, posteriormente para la identificacion
molecular se trabajo en el Colegio de Postgraduados donde se realizdé la
extraccion de ADN y la amplificacion por PCR, la secuenciacion y el analisis

bioinformatico.
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3.2.2 Aislamiento e identificacion de los fitopatégenos

Del material recolectado (hojas y flores) se hicieron cortes de tejido sano, tejido
con daino parcial y tejido con dafio completo. Las muestras se desinfestaron con
alcohol al 70% y posteriormente se sumergieron en hipoclorito de sodio (NaOCI)
al 1% durante 1 minuto y finalmente las muestras fueron lavadas con agua estéril.
Los fragmentos se colocaron sobre papel absorbente estéril para retirar el exceso
de agua destilada estéril. Todo el proceso se hizo en ambiente estéril en una
campana de flujo laminar. Para poder eliminar el exceso de agua de los tejidos
previamente seleccionados, estos se colocaron sobre papel absorbente estéril.
El material desinfestado se colocd en cajas petri con medio de cultivo papa
dextrosa-agar (PDA). Se hicieron tres repeticiones por muestra, las cuales fueron

incubadas a 27° C hasta observar la aparicion de crecimiento micelial.

3.2.3 Purificacion de aislados

Se seleccionaron colonias diferenciales provenientes de material con dafo
parcial, se hicieron tres repeticiones de subcultivo en medio (PDA) por el método
de punta de hifa se incubaron a 27° C. Posteriormente, se verific la pureza de
los aislamientos. El proceso de purificacion se repitié hasta obtener aislamientos
puros. Los aislados se inocularon en PDA contenido en crioviales y se inocularon
a 27 °C y al obtener crecimiento y esporulacion, se les coloco aceite mineral para

cubrir la superficie y se almacenaron a -20 °C para su conservacion.

3.2.4 Caracterizacion morfolégica de los aislados fungicos

El primer acercamiento a la identidad de los aislados se realizé mediante la
caracterizacion cultural y microscopica de estructuras reproductivas, empleando
cultivos con una semana de crecimiento en medio PDA, ya que en este punto se
observé un adecuado desarrollo de dichas estructuras para cada aislado fungico.
Posteriormente, se realizaron microcultivos para cada cepa fungica con el fin de
observar de manera mas detallada la morfologia de las estructuras reproductivas
de los fitopatégenos. Para ello, en una caja Petri con medio PDA se corté un

fragmento de aproximadamente 1 mm del mismo medio, el cual se coloco sobre
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la superficie del agar. Con un asa bacterioldgica se tomo micelio del aislamiento
y se inocularon los cuatro lados del fragmento, de la parte media hacia arriba.
Los microcultivos se incubaron a 27 °C durante 3 a 5 dias. Una vez transcurrido
el periodo de incubacion, el fragmento fue cubierto con un cubreobjetos y, con
ayuda de pinzas, se ejercio una ligera presion sobre el crecimiento. Finalmente
se colocod una gota de azul de lactofenol sobre un portaobjetos como medio de
tincion; el cubreobjetos se retir6 cuidadosamente con las pinzas y se coloco sobre
el portaobjetos para la observacion, todo esto se realizdé bajo una campana de

flujo laminar en condiciones asépticas.

Las preparaciones se observaron en un microscopio compuesto (Nikon, Ni-U)
bajo un aumento de 40X (Murugan et al., 2020). Las medidas de los conidios
(largo y ancho) se obtuvieron mediante el programa Motic Images Plus 3.0 (n =

100 conidios/aislado).

3.2.5 Identificacion molecular de los aislados fungicos

Para corroborar la identidad de los aislados, se realizé una extraccion de ADN
gendémico de cada hongo. Para ello se usaron colonias de 7 dias de crecimiento
y para obtener el material gendmico se utilizé el método de extraccion CTAB
(Doyle y Doyle 1990) con modificaciones Minas et al., (2011). La calidad del ADN
se determin6 en un Nanodrop (Thermo Scientific, Nanodrop 2000) a 260/280 nm
y su integridad se verific6 mediante electroforesis en gel de agarosa 2%. Para el
analisis electroforético, se utiliz6 como solucién tampon de corrida TAE 1 X. Las
imagenes de los geles se obtuvieron en un fotodocumentador bajo luz ultravioleta
(UV) (Gel-DocTM XR, BioRad®, EE. UU).

Para la amplificacion de los fragmentos por reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) de los aislados identificados morfologicamente, se amplifico la regidn
del Espaciador Transcrito Interno (ITS) con los cebadores [TS4 (5'-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3') e ITS5 (5-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-
3") (White et al., 1990). Se prepar6 una mezcla de reaccion con un volumen final
de 25ul, buffer de PCR 1x, 2.5 mM MgCI2, 0.2 mM dNTP, 0.8 uM de cada primer,
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1U de DNA polimerasa (Promega®, EE. UU) y 100 ng de ADN. Se utilizé un
termociclador Axygen® MaxyGene™ Il (CA, EE. UU), las condiciones de PCR
fueron: desnaturalizacion a 95 ° C por 5 min, 35 ciclos de 95° C por 30 s,55°C
por 30 s, 72 ° C por 1 min y una extension final de 72 ° C por 10 min. La

temperatura de alineamiento para los primers ITS4/ITS5 fue de 55 °C.

Los productos de PCR amplificados se corroboraron mediante electroforesis con
gel de agarosa 2% y se analizaron en un fotodocumentador bajo luz UV (Gel-
DocTM XR, BioRad®, EE. UU). Los productos de PCR amplificados se enviaron
a secuenciar a Macrogen®, las secuencias obtenidas se compararon en la base
de datos en NCBI mediante analisis BLAST y se depositaron en el GenBank-
NCBI®.

3.2.6 Analisis filogenéticos

Las secuencias ITS se alinearon con secuencias de referencias del GenBank
para cada uno de los aislados (Tabla 1) utilizando el alineamiento en ClustalW
del software MEGA 12® en el cual se interpretaron las relaciones filogenéticas
con la alineacion de la secuencia de nucleétidos del gen entre los aislados de
Fusarium oxysporum, Alternaria sp. y Botrytis.sp.

Tabla 1. Secuencias de referencia utilizadas en el analisis molecular. Secuencias correspondientes a la

region ITS 4-ITS 5 empleadas para la comparacion del aislado en estudio con especies de Fusarium
oxysporum, Alternaria sp. y Botrytis sp., incluyendo su numero de acceso y referencia bibliografica.

Numero de

Género Especie . Referencia
referencia
oxysporym MN452254.1 Pimentel et al., (2019)
oxysporym GU212866.1 Su et al., (2010)
oxysporym MK433625.1 Stepniewska et al., (2019)
acutatum MH862652.1 Vu et al., (2019)
Fusarium acutatum PQ560110.1 Holkar et al., (2024)
acutatum 0Q402722.1 Bhat et al., (2023)
circinatum KX276603.1 Garcia et al., (2016)
circinatum KX276637.1 Garcia et al., (2016)
circinatum KX276610.1 Garcia et al., (2016)
alternata PQ480420.1 Lynch, S.C. (2024)
alternata MZ489408.1 Kashyap & Manzar (2021)
alternata ON712211.1 Nageen & Pecoraro (2022)
Alternaria tenuissima MW922338.1 Xu (2021)
tenuissima KR867293.1 Wang & Wu (2016)
tenuissima 0Q693928.1 Xu & Zhao (2023)
mali MK719414.1 Quiles (2019)
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mali KR232490.1 Abbas & Naz (2015)

cinerea LC901901.1 Kim (2025)

cinerea OP793783.1 Pasqualetti (2022)

cinerea 0Q691648.1 Mahmood & Rasool (2023)
caroliniana MN105496.1 Franic et al., (2019)

Botrytis caroliniana MN105373.1 Franic et al., (2019)

caroliniana MN105491.1 Franic et al., (2019)
pelargonii KY174315.1 Lu & Gao (2016)
pelargonii KX987153.1 Lu etal., (2017)
pelargonii KJ934897 .1 Sohail et al., (2014)

Los arboles filogenéticos se construyeron mediante el método de Maximum
Likelihood, con distancias evolutivas calculadas a partir del modelo de mejor
ajuste. Para los aislados de Fusarium oxysporum y Alternaria sp. se utilizo el
modelo de Kimura de dos parametros (1980) (escala = 0.05), mientras que para
los restantes se aplico el modelo de Jukes-Cantor (1969) (escala = 0.02), con

1000 réplicas de Bootstrap para cada aislado.
3.3. RESULTADOS Y DISCUSIONES

3.3.1 Identificacion visual de sintomas de enfermedades flingicas en

Dahlia cultivada en campo

Las plantas de dalia recolectadas en el Colegio de Postgraduados presentaron
crecimiento micelial grisaceo y pulverulento en hojas (Figura 3-a). El sintoma
coincide con la enfermedad comuUnmente conocida como “cenicilla”, la cual se
caracteriza por producir micelio blanco pulverulento que se desarrolla sobre
hojas, tallos y flores del hospedante formando apresorios superficiales vy
haustorios que penetran a través de la cuticula e ingresan a las células

epidérmicas (Dominguez et al., 2016). Otros especimenes presentaron pustulas

naranjas polvorientas en el envés de las hojas (Figura 3-b). El sintoma coincide
con la enfermedad comunmente conocida como “roya” (Morales, 2000). Las
muestras que fueron recolectadas de Huamantla, Tlaxcala presentaron lesiones
de tipo circular necroticas con anillos concéntricos cloréticos distribuidos
aleatoriamente en toda la superficie del haz de la hoja (Figura 3-c). Dichas
manchas coinciden con las causadas por Alternaria spp., el cual puede causar

manchas foliares marrones, diminutas y circulares que aparecen como sintomas
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iniciales y progresivamente se hacen mas grandes y forman parches entre las
venas de las hojas seguido de una necrosis foliar sectorial o completa (Mactic et
al., 2020).

