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RESUMEN

La nochebuena (Euphorbia pulcherrima Willd. ex Klotzsch) es una de las plantas
ornamentales de mayor importancia econdémica en México, donde su produccion
en viveros se ve severamente afectada por la marchitez vascular causada por
Fusarium oxysporum. Sin embargo, la identificacion precisa del agente causal, la
respuesta diferencial de las variedades comerciales y las alternativas de control
sostenible han sido escasamente documentadas en el pais. El objetivo general de
esta investigacion fue identificar morfolégica y molecularmente al agente causal
de la pudricion radicular en nochebuena, evaluar la tolerancia varietal y desarrollar
estrategias de control integrado. En el Capitulo Il se identific6 mediante
caracterizacion morfoldgica, pruebas de patogenicidad y analisis filogenéticos
bayesianos (ITSy TEF-1a) a F. oxysporum species complex (FOSC) como agente
causal, constituyendo el primer registro formal en México. En el Capitulo Il se
evaluo la susceptibilidad de tres variedades comerciales (Prestige Red, Freedom
Red y Sorbet White); Prestige Red mostréo la mayor susceptibilidad (90%
incidencia, 75% severidad), mientras que Sorbet White destacoé por su alta
tolerancia (20% incidencia, 10% severidad). En el Capitulo IV se evaluaron
tratamientos quimicos, biolégicos y extractos vegetales; el acido salicilico a 150
mg L™ fue el mas efectivo, reduciendo la incidencia a 30% y la severidad a 20%.
En el Capitulo V se compararon tres fuentes de acido salicilico; el SA puro grado
USP a 100 ppm alcanzo6 75% de inhibicién micelial, superando significativamente
a Sedarine® y Aspirina®. Estos resultados aportan informacion fundamental para

el manejo fitosanitario integrado de la fusariosis en nochebuena.

Palabras clave: Fusarium oxysporum, nochebuena, marchitez vascular,

tolerancia varietal, acido salicilico, control biologico, filogenia



SUMMARY

Poinsettia (Euphorbia pulcherrima Willd. ex Klotzsch) is one of the most
economically important ornamental plants in Mexico, where nursery production is
severely affected by vascular wilt caused by Fusarium oxysporum. However,
precise identification of the causal agent, differential response of commercial
varieties, and sustainable control alternatives have been scarcely documented in
the country. The general objective of this research was to morphologically and
molecularly identify the causal agent of root rot in poinsettia, evaluate varietal
tolerance, and develop integrated control strategies. In Chapter Il, F. oxysporum
species complex (FOSC) was identified through morphological characterization,
pathogenicity tests, and Bayesian phylogenetic analyses (ITS and TEF-1q),
constituting the first formal record in Mexico. In Chapter lll, the susceptibility of
three commercial varieties (Prestige Red, Freedom Red, and Sorbet White) was
evaluated; Prestige Red showed the highest susceptibility (90% incidence, 75%
severity), while Sorbet White exhibited high tolerance (20% incidence, 10%
severity). In Chapter IV, chemical, biological, and botanical treatments were
evaluated; salicylic acid at 150 mg L™" was the most effective, reducing incidence
to 30% and severity to 20%. In Chapter V, three salicylic acid sources were
compared; pure USP-grade SA at 100 ppm achieved 75% mycelial inhibition,
significantly outperforming Sedarine® and Aspirin®. These results provide
fundamental information for integrated phytosanitary management of fusariosis in
poinsettia.

Key words: Fusarium oxysporum, poinsettia, vascular wilt, varietal tolerance,

salicylic acid, biological control, phylogenetic
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CAPITULO |
INTRODUCCION GENERAL

La nochebuena (Euphorbia pulcherrima Willd. ex Klotzsch) es una planta de
contenedor que ocupa un lugar preponderante en la industria floricola mundial,
estrechamente vinculada a la temporada navideha. Se estima que anualmente se
producen alrededor de 61 millones de plantas en Estados Unidos y cerca de 40
millones en Europa (Islam et al., 2013), mientras que en 2024 las ventas en el mercado
estadounidense alcanzaron los 209 millones de dolares (USDA-NASS, 2024). La
especie es nativa de México, se distingue por sus vistosas bracteas coloreadas, cuya
pigmentacién se debe a la acumulacion de antocianinas regulada por el fotoperiodismo
bajo condiciones de dia corto (Vilperte et al., 2019). El principal atractivo estético y
comercial de la nochebuena reside en las caracteristicas de la bractea: su color, su
forma y su tamafio (Canul-Ku et al., 2017), y la disponibilidad de distintas formas,
colores y tamafios de contenedor estimula continuamente la demanda del consumidor
(Posadas et al., 2023).