Los botones florales (Figura 3d) presentaron lesiones de color café-negruzco con

necrosamiento apical, mientras que los capitulos florales mostraron manchas de
color marron que desencadenaron su pudricion y posteriormente pérdidas de
turgencia en los capitulos florales, aunado a ello, observé un moho velloso
grisaceo en los pétalos basales (Figura 3-e). Dichos sintomas corresponden a
una podredumbre gris posiblemente causada por el moho gris Botrytis cinerea el
cual se caracteriza por causar manchas de color canela palido, con margenes
irregulares que se tornan de color oscuro formando esclerocios negros, afectando
diferentes tejidos en postcosecha (SENASICA, 2023). En el caso de las raices
tuberosas, se observaron raices con pudricion seca y crecimiento micelial
blanquecino, el cual fue indicativo potencial de Fusarium sp. (Figura 3-f) el cual
se caracteriza por causar amarillamiento, necrosis y pudricion seca del tallo
(Solano et al., 2013).

Figura 3. Tejido vegetal aéreo sintomatico recolectado del cultivo de dalia. a) Hoja de dalia con
manchas blancas, b) Envés de la hoja con pustulas naranjas polvorientas, c) Lesiones de tipo circular
necroticas, d) Boton floral necrosado y e) Perdidas de turgencias en los capitulos florales y f) Raiz tuberosa
con micelio algodonoso blanco.
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3.3.2 Caracterizacion cultural y microscépica de los aislados

fungicos
El aislamiento de raiz presentd un crecimiento micelial algodonoso, inicialmente
con tonalidad blanco-rosado (Figura 4-a). Posteriormente la coloracion se
intensificé en la zona central de la colonia y tomo una coloraciéon purpura,
mientras que los margenes permanecian de una coloracién mas clara (Figura 4-
b).
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Figura 4. Caracteristicas macroscoépicas y microscoépicas del primer aislado de dalia cultivado en
medio PDA a). Crecimiento micelial algodonoso blanco-rosado. b) Macro y micro conidios observados al
10x c¢) Macro y micro conidios observados al 40x.

EL analisis microscopico mostré microconidios con cero septos con tamafo
aproximado de 7.25 x 1.88 um (largo x ancho), con forma oval y eliptica. Los
macroconidios presentaron una curvatura ligera en forma de hoz, con paredes
delgadas, una célula apical atenuada y una célula basal en forma de pie; la
mayoria de los macroconidios presentaron de 3 a 4 septos con medida promedio
de 23.87 x 3.71 um. Dichas caracteristicas sugieren fuertemente que el
aislamiento corresponde a Fusarium oxysporum (Leslie et al., 2006).
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Los agentes causales de cenicilla y roya no son cultivables, por lo cual no fueron
caracterizados culturalmente. No obstante, el aislamiento obtenido de hojas con
anillos cloréticos produjo crecimiento micelial algodonoso de color gris verdoso
en el centro de la colonia, el cual esta rodeado de bordes blanquecino y
pigmentacién café oscuro en el fondo de la caja (Figura 5-a). En cuanto a su
morfologia microscopica se observaron conidiéforos simples de color marréon y
conidios solitarios de 26.88 x 10.05 ym en forma de pera y con septos tanto
transversales como longitudinales; dichas caracteristicas concuerdan con lo
descrito para Alternaria alternata (Lawrence et al., (2013); (Lawrence et al.,
(2016); Elfar et al., (2018)).

Figura 5. Caracteristicas macroscopicas y microscopicas del segundo aislado de dalia cultivado en
medio PDA (a). Crecimiento micelial algodonoso de color gris verdoso, (b) Conidios observados al
microscopio a 10X (c) Conidios observados al microscopio a 40x.
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En cuanto al aislamiento obtenido de botones florales y ligulas de Dahlia, este
presentd crecimiento micelial algodonoso color gris claro en crecimientos

jovenes, los cuales posteriormente se tornaron de color gris oscuro con

tonalidades café cuando maduraron (Figura 6-a).

%’{-\ -
. )
Figura 6. Crecimiento colonial y estructuras de reproduccion de la segunda cepa aislada del cultivo

de dalia. a). Crecimiento micelial algodonoso de color gris oscuro con tonalidades café (b) Conidiéforos
observados al microscopio a 10X (c) Conidios observados al microscopio a 40x.

Adicionalmente, de forma microscopica se observaron conidiéforos ramificados
(Figura 6- b), que producian pequenos racimos de conidios hialinos, ovoides de
aproximadamente 7.39 x 6.91 um (Figura 6-c) dichas caracteristicas morfoldgicas

coinciden con lo reportado en Botrytis cinerea (Mirzaei et al., (2007); Palmucci et
al., (1997)).
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3.3.3 Identificacion molecular y analisis filogenético

La amplificacion de las regiones ITS mediante PCR se corroboré mediante

electroforesis en gel de agarosa al 2%, obteniéndose fragmentos de

aproximadamente 500 pb para cada una de las cepas previamente aisladas
(Figura 7).

Figura 7. Electroforesis en gel de agarosa 2%, muestra los amplicones obtenidos por PCR de la
region ITS (Internal Transcribed Spacer) utilizando los primers ITS4/ITS5 de aproximadamente 600
pb. Carril 1 marcador de peso molecular de 100 pb. Carril 2 (Alternaria sp.), carril 3 (Fusarium sp.), carril 4
(Botrytis sp.) y carril 5 testigo negativo.

La comparacion de las secuencias en el analisis BLAST corrobor6 la
identificacion morfolégica de los aislamientos. El aislado de Fusarium mostré un
porcentaje de similitud del 98.47% y una cobertura del 100%; el aislado de
Alternaria presento un porcentaje de similitud del 100 % y una cobertura de 100%;
mientras que el aislado de Boftrytis registro una similitud del 90.52% y una
cobertura de 100%.

Para el analisis filogenético se realiz6 mediante el método de Maxima
Verosimilitud, los resultados mostraron que el aislamiento PZ234701
preidentificados como Fusarium oxysporum se agrupd dentro del clado que
corresponde a la especie de F. oxysporum (Figura 7). No obstante, el marcador
ITS es demasiado conservado, por lo que no distingue complejos de especies
cripticas como es el caso de las especies de Fusarium. Debido a ello las especies

dentro de este género han sido confundidas morfolégicamente por largo tiempo.
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Por ello, la taxonomia moderna para este género se basa en analisis multilocus,

especialmente en el gen TEF1-a (Husna et al., (2020); Bellemani et al., (2010)).

MN452254.1 Fusarium oxysporum

71| GU212866.1 Fusarium oxysporum
MK433625.1 Fusarium oxysporum
PZ234701 Aislado Fusarium oxysporum
MHB862652.1 Fusarium acutatum

66

o7 || U34573.1 Fusarium acutatum
PQ560110.1 Fusarium acutatum
0Q402722.1 Fusarium acutatum

98

KX276603 Fusarium circinatum

100 KX276637 Fusarium circinatum

KX276610 Fusarium circinatum
OR826054.1 llyonectria destructans

Vr~AAAAFA 4 o~ 0 . l

PZ234700 Alternaria alternata

PQ480420.1 Alternaria alternata
MZ489408.1 Alternaria alternata
ON712211.1 Alternaria alternata

-

Fil MW922338 Alternaria tenuissima odo

M: KR867293 Alternaria tenuissima con
0Q693928 Alternaria tenuissima

1C MK714914 Alternaria mali

KR232490 Alternaria mali

— KJ796400.1 Leptosphaerulina chartarum
99l——— GU195649.1 Leptosphaerulina chartarum

— MW477211.1 Hemileia vastatrix

99 MWA477141.1 Hemileia vastatrix

Figura 9. Arbol filogenético para el aislado Alternaria alternata (PZ234700). Realizado por el

método Maxima Verosimilitud y el modelo Kimura dos parametros (1980), para el fragmento ITS 4 e