La diversidad de colores presente en las variedades actuales es fruto de décadas de
trabajo en mejoramiento genético, tanto por cruzamiento clasico como por
mutagenesis con radiacion (Vilperte et al., 2019). A nivel molecular, el gen DFR ha sido
identificado como promotor de la acumulacién de antocianinas durante la transicién de
hojas verdes a bracteas rojas (Gu et al., 2018). Empresas como Ecke Ranch, Selecta
One, Dummen Orange y Syngenta Flowers han liderado los programas de mejora,
enfocandose en obtener variedades con mejor retencion de hojas y bracteas, habito
compacto, mayor ramificacion, floracion mas temprana y una paleta mas amplia de
colores (Ecke et al., 2004).

En México, la nochebuena posee un significado que trasciende lo meramente
econdmico, pues esta profundamente arraigada en la cultura y tradiciones del pais. De
acuerdo con el Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera, en 2024 se
sembraron 422.89 hectareas en siete entidades, con una produccion de 29,514,739
plantas y un valor de produccion de 1,124,983,500 pesos (SIAP, 2024). Morelos
encabeza la produccidn nacional con 8,748,438 plantas en 145 hectareas y un valor



de 375 millones de pesos, seguido de Michoacan con 11,340,258 plantas en 144
hectareas, Ciudad de México con 3,260,291 plantas, Puebla con 3,102,944 plantas,
Jalisco con 1,876,117 plantas, Estado de México con 1,163,302 plantas y Oaxaca con
23,387 plantas (SIAP, 2024). Un aspecto que merece atencion es que la produccion
nacional esta basada en mas de 60 variedades comerciales, todas generadas fuera
de México (Canul-Ku et al., 2017), situacion que genera dependencia varietal y eleva
los costos por concepto de regalias (Marquez-Marquez et al., 2017).

No obstante la importancia del cultivo, la produccion de nochebuena en viveros e
invernaderos enfrenta diversos problemas fitosanitarios que pueden comprometer
seriamente su calidad y rentabilidad. Las condiciones de alta humedad en el sustrato,
propias de estos sistemas de produccion intensiva, favorecen la aparicion de
enfermedades causadas por patdgenos del suelo (Garibaldi et al., 2016). Al ser una
especie lefiosa propagada vegetativamente, la nochebuena resulta susceptible a un
amplio espectro de enfermedades: desde problemas foliares como el tizén por Botrytis,
el mildiu polvoriento, la mancha bacteriana por Xanthomonas y la antracnosis, hasta
enfermedades de raiz y tallo causadas por Pythium, Phytophthora, Thielaviopsis,
Fusarium y Rhizoctonia (Daughtrey, 2016). El manejo de este conjunto de
enfermedades demanda un enfoque integrado que combine resistencia varietal con

estrategias culturales, bioldgicas y quimicas (Gullino et al., 2015).

Entre los patdégenos fungicos que representan una amenaza para la nochebuena, el
complejo de especies Fusarium oxysporum (FOSC) merece atencion particular. Se
trata de un hongo habitante del suelo, econdmicamente importante, que alberga tanto
cepas patégenas como no patdogenas. Su clasificacion taxondmica ha resultado
compleja, pues en su concepto actual F. oxysporum constituye un complejo de
numerosas especies cripticas cuya delimitacidn se ve dificultada por la falta de material
tipo vivo de referencia y la coexistencia de multiples sistemas de clasificacion
subespecificos (Lombard et al., 2019). Las cepas patdgenas penetran a través de las
raices e invaden el sistema vascular colonizando el xilema, lo que provoca la
obstruccion del flujo de agua y nutrientes (Gordon, 2017). Como consecuencia, las

plantas desarrollan sintomas caracteristicos: amarillamiento del follaje —



frecuentemente unilateral—, marchitez progresiva, decoloracién parda de los tejidos
vasculares, defoliacion y, en ultima instancia, la muerte (Gullino et al., 2015). Dado que
la morfologia resulta insuficiente para distinguir las especies dentro del FOSC, su
identificacion precisa exige el empleo de analisis filogenéticos basados en marcadores
moleculares como el factor de elongacion de la traduccion 1-a (TEF-1a), la region del
espaciador transcrito interno (ITS) y la subunidad mayor de la ARN polimerasa I
(RPB2) (O’Donnell et al., 1998; Lombard et al., 2019; Wang et al., 2022).