ITS 5, con 1000 réplicas
Los resultados mostraron que el aislado en estudio PZ234700 (Alternaria), se
agrupo en la especie alternata (Figura 8). No obstante, el arbol filogenético no
mostré separacion entre especies debido a que el género posee complejos de
especies cripticas y el gen ITS es altamente conservado, por lo cual no distingue
la separacion de especies reduciendo la deteccion de variabilidad. Para obtener
una confirmacion de la especie, seria recomendable utilizar un analisis multilocus
con los genes GAPDH, TEF1-a, RPB2 y EndoPG (Yang et al., 2025).
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Siguiendo el mismo procedimiento, se realizé el analisis filogenético para el

aislamiento PZ234702, preidentificados como Boftrytis cinerea. Los resultados

KX987153.1 Botryotinia pelargonii
AJ716290.1 Botryotinia pelargonii
KY174315.1 Botryotinia pelargonii
MN105491.1 Botrytis caroliniana
100 MN105373.1 Botrytis caroliniana
MN105496.1 Botrytis caroliniana
0OQ691642.1 Botrytis cinerea

OP793783.1 Botrytis cinerea

LC901901.1 Botrytis cinerea

PZ234702 Aislado Botytis cinerea

KJ934897.1 Puccinia triticina ] outgroup

[ —
0.02

Figura 10. Arbol filogenético para el aislado Botrytis cinerea (PZ234702). Se utilizo el método
Maxima Verosimilitud y el modelo de Jukes-Cantor (1969) basado en secuencias de ITS 1y 2 con 1000
réplicas.

obtenidos, no permitieron una agrupacién completamente correcta de la especie
(Figura 9), puesto que como se ha mencionado para cada arbol filogenético
realizado, la literatura recomienda complementar las identificaciones con ITS con

marcadores de mayor precision (Husna et al., 2020).

Aunque este es el primer reporte cientifico de Fusarium oxysporum, Alternaria
alternata y Botrytis cinerea en el cultivo de Dahlia, estos fitopatdogenos han sido
reportados en otras asteraceas ornamentales. Por ejemplo, el crisantemo
(Chrysanthemum) presenta pudricion de tallo causada por F. oxysporum y moho
gris causado por B. cinerea. en diferentes etapas de su produccion (Solano et al.,
2013). En gerberas (Gerbera jamisonii), se ha detectado una alta incidencia del
tizéon foliar causado por Alternaria spp., el cual es considerado una limitante

importante para su produccion (Munan et al., 2025).

El manejo fitosanitario es un factor determinante para la producciéon de estas
plantas ornamentales. Actualmente, los productores emplean estrategias de
control cultural, con el fin de reducir la diseminacion del patégeno mediante la

interrupcion de la continuidad de plantas susceptibles, asi como el uso de
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diversidad genética entre variedades (Ramirez et al., 2020). De igual manera,
hacen uso de agroquimicos, como prochloraz y azoxystrobin en ornamentales y
los cultivos de bulbos (Gullino et al.,2015). De igual manera, se hacen
aplicaciones con Tricotec® WG en el cultivo de rosa para el control de a B.
cinérea o algun otro producto de con pirimidina — dicarboximidas o hidroxianilidas
— triazoles; en el caso de Alternaria, se emplean funguicidas del grupo triazol-

estrobilurina (Zapata et al., 2023).

3.4. CONCLUSION

El cultivo de Dalia presenté enfermedades en campo tales como cenicilla, roya,
tizon foliar en hojas, antracnosis en botones y capitulos florales maduros, ademas
de marchitez en raices tuberosas. Los analisis morfolégicos y moleculares
identificaron a Fusarium oxysporum como agente asociado a la marchitez de
raices tuberosas. Aunado a ello, Alternaria alternata fue el hongo asociado a
sintomas de tizon foliar, mientras que Botrytis sp. fue asociado a sintomas de
antracnosis. Este estudio representa el primer reporte de microorganismos
fitopatogenos en el cultivo de Dalia y sirve como base para contribuir a la
determinacion esquemas de control 0 manejo especificos para estos

fitopatdgenos.
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CAPITULO 4. ACTIVIDAD ANTAGONICA in vitro DE HONGOS
BENEFICOS CONTRA Fusarium oxysporum AISLADO DEL
CULTIVO DE DALIA (Dahlia spp.)

Resumen

La dalia es reconocida como la flor nacional de México y posee una gran
importancia cultural; sin embargo, aun no se cuenta con esquemas especificos
para el manejo de hongos fitopatdgenos presentes en el cultivo. La
susceptibilidad de la dalia ante diferentes enfermedades ha aumentado debido a
los cambios ambientales actuales, lo cual favorece el desarrollo de fitopatdégenos
y puede ocasionar pérdidas significativas. Entre estos destaca el género
Fusarium, un patégeno de gran importancia agricola por su capacidad de causar
dafios severos en los cultivos. Esto resulta relevante para la dalia, ya que afecta
directamente a las raices tuberosas, estructuras clave para su propagacion y
desarrollo. Por ello, el objetivo de este estudio es corroborar la patogenicidad de
Fusarium oxysporum, aislado de raices tuberosas, en Dahlia coccinea, asi como
evaluar el potencial antagonico in vitro de Trichoderma harzianum, Beauveria
bassiana, Metarhizium sp. e Isaria fumosorosea mediante confrontaciones duales
contra dicho patégeno, con el fin de seleccionar una cepa con potencial
antagonico ante el manejo de F. oxysporum en el cultivo de dalia. Para demostrar
que F. oxysporum, es el agente causal de la marchitez de raiz en dalia, se
realizaron pruebas de patogenicidad mediante la inoculacién controlada de raices
tuberosas, lo que permitioé evidenciar que la cepa aislada, causa enfermedad, de
acuerdo con los postulados de Koch. Asimismo, se realizé un bioensayo de
confrontacién dual entre los diferentes microorganismos con actividad antagénica
y F oxysporum obteniéndose como resultado que Trichoderma harzianum e
Isaria fumosorosea fueron los antagonistas mas efectivos; sin embargo, se
selecciond T. harzianum para continuar los ensayos debido a su mayor potencial

de control bioldgico y viabilidad de aplicacion en campo.
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4.1. INTRODUCCION

A pesar de la importancia cultural de la dalia para México como su flor nacional,
no existen esquemas especificos de manejo de hongos fitopatégenos para esta
especie (Jiménez Marifia, 2015). Las enfermedades que pueden presentarse en
este cultivo pueden ocasionar desde afectaciones menores hasta pérdidas
totales en el cultivo (Toledo Perdomo, 2024). Esta problematica ha aumentado
debido a los cambios ambientales que estan ocurriendo actualmente y que como

favorecen el desarrollo de fitopatdogenos (Zingales et al., 2022).

Entre los hongos de mayor importancia agricola y econémica a nivel mundial se
encuentra el género Fusarium, el cual posee numerosas especies fitopatégenas
de distribucion cosmopolita (DGSV-CNRF, 2020). Los hongos de este género
representan una doble amenaza para las especies que atacan, puesto que
causan dano directo a los cultivos ocasionando pérdidas en rendimiento y dafo
indirecto a través de la produccion de micotoxinas peligrosas, particularmente
fumonisinas (Tagyan et al., 2025). El género Fusarium se asocia con la marchitez
en cualquier etapa de la planta ya que causa pudriciones en érganos vegetativos
como hojas, tallo y raices (Figueroa et al., 2010). Esto es de vital importancia
para el cultivo de dalia, puesto que esta planta posee raices tuberosas, las cuales
funcionan como reservas energéticas para el periodo de floracion vy
posteriormente rebrote; también estas raices funcionan como material vegetal de
propagacion, lo cual le otorga importancia no solo fisioldégica si no econdmica
(Jiménez Marifia, 2015).

Histéricamente, el control de Fusarium y otros microorganismos fitopatogenos se
ha llevado a cabo mediante el uso de plaguicidas quimicos. No obstante, el uso
de este tipo de productos en México y en el mundo es cada vez mas restringido.
Por ejemplo, en nuestro pais se prohibidé el uso de 35 plaguicidas quimicos por
decreto presidencial en aras de propulsar una agricultura mas sustentable. En
este contexto, una alternativa ante la creciente restriccién en uso de plaguicidas
quimicos, se encuentra la aplicacion de agentes de control biolégico. Entre ellos,

el uso de hongos antagonistas representa una herramienta sustentable basada
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en interacciones complejas que inhiben el crecimiento de hongos fitopatdégenos
mediante numerosos mecanismos de accion tales como: competencia directa por
nutrientes y espacio, micro parasitismo directo, produccion de antibiéticos a
través de la excrecion de compuestos toxicos, inactivacibn de enzimas
patdgenas, entre otros; ademas, el uso de estos microorganismos es compatible

con algunas practicas de manejo (Rios et al., 2016).