En lo que respecta especificamente a la nochebuena, la marchitez y pudricion de tallo
asociadas al FOSC han sido documentadas en Europa en afnos recientes. Orlikowski
et al. (2007) describieron por primera vez la pudricion por Fusarium como una
enfermedad nueva en nochebuena en Polonia. Posteriormente, Tilocca et al. (2019)
reportaron en ltalia el primer hallazgo de un miembro del FOSC afectando a E.
pulcherrima, con sintomas que se originaron a nivel del cuello y progresaron hasta
provocar el colapso completo del tallo. En México, Osuna-Canizalez et al. (2018)
evaluaron el biocontrol de la pudricion de raiz de nochebuena con Trichoderma spp.
en viveros de Morelos, aunque la identificacion del agente causal se limitd al nivel de
género. Esta situacion pone de manifiesto la necesidad de realizar una identificacion
precisa del patdbgeno mediante herramientas moleculares, asi como de generar
informacion sobre la respuesta diferencial de las variedades comerciales y las
alternativas de control sostenible disponibles.

Ante este panorama, el acido salicilico (SA) ha despertado un creciente interés como
alternativa para el manejo de enfermedades fungicas. Se trata de una fitohormona que
desempena un papel central en la inmunidad de las plantas, particularmente en la
activacion de la resistencia sistémica adquirida (SAR), un mecanismo de defensa
duradero y de amplio espectro (Vlot et al., 2009). Lo especialmente atractivo del SA es
su mecanismo de accion dual: fortalece las defensas de la planta y, simultaneamente,
puede actuar directamente sobre el patdogeno. Morsy et al. (2022) demostraron que la
aplicacidon exogena de SA inhibe el crecimiento micelial, la produccion de esporas y la
patogenicidad de F. oxysporum al interferir con la ruta de senalizacion TOR del hongo.
Abou-Zeid et al. (2018) reportaron niveles de severidad de apenas 21.6 % en plantas



de pimiento tratadas con SA, lo que subraya el potencial de este compuesto como
herramienta dentro del manejo integrado.

De manera complementaria, los agentes de biocontrol del género Trichoderma han
sido ampliamente estudiados por su capacidad para combatir patégenos habitantes
del suelo. Trichoderma harzianum ha mostrado resultados destacados en el control de
la marchitez vascular por F. oxysporum en cultivos diversos, mediante mecanismos
que incluyen la produccion de enzimas liticas, competencia por espacio y nutrientes,
parasitismo directo sobre las hifas del patdgeno, induccion de resistencia y promocion
del crecimiento vegetal (Woo et al., 2014). Yadav et al. (2024) reportaron inhibicion
micelial in vitro de hasta 64 % y Kumari et al. (2020) evidenciaron su efectividad en el
manejo de la marchitez en campo, resultados que posicionan a T. harzianum como un

componente clave en las estrategias de manejo integrado.

Considerando los vacios de informacion existentes en México sobre la etiologia
precisa de la marchitez vascular en nochebuena, la respuesta diferencial de las
variedades comerciales frente al patdgeno y la limitada evaluacién de alternativas de
control sostenible, la presente investigacion se disefid con el propdsito de generar

informacion que contribuya a la proteccion integral de este cultivo.



OBJETIVO GENERAL
Identificar el agente causal de la enfermedad, determinar la tolerancia varietal vy
evaluar la eficacia de alternativas de control quimico y biorracional de la pudricion
radicular en plantas de nochebuena cultivadas en viveros del centro de México.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ |dentificar el agente causal de la pudricion radicular en plantas de nochebuena
cultivadas en viveros del centro de México, mediante caracterizacion
morfolégica y molecular, para confirmar la etiologia de la enfermedad

e Evaluar la tolerancia varietal de tres cultivares comerciales de nochebuena
mediante inoculacion controlada condiciones de invernadero para determinar
su nivel de susceptibilidad ante el patdgeno identificado.

e Evaluar la eficacia de tratamientos quimicos, biolégicos y extractos vegetales
en plantas de nochebuena, mediante mediante ensayos in vitro e in vivo para
determinar alternativas viables de manejo de la pudricion radicular.

e Comparar el efecto de diferentes fuentes de acido salicilico, mediante pruebas
de inhibicién del crecimiento micelial in vitro, para establecer su potencial como

agente antifungico contra el patégeno asociado.

HIPOTESIS GENERAL

La susceptibilidad varietal y la aplicacion de tratamientos quimicos y biorracionales
influiran en el desarrollo y control del agente causal de la pudricion radicular en la

nochebuena.

HIPOTESIS ESPECIFICAS
e La caracterizacion mediante técnicas morfoldégicas y moleculares permitira

identificar al agente causal de la pudricidn radicular en plantas de nochebuena.

¢ Al menos un cultivar comercial de nochebuena presentara una tolerancia a la

enfermedad significativamente superior al resto.



e Los tratamientos quimicos, bioldgicos y botanicos evaluados presentaran una
eficacia sobresaliente para el control del patégeno bajo condiciones in vitro e in

Vivo.

¢ La fuente de obtencion del acido salicilico influira directamente en su capacidad

de inhibicidén sobre el crecimiento del patoégeno
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CAPITULO Il

PRIMER REGISTRO DE Fusarium oxysporum CAUSANTE DE MARCHITEZ
VASCULAR EN NOCHEBUENA (Euphorbia pulcherrima Willd. ex Klotzsch) EN
MEXICO
Michell Alexander Rios-Lira', Victor Lopez-Martinez', Daniel Perales-Rosas?, Iran
Alia-Tejacal’, Hilda Victoria Silva-Rojas®, Oscar Gabriel Villegas-Torres', Dagoberto

Guillén-Sanchez'

Resumen

Se identifico morfoldgica y molecularmente el agente causal de la pudricion radicular
en nochebuena (Euphorbia pulcherrima Willd. ex Klotzsch, Euphorbiaceae) en viveros
del centro de México. A partir de plantas sintomaticas se obtuvieron aislamientos
fungicos que en medio PDA desarrollaron micelio blanco algodonoso y pigmentos
difusibles de color rosa a violeta. Microscépicamente se observaron microconidios
hialinos ovalados en falsas cabezas sobre monofialides cortas, macroconidios
falcados multiseptados y clamidosporas esféricas intercalares. Las pruebas de
patogenicidad in vivo confirmaron la virulencia del aislamiento al reproducir marchitez
vascular en plantas sanas, cumpliendo los postulados de Koch. Los analisis
filogenéticos bayesianos basados en las regiones ITS y TEF-1a agruparon los aislados
dentro del Fusarium oxysporum species complex (FOSC), evidenciando el marcador
TEF-1a mayor resolucion y diversidad genética interna. Este es el primer registro de

F. oxysporum causando pudricion radicular en nochebuena en México.
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Palabras clave: fitopatologia, marchitez vascular, viveros ornamentales, filogenética
bayesiana, ITS

Abstract

The causal agent of root rot in poinsettia (Euphorbia pulcherrima Willd. ex Klotzsch)
was identified morphologically and molecularly from nurseries in central Mexico. Fungal
isolates obtained from symptomatic plants developed cottony white mycelium and pink-
to-violet diffusible pigments on PDA. Microscopically, oval hyaline microconidia in false
heads on short monophialides, falcate multiseptate macroconidia, and intercalary
spherical chlamydospores were observed. In vivo pathogenicity tests confirmed the
virulence of the isolate by reproducing vascular wilt in healthy plants, fulfilling Koch's
postulates. Bayesian phylogenetic analyses based on ITS and TEF-1a regions grouped
the isolates within the Fusarium oxysporum species complex (FOSC), with the TEF-1a
marker providing greater resolution and revealing high internal genetic diversity. This

is the first record of F. oxysporum causing root rot in poinsettia in Mexico.