Para elegir un microorganismo con potencial de actividad antagonica, se analizan
y seleccionan a partir de pruebas de inhibicion in vitro, las cuales se llevan a cabo
por lo general en la superficie de agar solido en cajas petri, colocando un disco
micelial del fitopatdgeno en un extremo de la placa de agar y el posible control
antagonico en el otro extremo. Esta técnica, denominada “confrontamiento dual”,
se emplea para identificar interacciones antagonistas entre colonias en una
superficie de agar de forma rapida y sencilla (Nysanth et al., 2022). Por lo anterior,
el objetivo de este capitulo es corroborar la patogenicidad de Fusarium
oxysporum, aislado en el capitulo Il, en Dahlia coccinea y evaluar el potencial
antagonico in vitro de Trichoderma harzianum, Beauveria bassiana, Metarhizium
sp. e Isaria fumosorosea en confrontaciones duales contra dicho patégeno para
seleccionar una cepa con potencial de uso en manejo de Fusarium oxysporum

en cultivos de dalia.
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4.1. MATERIALES Y METODOS

4.1.1 Prueba de patogenicidad

Para poder demostrar que Fusarium oxysporum es el agente causal de la
marchitez de raiz en el cultivo de la dalia se realizaron pruebas de patogenicidad.
Para ello, se utilizaron 36 raices tuberosas las cuales se desinfestaron con
hipoclorito de sodio al 1.5% durante 1.5 min que posteriormente se lavaron con
agua destilada estéril y se dejaron secar sobre toallas de papel adsorbente
estériles. Las raices se colocaron dentro de contenedores transparentes de tipo
bisagra para simular una camara humeda. A cada raiz tuberosa se le realizaron
tres heridas superficiales con una navaja estéril. La inoculacion se llevo a cabo
utilizando una suspension de conidios a dos concentraciones, las cuales se
prepararon en condiciones asépticas. Para ello, se colocaron 150 ml de medio
liquido en un matraz de 250 ml. Posteriormente, el medio fue inoculado bajo
campana de flujo laminar con la cepa que fue asilada de las raices tuberosas de
dalia con 7 dias de crecimiento en medio PDA. Una vez inoculado, el medio
liquido, se dejo en agitacion constante a temperatura ambiente. A partir de la
suspension obtenida, se tomaron 100 pl de la solucion madre para realizar
diluciones seriadas en tubos Eppendorf que contenian 900 pl de Tween 20 estéril
para dispersar los conidios de forma homogénea. La concentracién de la
suplecion se ajustd para obtener 1x10° y 1x107 UFC mL™". Cada una de las
concentraciones se aplicé mediante dos métodos de inoculacion diferentes, como
se muestra en la Tabla 2. Los testigos fueron inoculados mediante ambos
métodos utilizando Tween 20 para estandarizar el control y asegurar el efecto

observado durante el bioensayo.
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Tabla 2. Disefio experimental para pruebas de patogenicidad.

Numero de
Tratamiento Inoculo Método de inoculaciéon Concentraciéon  repeticiones

™ Tween 20 Inmersion 6

T2 Tween 20 Aspersion 6
Fusarium

T3 oxysporum Inmersion 1x10°7 6
Fusarium

T4 oxysporum Aspersion 1x1075 6
Fusarium

T5 oxysporum Inmersion 1x1075 6
Fusarium

T6 oxysporum Aspersion 1x10°7 6

Para ambas concentraciones, las raices tuberosas se sumergieron por 30
segundos y las que fueron aspersion, se asperjaron tres veces con un atomizador
de pulverizacion fina. Cada tratamiento se comparé con un testigo sano, el cual
fue tratado con Tween 20. Todos estos procedimientos se realizaron bajo
condiciones estériles en una campana de flujo laminar. Finalmente, una vez
inoculadas todas las raices tuberosas, estas fueron monitoreadas cada 12 horas
durante una semana hasta observar la aparicién de sintomas tipicos de Fusarium
oxysporum. Una vez transcurrido el tiempo establecido, el postulado de Koch se
verificO mediante la técnica de re-aislamiento del fitopatégeno a partir de las
raices tuberosas que presentaron crecimiento micelial sobre las superficies del

tejido vegetal.

4.1.2 Confrontamientos duales

Se llevod a cabo un bioensayo para confrontar el fitopatégeno de interés (Fusarium
oxysporum) contra cada uno de los posibles antagonistas (Trichoderma
harzianum, Beauveria bassiana, Isaria fumosorosea y Metarhizium sp.) con el fin
de determinar si alguno tenia actividad antagdnica contra el fitopatégeno
responsable de la marchitez en dalia. Se resembraron las cepas para obtener
crecimiento joven de 7 dias. Cuando cada cepa cubrié completamente la
superficie de la caja se tomd un nuevo fragmento de 1mm de cada una y se
colocé en otra caja con medio PDA dejando 1 cm de distancia del borde de la

caja, al mismo tiempo, pero en el extremo opuesto de la caja se colocé un
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fragmento de 1 mm de diametro de Fusarium oxysporum de modo que, en cada
caja, cada posible antagonista estuviera en confrontacién con el fitopatégeno
como se muestra en la Figura 10. Para cada tratamiento se establecieron cinco
repeticiones y un control, el cual consistio en el crecimiento individual de cada
microorganismo con actividad antagdénica sobre medio PDA. colocando un
fragmento del micelio en el extremo derecho de la caja Petri para permitir su
crecimiento hasta cubrir la mitad de la superficie. Este bioensayo se detuvo hasta
que cada uno de los controles completaron su crecimiento bajo estas

condiciones.

Controles (5 repeticiones c/u)

I | ) | )
\ \ [ \ \
Beauberia Metarrizium Isaria Trichoderma Fusarium

Microrganismos con actividad antagénica Fitopatogeno

Confrontaciones Duales

|
L \ \ Tratamiento 1
(5 repeticiones c/u)

Beauberia vs Fusarium  Metrarrizum vs Fusarium  Isaria vs Fusarium Trichoderma vs Fusarium

Figura 11. Bioensayo para las confrontaciones duales entre Fusarium oxysporum y los
antagonistas.
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4.2. RESULTADOS Y DISCUSION

4.2.1 Prueba de patogenicidad

Se observo crecimiento micelial blanquecino en la superficie de las seis raices
tuberosas que fueron sumergidas en una solucion de conidios a 1x107 UFC/ml
después de 24 h de exposicion (Figura 11). Cabe destacar, que la infeccion
genero pudricion interna del tejido de color café oscuro, mientras que el tejido de
las raices testigo no mostraron dafno en su tejido. Esto demuestra que la cepa

aislada, efectivamente es fitopatdogena en raices de dalia (Walker et al 2006).

Figura 12. Evaluacion del Postulado de Koch en raices tuberosas de Dahlia coccinea. a)
Crecimiento micelial blanquecino sobre raices tuberosas del tratamiento 3, a las 24 h DDI, las cuales
fueron inoculadas mediante la técnica de inmersion a una concentracion de 1x107 conidios/ml b)
Raices tuberosas del testigo inoculadas con Tween 80 mediante la técnica de inmersion, las cuales
no presentan lesiones después de 24 h DDI de inoculacion.”
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4.2.2 Confrontamientos duales

El grado de antagonismo en cuanto a competencia por espacio de T. harzianum,
B. bassiana, Metarhizium sp. e |. fumorosea se evalué con una escala de 5
niveles. Tipo 1 = el antagonista crecié sobre el hongo patégeno y cubrio la
superficie del medio; Tipo 2 = el antagonista crecié al menos en dos terceras
partes de la superficie del medio de interaccion; Tipo 3 = el antagonista y
Fusarium colonizaron cada uno el 50% de la superficie del medio cada uno; Tipo
4= Fusarium cubrié dos terceras partes de la superficie del medio de interaccion;
Tipo 5= Fusarium crecio sobre el antagonista y colonizé el 100% de la superficie
del medio de interaccion (Bell et al., 1980). En este contexto, T. harzianum e |.
fumosorosea fueron los antagonistas que presentaron un efecto antagénico de
tipo 1, mientras que Beauveria bassiana y Metarhizium sp. mostraron efectos de
tipo 4 (Figura 11 e-h). No obstante, cabe resaltar que, aunque estos dos ultimos

colonizaron menor porcentaje de la superficie de interaccion, mostraron otro tipo

Figura 13. Evaluaciones del antagonismo dual entre la cepa Fusarium oxysporum y los
antagonistas.

49



de inhibicion contra Fusarium, la cual es discutida con mas detalle en este

capitulo.

En el caso de Trichoderma, su efecto antagdnico se ha asociado con su
capacidad para de secretar quitinasas extracelulares (Paredes et al., 2011). De
manera mas especifica, T. harzianum mostré competencia fuerte por nutrientes
y espacio, lo cual genera inhibicién del crecimiento radial de otros hongos. Rios
et al., (2016) y Cooney et al., (2001) reportaron que T. harzianum produce
numerosos antibidticos, entre ellos, la 6-pentil-a-pirona, la cual ejerce un efecto
dual, antimicrobiano y regulador de genes, a través de biosintesis de tricotecenos

y micotoxinas con actividad antimicrobiana de amplio espectro.

En cuanto a I. fumosorosea, esta cepa mostro actividad antagonica caracterizada
por alta esporulacion, la cual se vio reflejada en la presencia de multiples colonias
que rodean la colonia de F. oxysporum. En el caso de Metarhizium sp. y B.
bassiana, aunque estos inhibieron en menor proporcion el crecimiento de
Fusarium comparados con Thrichoderma e Isaria, mostraron toro tipo de
inhibicion ocasionando una zona de inhibiciéon entre ambas colonias (Figuras 11g
y 11f). Al respecto, Cruz et al., (2025) mencionan que la actividad antagénica que
posee Metarhizium sp. contra Fusarium oxysporum causa tanto la inhibicion del
crecimiento micelial como su esporulacién, mientras que B. bassiana muestra
una actividad antagénica mediante la antibiosis mas clara, debido a la liberacion

de enzimas hidroliticas (Montoya et al., 2016).

Interesantemente, en las interacciones entre F. oxysporum y T. harzianum, B.
bassiana e |. fumosorosea, se observd el incremento de la produccién de
pigmento rojo-rosado. Dicho pigmento, se asocia a un metabolito llamado
bikaverina, el cual es producido por Fusarium como un agente antimicrobiano
que inhibe a microoorganismos nativos de la rizosfera, lo cual le facilita colonizar
la raiz de su hospedero (Lu et al., 2025). Por ello, el incremento de esta
pigmentacién durante sus confrontamientos in vitro con estos puede representar
un mecanismo de defensa de contra estos tres agentes antagénicos. En el caso
de Metarhizium sp., no se observé dicho fendmeno, lo cual sugiere que esta cepa
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puede posser algun mecanismo para inhibir la sintesis de bikaverina en Fusarium

oxysporum (Figura 11).

Aunque los cuatro antagonistas mostraron ser capaces de inhibir el crecimiento
de Fusarium, se debe considerar que la eficiencia de los hongos
entomopatdgenos, como /saria, su capacidad para colonizar la rizosfera depende
de su viabilidad al momento de ser aplicado en campo (Cruz et al., 2025). Esta
viabilidad puede ser reducida debido a la sensibilidad a altas temperaturas, a la
incidencia de radiacion UV y la competencia con microorganismos nativos del
suelo. Lo anterior significa que, a pesar de su buena capacidad antagénica, el
uso en campo de /saria necesita ser acompanado de desarrollo tecnoldgico para
asegurar su funcionalidad en campo. En el caso de Metarhizium sp y Beauveria,
si bien inhibieron a Fusarium, estos no fueron capaces de colonizar el resto del
espacio del medio de interaccidon. Por ello, se eligio a T. harzianum como el

antagonista que se probaria in vivo contra Fusarium oxysporum.
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4.3. CONCLUSIONES

Fusarium oxysporum es el agente causal de la marchitez de raiz en Dahlia spp.,
el cual se comprueba y reporta por primera vez en este trabajo de investigacion;
aunado a ello, se comprob6 el potencial antagénico in vitro de Trichoderma
harzianum, Beauveria bassiana, Metarhizium sp. e Isaria fumosorosea. En
general, las cepas antagonicas mostraron dos tipos de competencia, una por
espacio y nutrientes y otra mediante la liberacion de substancias alelopaticas al
medio de interaccion directamente en la zona de confrontacion. No obstante,
debido a su estabilidad y velocidad de crecimiento Trichoderma harzianum
representa la cepa con mayor potencial de aplicacion en campo. No obstante,
dicho potencial in vitro debe ser corroborado en pruebas in vivo para establecer

un sistema de manejo basado en el uso de este agente antagonico.
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CAPITULO 5. EVALUACION DE LOS PARAMETROS DE
CRECIMIENTO, DESARROLLO Y PATRONES DE INULINA EN
Dahlia coccinea EN RESPUESTA A LA INTERACCION DE

Fusarium oxysporum Y Trichoderma harzianum

RESUMEN

La dalia se cultiva en macetas, flor de corte y jardineria por su diversidad de
formas, tamanos y colores. Sin embargo, su productividad depende del genotipo,
las condiciones ambientales y el manejo agronémico. Como otros cultivos, es
susceptible a fitopatdgenos del suelo, destacando Fusarium sp. Aunque existen
estrategias agroquimicas, el uso de microorganismos benéficos representa una
alternativa sostenible, ya que se asocian con las raices, promueven el
crecimiento, mejoran el suelo y controlan fitopatégenos Por ello, el objetivo de
este capitulo fue analizar parametros de crecimiento y produccién de inulinas de
D. coccinea en respuesta a la infeccion por Fusarium oxysporum y su interaccion
con Trichoderma harzianum. Los resultados mostraron que los tratamientos con
Trichoderma y la interaccidon de ambos hongos promovieron la altura de planta,
mientras que F. oxysporum la redujo. El diametro de tallo fue mayor en Mix. La
floracion fue baja en todos los tratamientos. No existieron diferencias
significativas en biomasa total, excepto en botones, donde el Testigo presentd
mayores valores. Adicionalmente, Trichoderma redijo la produccion de inulinas
en raices tuberosas. Este trabajo conforma una prueba de que incluso el uso de
agentes de control biolégico también puede afectar el cultivo en el que se
inoculan y que, aunque estos microorganismos han sido ampliamente benéficos,
también pueden producir efectos negativos, por lo cual es de vital importancia
comenzar a sistematizar su uso dependiendo del cultivo y evitar su aplicacion

indiscriminada en campo.
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5.1INTRODUCCION

El cultivo de dalia (Dahlia spp.) tiene origen prehispanico, donde era conocida
como “Flor de camote” o “xicamiti” derivado de xicami, en referencia a su raiz de
tipo tuberosa (SEMANART, 2018). Desde esa época los usos de esta planta eran
variados, puesto que se usaban como elemntos ornamentales para decorar
templos o para tefir las telas de algodén con los pigmentos de sus inflorencias
(SADER , 2020). El uso y significado histérico de esta especie la llevd a ser
proclamada como la flor nacional de México en 1963 por decreto del presidente
Adolfo Lopez Mateos, esto con el fin de promover su cultivo, no solo de manera
ornamental sino por las propiedad nutritivas y medicinales que esta planta posee
(SADER, 2020).

En México, la dalia se cultiva tanto en macetas como para flor de corte y jardineria
(Mejia et al., 2020). Por la fascinacion que provoca esta planta a nivel global
debido a su variedad en formas, tamafos y colores (Lara et al., 2014). En la
actualidad, una de las principales caracteristicas nutracéuticas que posee la dalia
es la produccion y acumulacion de de inulina en sus raices tuberosas (Ismawati,
2024). La inulina es un grupo heterogéneo de polisacaridos constiuidos por
monomeros de fructosil-fructosa (Santana et al., 2016) unidas a través de enlaces
B(2—1). Este enlace hace que la inulina sea resistente a la digestion acida y por
enzimas del aparato digestivo, lo que conduce a un retraso en el vaciamiento
gastrico y una ralentizacion de la absorcion de glucosa (Ismawati, 2024). Dichos
monomeros se sintetizan en hojas durante la fotosintesis (Kusmiyati et al., 2018)
y posteriormente son tranportadas principalmente a tallos y raices, en esta utima,
enzimas como la 1-fructofuranosil transferasa (1-FTT), se encargan de utlizar a
la sacarosa como base para polimerzar unidades de fructosa y asi producir
cadenas de inulina de diferentes grados de polimerizacion, las cuales se
almacenan en vacuolas en forma de esferocristales en las raices tuberosas de

estas plantas (Lara et al., 2014).
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La inulina extraida de las raices tuberosas de dalia es considerada de alta calidad
debido a su alto contenido de fibras solubles e insolubles, el cual depende del
grado de polimerizacion de estas (Kusmiyati et al., 2018). Por ejemplo, las
cadenas de inulina con grado de polimerizacion de 3 a 14 unidades son
consideradas como fructooligosacaridos (FOS), los cuales poseen el mayor
efecto prebidtico (Madrigal y Sangronis, 2007), mientras que inulinas con grado
de polimerizacion mayor a 14 se consideran como inulinas de alto grado de
polimerizacion, las cuales se han asocido a efectos anticancérigenos contra
cancer de colon (Oliero et al., 2024). Adicionalmente, la inulina representa una
fuente alimenticia que ayuda a reducir los niveles de triglicéridos y colesterol en
sangre e incluso a controlar el sindrome metabdlico (Huazano-Garcia y Lopez,
2015; SADER, 2020).