Keywords: phytopathology, vascular wilt, ornamental nurseries, Bayesian

phylogenetics, ITS
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Introduccién

La nochebuena (Euphorbia pulcherrima Willd. ex Klotzsch, Euphorbiaceae) es una de
las plantas de maceta con mayor importancia econdémica a nivel mundial y un simbolo
de la temporada navidefia (Ecke et al., 2004). Su valor ornamental se debe
principalmente a la diversidad de colores de sus bracteas, lo que ha impulsado
programas de mejoramiento genético para desarrollar nuevas variedades comerciales
(Ecke et al., 2004). A nivel internacional, este cultivo representa un sector importante
dentro de la industria floricola, con valores de produccion elevados en paises como
Estados Unidos (USDA-NASS, 2024). En México, la nochebuena tiene gran relevancia
econdmica y social, especialmente en estados productores como Morelos, Michoacan,
Ciudad de México y Puebla, donde su cultivo genera empleo y abastece la demanda
nacional durante la temporada decembrina (SIAP, 2024).

Sin embargo, su produccion en viveros se ve afectada por diversas enfermedades de
origen fungico que ocasionan pérdidas economicas significativas. Dentro de estos
patogenos, Fusarium oxysporum species complex (FOSC) destaca por su alta
diversidad genética y ecologica, asi como por su especificidad hacia determinados
hospederos (Lombard et al., 2019). Dada la similitud morfologica entre especies de
este complejo, su identificacion precisa requiere el uso de marcadores moleculares

como las regiones ITS y TEF-1a (Wang et al., 2022).

En nochebuena, F. oxysporum causa marchitez y pudricion radicular en Europa
(Orlikowski et al., 2007; Tilocca et al., 2019). En México, aunque se han reportado
sintomas similares asociados a Fusarium spp. en viveros de Morelos (Osuna-

Canizalez et al., 2018), la identificacion frecuentemente se ha limitado al nivel de
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género. Por lo tanto, el objetivo del presente estudio fue identificar morfologica y
molecularmente el agente causal de la pudricion radicular en plantas de nochebuena
cultivadas en viveros el centro de México.

Material y métodos

Se recolectaron plantas de nochebuena (E. pulcherrima) de las variedades Prestige
Red, Red Glitter y Subjibi con sintomas de marchitez, decaimiento general y necrosis
en raices, en tres viveros comerciales del centro de México: Vivero y Follaje de
Morelos, Cuautla, Morelos (18°75'98" N, 98°95'46" O); Vivero San Marcos, Xochimilco,
Ciudad de México (19°25'50" N, 99°10'35" O), y Viveros Hermanos Leodn, Atlixco,
Puebla (18°54'14" N, 98°54'53" O). Se seleccionaron 10 plantas por variedad en cada
sitio (n = 90). Las raices se lavaron con agua corriente para eliminar el sustrato
adherido y se cortaron fragmentos de 5 mm en la zona de transicidén entre tejido sano
y necrotico con bisturi estéril. Los fragmentos se desinfectaron superficialmente
mediante inmersion en hipoclorito de sodio al 1% durante 1 min, se enjuagaron dos
veces con agua destilada estéril y se secaron sobre papel filtro estéril en campana de
flujo laminar Purifier Logic (Labconco, Kansas City, Estados Unidos). Los tejidos se
sembraron en cajas Petri con medio papa dextrosa agar (PDA; Becton Dickinson,
Sparks, Estados Unidos) y se incubaron a 25 °C durante 7 dias (incubadora BD115,
Binder GmbH, Tuttlingen, Alemania). Se obtuvieron cultivos puros mediante
transferencia de puntas de hifa a nuevas cajas Petri con PDA y se conservaron a 4 °C
(refrigerador RT18GSSX, Whirlpool Corporation, Benton Harbor, Estados Unidos)

(Nelson et al., 1983).
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Identificacion morfolégica

Los aislados se caracterizaron morfolégicamente en medio PDA evaluando coloracion,
textura, margen y patrén de crecimiento de la colonia (Leslie & Summerell, 2006). Para
la observacion microscoépica se colocaron fragmentos de micelio activo en portaobjetos
con una gota de agua destilada estéril, se cubrieron con cubreobjetos y se observaron
al microscopio 6ptico CX23 (Olympus Corporation, Tokio, Japdn) a 10x y 40x,
registrando morfologia de hifas, conidios, conidiéforos y estructuras de resistencia
(Nelson et al., 1983). La identificacion preliminar integré los caracteres culturales y

microscopicos conforme a literatura especializada (Crous et al., 2024).