No obstante, a pesar de los beneficios de este cultivo sobre la salud humana, al
igual que cualquier otro cultivo, la dalia enfrenta retos fitosanitarios ocasionados
por diversos fitopatdgenos (Jiménez Marifa, 2015), aunque no existe un listado
oficial de enfermedades especificas para este cultivo (Castafieda et al., 2016). La
presencia de fitopatdgenos que afectan a la raiz desencadena danos en el
rendimiento y produccion de la planta. Ante esta problematica, en los ultimos
afos, ha emergido el uso de una gran variedad de microorganismos benéficos
que funcionan como promotores del cremiento vegetal, que ayudan ademas a
preservar la calidad de los suelos agricolas. ello con el propésito de reducir el
impacto ambiental generado por los agroquimicos comp esticidas. Estos
microorganismos incluyen tanto bacterias como hongos beneficiosos que se
asocian de manera saprofitica o simbidtica con las raices de las plantas. Un
ejemplo importante de ellos son las especies del género Trichoderma, las cuales
son reconocidas como agentes de control biolégico (Pani et al., 2021) debido a
su capacidad antagonica frente a varios fitopatégenos, incluyendo a Fusarium sp.
Su efectividad se debe a una combinacion de distintos mecanismos de accién
que incluyen la secrecion de enzimas hidroliticas como quitinasas y glucanasas,
las cuales juegan un papel crucial en la lisis de las paredes celulares de los
fitopatdgenos, asi como en la produccion de compuestos antimicrobianos (Blaya
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et al., 2013). No obstante, su efecto sobre el hospedero en el que se aplican se
han dejado de lado y recientemente se han reportado especies de Trichoderma
que se pueden comportar como patégenas bajo circusntacias especificas (Cortes
et al., 2023)

Por ello, es de vital importancia caracterizar el efecto de Trichoderma harzianum
tanto como agente antagodnico in vivo contra Fusarium oxysporum como Sus
posibles efectos sobre la produccién de inulinas en las raices tuberosas de Dahlia
sp. Por lo anterior, el objetivo de este capitulo fue caracterizar el efecto protector
de T. harzianum contra la marchitez de la raiz ocasionado por F. oxysporumy la
variabilidad del perfil de inulinas en las raices tuberosas en respuesta a la
infeccion por los fitopatdgenos y su interaccidn con el agente antagdnico

utilizando a D. coccinea Cav. Como modelo de estudio.

5.2MATERIALES Y METODOS

En la Universidad Autonoma Chapingo en los invernaderos de posgrado de
Fitotecnia bajo la supervision del M.C. José Merced Mejia, donde se realizo la
siembra y experimentacion a nivel invernadero del cultivo de la dalia a cielo
abierto, por lo que variables como luz, humedad y temperatura no fueron

controladas durante la experimentacion.

5.2.1 Material vegetal

Primera etapa: Para la obtencion de plantulas se sembraron 100 semillas de
Dahlia coccinea en una charola de germinacién previamente desinfestada con
hipoclorito de sodio al 2% y rellenadas con peat most esterilizado como sustrato,
las semillas en las charolas se dejaron en incubacion a una temperatura de 25°
C hasta observar emergencia de plantulas. Las plantulas se regaron cada tercer
dia para mantener la humedad del sustrato. A los 9 dias después de emergencia
su siembra las plantulas fueron trasplantadas a macetas de 1L previamente
desinfestadas con hipoclorito de sodio al 2% con sustrato estéril para iniciar con

crecimiento durante 4 meses; se hicieron riegos cada tercer dia y se fertilizé tres
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veces por semana con Ultasol® en el primer mes, posteriormente una vez al mes
con Elixir Supreme 12:12:17®.

Segunda etapa: En el ultimo mes de crecimiento en macetas de 1 L, se detuvo
el riego dejandose secar la parte area de la planta para proseguir con la obtencion
y almacenamiento de raices tuberosas y asi protegerlas del periodo de invierno.
Se cortd la parte area de la planta, posteriormente se retiré el sustrato de las
macetas quitando el exceso del sustrato de las raices tuberosas, las cuales se
colocaron en una caja de plastico para evitar su exposicion directa a la luz y se

almacenaron en un lugar oscuro y fresco durante 3 meses.

Tercera etapa: Para iniciar el nuevo ciclo de la planta, las raices tuberosas se
sembraron en macetas desinfestadas con hipoclorito de sodio al 2% y llenadas
con peat most estérii y se hizo una mezcla homogénea con perlita.
Posteriormente, las raices tuberosas se fertilizaron de igual manera que en la
etapa 2, es decir, 3 veces por semana con Ultasol® y posterior al mes se empezo
a fertilizar 1 vez al mes con Elixir Supreme 12:12:17®. El riego fue cada tercer
dia estando a cielo abierto hasta obtener una homogeneidad de plantas para

iniciar con la segunda parte experimental.

5.2.2 Obtencion del inoculo de Trichoderma harzianum

Se colocd arroz en un contenedor de plastico con agua y se dejé remojar por 2
min, posteriormente se retird el agua y se extendié de manera uniforme sobre
una bandeja para secarlo bajo el sol directo manteniendo una humedad del 50 al
70 %. Una vez secado el arroz, se pesaron 200 g del grano en bolsas de poli
papel, se cerraron y se esterilizaron por 15 min a 180 psi, posteriormente el

material estéril se dejo enfriar a temperatura ambiente.

Para la inoculacion del arroz, se utilizaron 5 cajas con crecimiento de 7 dias de
Trichoderma harzianum; se hizo un raspado de caja en una suspensioén de 7 mL
para cada bolsa todo bajo condiciones estériles dentro de la campana de flujo

laminar. Una vez terminada la inoculacioén, se volvieron a cerrar las bolsas y se
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dejaron incubar a 27°C por 8 dias hasta obtener la esporulacion del hongo sobre

el arroz.

Para el conteo de conidios, se pesé un gramo de arroz y se lavo en 900 pL de
Tween, se agité en vortex y se realizaron diluciones seriadas, las cuales se
contabilizaron en una camara de neubauer para poder determinar la
concentracion final (1x107 UFC) para ser inoculada en las plantas de Dahlia

coccinea.

5.2.3 Obtencion del inoculo de Fusarium oxysporum

Se prepararon 250 mL de
Caldo Dextrosa y Papa, el cual se esterilizé en autoclave a 120° por 15 min y se
dejo enfriar a temperatura ambiente. Posteriormente, bajo condiciones estériles,
se inoculd el caldo de cultivo con cuatro fragmentos cuadrados de 1mm?3 de
Fusarium oxysporum; posteriormente se dejo incubar en agitacion a 25 ° C. Una
vez desarrollado el hongo en el medio de cultivo, se realizé el conteo de conidios
para poder establecer la concentracidn de la solucién madre. Una vez establecida

la concentracion de 1x107 UFC se realizo la inocularon de las plantas.

5.2.4 Evaluacion periédica de los parametros de crecimiento de las

plantas

Se establecieron plantas testigo negativo, las cuales se inocularon con agua
destilada estéril, plantas inoculadas unicamente con Fusarium oxysporum,
plantas inoculadas unicamente con T. harzianum y plantas inoculadas con F.
oxysporumy T. harzianum. Para cada tratamiento se midieron los parametros de
la altura (cm), diametro del tallo (mm), nimero de flores, nimero de botones,
cada tercer dia por 4 semanas se hizo un registro de los datos obtenidos en una
base de datos. Posteriormente, terminado el tiempo de las mediciones se hizo
lavado de raices y se registraron los pesos de la parte aérea de la planta; para la
parte radical, se picaron las raices tuberosas y se pesaron nuevamente. Todos
estos datos fueron recolectados en una base de datos en Excel. Se realizaron

Analisis de Varianza Individuales para cada una de las evaluaciones y
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Comparaciones Multiples de Medias usando el Método de Fisher de la Diferencia

Minima Significativa (LSD, por sus siglas en inglés)

5.2.5 Extraccidén de inulina
La extraccion de inulina de las raice tuberosas se basé en la metodologia
reportada por Legorreta et al. (2016) con algunas modificaciones. Las raices
tuberosas fueron picadas y secadas a 60 ° C, se separaron sus raices
secundarias y posteriormente fueron trituradas y tamizadas. Se pesaron todas
las muestras y de acuerdo con el peso obtenido se afiadio el volumen de agua
destilada, utilizando una proporcion de agua: material vegetal de 8:1 (p: v),
subsecuentemente se agregd 0.2 % de tierra de diatomeas con respecto al peso
total de la mezcla de extraccidén. La mezcla final fue extraida en bafio maria a 80
° C por 1 h. Posteriormente la mezcla de extraccion se dejo llegar a temperatura
ambiente y se filtré a través de una cama de algodén y fibra de vidrio. Al filtrado
acuoso se le agrego etanol hasta alcanzar el 40 % del volumen total del filtrado.
La mezcla hidroalcohdlica se congelé a -20 °© C por 24 h para causar la
precipitacion de las inulinas. El precipitado de inulinas se recuperd por filtracion,

fue congelado, liofilizado, pulverizado, tamizado y almacenado hasta su analisis.

5.2.6 Espectrometria infrarroja media con transformada de Fourier

acoplada a reflectancia total atenuada (FTMIR-ATR)

La caracterizacion de las inulinas mediante espectrometria MIR se hizo en un
espectrometro Cary Serie 500 equipado con un accesorio de reflectancia total
atenuada (ATR) y una placa de cristal de diamante/Ge (Agilent Technologies, EE.
UU.). Para cada medicién se colocaron 50 mg de muestra sobre el cristal del
ATR. Para cada muestra, se realizaron 32 barridos en el rango 4000 — 550 cm™*
con resolucién nominal de 4 cm™ en modo transmitancia (%T). Se tomo una
lectura de fondo de referencia antes de iniciar con todas las mediciones. Los
espectros fueron promedio de las réplicas de cada tratamiento y testigo, los
cuales se utilizaron para la interpretacion de las bandas espectrales y

confirmacion de la extraccion de inulina.
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5.2.7 Cromatografia de capa fina de alta resoluciéon (HPTLC)

Los perfiles de inulinas fueron caracterizados mediante HPTLC. Para ello, se
utilizé un sistema de cromatografia planar CAMAG equipado con un
automuestreador y aplicador (ATS4) el cual aplicod las muestras en placas de
silica gel (F2s4) en bandas de 6 mm de largo. Las bandas fueron aplicadas a 10
mm medidos desde la base de la placa y 20 mm de cada extremo de la placa
cromatografica. La separacién consistié en un sistema biascendente que usé6 una
mezcla de isopropanol-butanol-agua-acido acético (14:10:4:2, v/v/v/v) para su
primera separacion (75 mm). La segunda separacion (85 mm) usé una mezcla
de isopropanol-butanol-agua-acido acético-acido formico (14:10:4: 1:1, viviviviv).
El tiempo de saturacion de camara fue de 20 min en cada separacion y la
humedad se mantuvo a 37 % con una solucién saturada de KSCN. Las placas
fueron secadas y derivatizadas con dimetilamina-anilina-acido fosféricoa 120° C
por 3 min (Salomé-Abarca et al., 2023). Las imagenes fueron adquiridas en un
visualizador bajo luz blanca en modo reflectancia/transmitancia con tiempo de

exposicién de 55 ms.

5.2.8 Procesamiento de datos

Los datos de HPTLC fueron extraidos en el software rTLC (Fichou et al., 2016).
Las dimensiones de extraccion de datos fueron las mismas utilizadas para la
aplicacién de muestras en las placas cromatograficas. El tamafo de integracion
fue de 128 mega pixeles. Se utilizaron datos del canal gris y se normalizaron a la
senal del control de calidad en cada placa cromatografica. Los datos
normalizados fueron analizados mediante modelado suave independiente de
analogia de clases (SIMCA) en el software SIMCA-P V.18 utilizando los datos del

testigo como modelo de origen.
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5.3 RESULTADOS Y DISCUSIONES

5.3.1 Analisis de los parametros de crecimiento en Dahlia coccinea

Los Tratamientos Mix (T. harzianum + F. oxysporum)y Trichoderma presentaron
diferencias significativas con respecto al Testigo y Fusarium para la variable de
la altura de la planta. El analisis se realizé considerando el incremento de altura
durante el periodo experimental, calculado mediante la diferencia entre la altura

inicial y final de las plantas (Figura 13).
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Figura 14. Diferencia real absoluta de altura entre cada uno de los tratamientos evaluados.

Se observé un mayor crecimiento en los tratamientos que fueron inoculados con
Trichoderma harzianum, lo cual podria estar relacionado con la produccion de
hormonas enddgenas que regulan el efecto promotor de crecimiento en la planta
y el control de enfermedades que se le atribuyen al género de Trichoderma, el
cual esta ampliamente reportado para las diferentes especies de este género
(Suarez et al., 2024). Simultaneamente el tratamiento Fusarium present6 valores
menores de altura en comparacion con el de Trichoderma, lo que podria indicar
el dafo generado en la planta despues de la infeccion causada por la cepa de
Fusarium oxysporum, en donde la planta posiblemente trat6 de combatir la
infeccion o en su caso mitigarla (Swarupa et al., 2014). Sin embargo, se sabe que
la resistencia y la suceptibilidad en los sistemas planta-patdégeno varian segun el
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huesped, en este caso al tratarse de una especie silvestre, pudo haber
presentado una adaptabilidad al patdgeno debido al contacto constante con éste,

en las condiciones naturales en las que se encuentra normalmente.

Los resultados obtenidos podrian estar relacionados, principalmente con la
especie silvestre con la que se trabajé. Asi como los diferentes factores
ambientales que se presentaron durante la experimentacion a cielo abierto, los
cuales mayoritariamente pueden interferir en los efectos beneficos que possen

los microorganismos que se pretendian evaluar.

En lo que respecta a la variable del diametro de tallo obtenido para el cultivo de
la Dahlia coccinea Cav, se observo que el tratamiento Mix obtuvo mayor promedio
(11.57 mm) en comparacién con Trichoderma (10.09 mm), Fusarium (9.92 mm) y
el Testigo (9.37 mm) (Figura 14).
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Figura 15. Promedios obtenidos para la variable del diametro del tallo en cada uno de los tratamientos.
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Estos resultados pueden atribuirse a los mecanismos de defensa que desarrollé
la planta ante la presencia del fitopatdgeno Fusarium oxysporum vy las
condiciones ambientales que sufri6 la planta durante la experimentacion. Como
lo reporta Camacho et al., (2020), las plantas cuando entran en contacto con el
fitopatdégeno desarrollan estrategias de disuasién o protecciéon ante la perdida de
biomasa, como el crecimiento asincrono, es decir presentan un desarrollo de
manera irregular. En el caso de F. oxysporum, produce hifas que se adhieren a la
superficie de la raiz y secreta enziamas que degradan la pared celular lo que
permite que el micelio llegue y colonice los vasos vasculares (xilema y floema)
causando un bloqueo de estos (Joshi, 2018). Lo que posiblemente el desarrollo
de nuevos elementos vasculares resulté en el incremento del diametro de tallo
como mecanismo fisioldgico de adaptacion causado por Trichoderma para

sobrevivir a la infeccion.

De igual manera se calculd el promedio del numero de flores producidas por
planta durante la experimentacién, donde se obtuvo un promedio de 2 flores para
los tratamientos de Fusarium, Mix y Testigo, mientras que para Trichoderma se

obtuvo un promedio de 1 flor (Figura 15).

3 -
3 - 2
2 2

o 2
g
s
(=
(]
T 2
o 1
o
£
S
Z 1 -

1 4

0

Testigo Fusarium Trichoderma Mix

Figura 16. Promedio del numero de flores para cada tratamiento en el cultivo de la Dahlia coccinea.

65



La disposicion de las flores en las plantas se puede observar de manera
representativa para cada uno de los tratamientos en la Figura 16. Se produjeron
inflorescencias solitarias o irregularmente paniculadas, sobre pedunculos largos

y desnudos como lo describe Rodriguez et al (2024) de color naranja y amarillo.

Figura 17. Flores representativas de cada tratamiento en respuesta al periodo experimental. a)
Testigo, b) Fusarium, c), Trichoderma, d) Mix.

La literatura menciona que la Dalhia coccinea Cav en sus condiciones naturales
puede producir hasta 48 flores (Rodriguez et al., 2024) debido a que no presenta
problemas de supervivencia en su habitad natural (Castro et al., 2012). Sin

embargo, los resultados obtenidos durante la experimentacion pueden estar
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Figura 18. Promedio del niumero de botones para cada tratamiento en el cultivo de la Dahlia
coccinea
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relacionados con las condiciones empleadas (sustrato, luz, humedad, espacio de
crecimiento y desarrollo radicular), las cuales influyen de manera desfavorable

en el crecimiento del cultivo, asi como la interaccion que tuvo con el fitopatégeno.

Con respecto al numero de botones producidos por la planta, se puede observar
que los tratamientos de Fusarium y Mix produjeron un boton mas que los

tratamientos de Trichoderma y el Testigo (Figura 17).

Figura 19. Flores representativas de cada tratamiento en respuesta al periodo experimental. a)
Testigo, b) Fusarium, c), Trichoderma, d) Mix.

El tratamiento Mix produjo mayor numero de botones durante la experimentacion,
sin embargo, la mayoria de ellos no llegaron a floracién, lo cual puede estar
relacionado con los sintomas ya reportados sobre Fusarium durante la
interaccién planta- patégeno, en donde se menciona que este género causa, la
caida prematura de hojas y botones, oscurecimiento del sistema vascular y
necrosis (Igbal et al., 2024). Estos resultados tienen similitud con el tratamiento
de Fusarium que de igual manera presenté mayor produccion de botones que no
llegaron a la floracion y algunos presentaron necrosis como se ve en la Figura
18-b.
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Tabla 3. Comparacién de medias en la biomasa

Evaluacion de la biomasa

PF PS PS PF PS PF PS PF PS
Planta Tallo Hojas Botones Botones Raiz Raiz RaizSec  RaizSec

Testigo 64.04A 1217A 530A 2274A 451A 9321A 1033A 787A 2.66A
Fusarium  59.00 A 1495A 479A 16.09A 410AB 93.78 A 1285A 340 B 139B

Trichoderma 66.87 A 11.89 A 5.02A 1212B 222 B 107.5A 1396A 860A 192AB
Mix 5815A 1248 A 436A 11.20B 237 B 8459A 1115A 362 B 1.36B
Prob* 0.6673  0.6644 0.6101 0.0356 0.0378 0.4311 0.3187 0.0537 0.1421

DMS** 16.481 5.5643 1.4596 8.4283 1.9014  28.098 4.2749 4.6976  1.2572

*: Probabilidad de error. **: Diferencia Significativa Honesta de Tukey, PF. Peso fresco y PS. Peso seco