Prueba de patogenicidad

Se seleccionaron plantas sanas de las variedades Prestige Red y Red Glitter en etapa
vegetativa de 20 a 30 cm de altura con 8 a 12 hojas verdaderas, establecidas en
macetas con sustrato comercial. Las plantas se trasplantaron a macetas con sustrato
esterilizado compuesto por turba y perlita (2:1 v/v), esterilizado en autoclave a 121 °C
durante 60 min en dos ciclos separados por 24 h. El in6culo se prepard a partir de
cultivos en PDA,; los conidios se recuperaron con agua estéril y la suspension se ajusté
a 1 x 10° conidios mL™ mediante camara de Neubauer (Crous et al., 2024). Se
inocularon 10 plantas por variedad (n = 20) mediante lesion superficial de raices y
aplicacidon de 10 mL de la suspension en la zona radical. Como testigo se utilizaron 10
plantas por variedad (n = 20) tratadas con agua destilada estéril. Las plantas se
mantuvieron en invernadero semicerrado con riego uniforme y se registro la aparicion
de sintomas durante 21 dias. La patogenicidad se confirmé mediante reaislamiento del

hongo a partir de raices de plantas inoculadas con sintomas (Mathre & Grey, 2013).
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Extraccion de ADN

Cada aislado se cultivdé en PDA durante 10 dias a temperatura ambiente. El micelio se
macerd en 1 mL de solucién de lisis compuesta por Triton X-100 al 2%, SDS al 1%,
NaCl 100 mM y Tris-HCI 10 mM (pH 8.0), con 10 pL de proteinasa K (10 mg mL™), e
incubado para facilitar la digestién de proteinas (Pilo et al., 2021). Se transfirieron 600
ML del extracto a tubos de 2.0 mL y el ADN se resuspendio en 50 yL de tampdén TE
(10 mM Tris-HCI pH 8.0; 1 mM EDTA). La calidad del ADN se verificO mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1% en tampon TAE con bromuro de etidio,
visualizado en sistema Gel Doc XR+ (Bio-Rad Laboratories, Hercules, Estados Unidos)

(Green & Sambrook, 2012).

Amplificacion de la region ITS

La regidn ITS se amplificé con los cebadores ITS6 e ITS4 en un volumen final de 25
ML que incluy6é 100 ng de ADN gendmico, buffer de reaccion (KCI 50 mM; Tris-HCI 10
mM), dNTPs (0.2 mM cada uno), MgCl, (2.0 mM), 1 U de GoTaq Flexi DNA Polymerase
(Promega Corporation, Madison, Estados Unidos) y 0.4 yM de cada cebador. El perfil
térmico consistio en desnaturalizacion inicial a 95 °C por 3 min, seguida de 35 ciclos
de 95 °C por 30 s, alineamiento a 55 °C por 30 s y extension a 72 °C por 60 s, con

extension final a 72 °C por 10 min (Schoch et al., 2012).

Amplificacion del gen TEF-1a

El gen TEF-1a se amplific6 con los cebadores EF1-728F (5-
ATGGGTAAGGAGGACAAGAC-3) y EF1-986R (5"-
GGAGGTACCAGTGCATCATGTT-3') en un volumen final de 50 yL que incluy6 25 pL

de GoTaq Green Master Mix (Promega Corporation, Madison, Estados Unidos), 1 uL
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(10 yM) de cada cebador, 2 pyL de ADN (=100 ng) y agua libre de nucleasas hasta
completar el volumen. El perfil térmico consistié en 95 °C por 3 min, seguido de 35
ciclos de 95 °C por 30 s, 58 °C por 30 sy 72 °C por 60 s, con extension final a 72 °C

por 10 min (Mohd-Hafifi et al., 2024).