El analisis estadistico para la biomasa de los diferentes tratamientos no presenté
diferencias significativas (p > 0.05) para los parametros del peso fresco, tallo,
hojas, botones ni de la parte radical de la planta. Sin embargo, si existen
diferencias significativas para la variable de peso fresco (p = 0.0356) y peso seco
de los botones (p = 0.0378) (Cuadro 1). Para ambas variables, el testigo resultd
con valores mas altos, lo cual indica que obtuvo mayor acumulacion de biomasa
y del contenido hidrico, en comparacion con los tratamientos de Trichoderma vy el

Mix que presentaron valores mas bajos.
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También se obtuvieron diferencias significativas en las variables de peso fresco
de la raiz secundaria, (p = 0.0537) en comparacion con el peso seco que fue (p
= 0.1421). Esto podria confirmar que la presencia del fitopatégeno en el cultivo
de la dalia afecta de manera negativa en la produccion de la flor y el rendimiento
de la planta (Igbal et al., 2024). ya que este fitopatégeno impide que los botones
cumplan con su ciclo de floracién y el desarrollo radical, debido a que penetra por
la raiz y coloniza el tallo de las plantas y por ende el sistema vascular (Gonzalez
et al., 2012). Sin embargo, aunque ya existan reportes sobre el efecto positivo de
Trichoderma, para esta experimentaciéon podriamos inferir que su capacidad
inhibitoria, se mostré6 limitada. Adicionalmente, T. harzianum afectd
negativamente la produccion y desarrollo floral de D. coccinea, incluso en mayor
medida que F. oxysporum. Aunque esto parece sorprendente, es necesario
considerar que existen nuevos reportes sobre diferentes especies de
Trichoderma que se comportan como fitopatégenas. Esto depende de factores
como la especie de Trichoderma y el hospedero en que se aplica. Por ejemplo,
se ha identificado a Trichoderma viride P. como causante de mortalidad en
plantulas de pino austriaco; mientras que Trichoderma brevicompactum K.
produce micotoxinas que ocasionan dafos en humanos, como vOomitos y
gastroenteritis (Matas et al., 2023). Asi mismo Trichoderma
crassumy Trichoderma virens han sido reportados como agentes causales de
una enfermedad foliar en el jitomate (Licopersicum sculentum), caracterizada por
el desarrollo progresivo de manchas foliares irregulares (Cértes et al., 2023; Zhao
et al., 2023). También existen reportes de una nueva especie agresiva
denominada T. aggressivum, capaz de colonizar el sustrato y afectar gravemente

la produccién de hongos comestibles (Kosanovic et al., 2020).
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5.3.2 Caracterizacion infrarroja del perfil de inulinas en raices
tuberosas de Dahlia coccinea

Ademas del rendimiento de raiz, resulta importante caracterizar el perfil de
inulinas presentes en las raices, ya que las propiedades nutracéuticas dependen
de la composiciéon y abundancia de estos compuestos. El analisis infrarrojo
mostro el patron espectral tipico de fructanos (Figura 19), el cual consiste en una
banda localizada alrededor de 3300 cm™' asociada a vibraciones de estiramiento
O-H en grupos hidroxilos presentes en carbohidratos (Velazquez-Martinez et al.,
2014). No obstante, este grupo no esta ligado directamente a polisacaridos y
puede estar presente en carbohidratos libres (Clark et al., 2018). Las bandas
detectadas entre 2950 y 2800 cm-" fueron atribuidas a estiramientos asimétricos
y simétricos de metilenos y metilos esqueletales, respectivamente en
polisacaridos (Velazquez-Martinez et al., 2014). La region 1400 — 900 cm™' mostrd
bandas con transmision fuerte correlacionadas a estiramientos C-C y C-O,
ademas de doblamientos C—O-H y C-O-C, los cuales son caracteristicos en
numerosos polisacaridos (Marquez-Lopez et al., 2022). Bandas alrededor de
1040 cm™ han sido atribuidas especificamente a vibraciones C—O-C de enlaces
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Figura 20. Espectros infrarrojos medio de extractos de inulina extraidos de raices tuberosas de Dahlia
coccinea inoculadas individualmente con Fusarium oxysporum, Trichoderma y la interaccion de Isaria
fumosorosea y Beauberia bassiana.
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glicosidicos en polisacaridos (Salomé-Abarca et al., 2025). Aunado a ello, una
banda alrededor de 930 cm™' fue confirmativa de la presencia de fructanos en el
extracto obtenido de las raices tuberosas de dalia puesto que esta banda ha sido

correlacionada a enlaces B (2—1) en cadenas de inulina (Romano et al., 2018).

El analisis de modelado suave independiente de analogia de clases de los datos
de HPTLC mostraron que todos los tratamientos modificaron el patrén
cromatografico de carbohidratos simples e inulinas con respecto al testigo (Dcrit
> 0.05). Interesantemente, numerosas muestras pertenecientes al tratamiento
que fue inoculado con Trichoderma presentaron variabilidad alta lo que podria
estar relacionado significativamente la composicidon quimica del perfil de inulinas
en comparacion con los demas tratamientos (Figura 20-a). Aunado a ello, el
analisis visual de los cromatogramas de inulina en todos los tratamientos mostré
que las diferencias respecto al testigo se deben a una disminucion en la
abundancia de estos compuestos, particularmente en el tratamiento con

Trichoderma.

En este sentido, los patrones mas diferenciados y detectados mediante el analisis
SIMCA se caracterizaron por presentar una menor abundancia de inulina (Figura
20-b). Estos resultados concuerdan las diferencias estadisticamente mayores en
peso fresco de raices tuberosas causadas por Trichoderma, pero sin diferencias
significativas en peso seco, lo cual significa Unicamente un incremento en el
contenido de humedad de las raices tuberosas, pero no un incremento en la
produccion de biomasa seca, en este caso inulinas. Asimismo, el incremento en
peso seco de raices secundarias indico una mayor produccion de este tipo de
raiz, lo cual puede explicar el incremento de peso fresco, contenido de agua, en

raices tuberosas sin incremento de biomasa fresca.

Este resultado podria estar asociado con la capacidad que posee el género de
Trichoderma para producir enzimas hidroliticas (Vargas Hoyos y Gilchrist Remelli,
2015), ya que es un hongo metabdlicamente versatil capaz de degradar una
amplia variedad de biomasa vegetal gracias a dichas enzimas, dentro de las
cuales se encuentran aquellas capaces de romper el compuesto de inulina, como
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lo menciona Suarez et al., (2024), lo que posiblemente esté relacionado con la
disminucion observada en la abundancia de inulina en los resultados obtenidos

del cromatograma para el tratamiento de Trichoderma.
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Figura 21. Analisis multivariado y por cromatografia de capa fina de alta resolucién (HPTLC) de extractos
inulina obtenidos de raices tuberosas de Dahlia coccinea inoculadas individualmente con Fusarium,
Trichoderma y la interaccion de ambos hongos. A: modelado suave independiente de analogia de clases
(SIMCA) de extractos inulina obtenidos de raices tuberosas de Dahlia coccinea (barras negras) inoculadas
individualmente con Trichoderma (barras rojas), Fusarium (barras azules) y la interaccion de ambos hongos
(barras verdes); B: cromatogramas de HPTLC de extractos de inulina obtenidos de raices tuberosas de Dahlia
coccinea (Te) inoculadas individualmente con Trichoderma (Tr), Fusarium (Fu) y la interaccion de ambos hongos
(In). St = mezcla de estandares; 1, 1-cestosa; 1-nistosa; 1-furanosilnistosa. Ra = raftilina y Da = muestra
comercial de inulina de Dahlia sp.
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5.4 CONCLUSIONES

Trichoderma harzianum unicamente incrementa la altura de Dahlia coccinea como
efecto benéfico de su inoculacién. No obstante, unicamente favorece la produccién
de raices secundarias y no de raices tuberosas. Aunado a ello, T. harzianum
disminuye la produccion floral de D. coccinea y sus efectos negativos,
especialmente en la parte aérea de la planta se agravan cuando interacciona con
Fusarium oxysporum. Finalmente, el suso de este antagonista redujo la produccion
de inulina en raices tuberosas de Dalia. Por ello, el uso de T. harzianum como
agente de control biolégico contra la F. oxysporum no es recomendable para el
cultivo de Dalia a las concentraciones probadas en este estudio. No obstante, es
recomendable probar otras dosis de inoculacion y variedades de Dalia con mayor
homogeneidad genética. Finalmente, ante este escenario, también es
recomendable probar el efecto de otros antagonistas como Beauveria bassiana y
Metarrizium sp., los cuales también mostraron potencial in vitro contra F. oxysporum.
Este trabajo también conforma una prueba de que incluso el uso de agentes de
control biolégico también puede afectar el cultivo en el que se inoculan y que,
aunque estos microorganismos han sido ampliamente benéficos, también pueden
producir efectos negativos, por lo cual es de vital importancia comenzar a
sistematizar su uso dependiendo del cultivo y evitar su aplicacion indiscriminada en

campo.
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