Purificacion y secuenciacién

Los productos de PCR se verificaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 1-
1.2% con marcador de 1 kb (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Estados Unidos),
documentados bajo luz UV en sistema Gel Doc XR (Bio-Rad Laboratories, Hercules,
Estados Unidos). Los amplificados se purificaron con el kit QIAquick PCR Purification
Kit (QIAGEN, Hilden, Alemania) siguiendo las instrucciones del fabricante y se
enviaron a secuenciacion capilar (Applied Biosystems 3730XL, Foster City, Estados

Unidos) (Green & Sambrook, 2012).

Secuenciacidn, edicion y analisis filogenético

Las secuencias se editaron por calidad y se ensamblaron a partir de las lecturas
forward y reverse para obtener una secuencia consenso por aislado en BioEdit v.7.0.5.
Las secuencias consenso ITS y TEF-1a se compararon mediante BLASTn contra la
base de datos de nucleotidos del NCBI, seleccionando como referencias las
secuencias con mayor similitud y cobertura (Camacho et al., 2009). Para el analisis
filogenético, las secuencias consenso junto con secuencias de referencia de GenBank
(Cuadro 1) se alinearon con el algoritmo ClustalW implementado en MEGA v.11. El
modelo de sustitucion nucleotidica se seleccion6 con jModelTest v.2.1 bajo el criterio
de informacion de Akaike (AIC). Los arboles filogenéticos se estimaron bajo inferencia

bayesiana con MrBayes v.3.2, con dos corridas independientes de cuatro cadenas
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durante 1,000,000 generaciones, muestreando cada 1,000 generaciones. El 25%
inicial de los arboles se descart6 como burn-in y el arbol consenso se genero a partir
de la distribucion de probabilidades posteriores (Ronquist et al., 2012). Las secuencias
consenso obtenidas fueron depositadas en la base de datos del NCBI GenBank bajo
los numeros de accesidon OP872891.1, OR249301.1 y OM489312.1 (ITS) y
OP954312.1, OR351290.1 y OM502189.1 (TEF-1a).

Resultados y discusién

Durante el muestreo en campo, las plantas de nochebuena de las variedades Subjibi,
Freedom Red y Prestige Red mostraron sintomas severos de marchitez, pérdida de
turgencia foliar y deterioro del vigor (Figura 1), coincidentes con la sintomatologia
descrita para infecciones por Fusarium en viveros de nochebuena a nivel internacional
(Orlikowski et al., 2007; Osuna-Cafizalez et al., 2018; Tilocca et al., 2019). Estos
sintomas son caracteristicos del dafio provocado por patdogenos vasculares del suelo
que interrumpen el flujo hidrico al colonizar el sistema radicular (Gordon, 2017). La
variedad Prestige Red exhibié mayor grado de marchitez y deterioro radicular en
comparacion con Subjibi y Freedom Red, sugiriendo diferencias en la susceptibilidad
intrinseca de cada genotipo frente al patogeno (Osuna-Canizalez et al., 2018), lo que
subraya la necesidad de implementar monitoreo preventivo diferenciado al cultivar esta

variedad bajo condiciones de alta humedad en vivero (Gullino et al., 2015).
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Figura 1. Expresion diferencial de sintomas de marchitamiento severo en tres
cultivares de nochebuena (Subjibi, Freedom Red y Prestige Red) debido a la infeccidn

por Fusarium oxysporum.

Caracterizacion morfolégica de los aislados

La cepa F1 en medio PDA mostré micelio aéreo abundante de textura algodonosa,
coloracién blanca con tenue centro rosado y pigmentos difusibles rosados hacia el
sustrato. Este morfotipo representa un patron clasico dentro del género Fusarium, cuya
plasticidad visual refleja la alta variabilidad natural de las poblaciones fungicas en
medios de cultivo (Leslie & Summerell, 2006). Microscdpicamente se identificaron hifas
hialinas septadas con monofialides cortas que sostenian abundantes microconidios
unicelulares ovalados agrupados en falsas cabezas (Figura 2). La presencia de
monofidlides cortas constituye el criterio morfolégico primario para distinguir F.
oxysporum de otras especies del género (Nelson et al., 1983).

La cepa F2 exhibi6 margenes algodonosos blanquecinos con centro fuertemente
tefiido de violeta a purpura y masiva acumulacion de pigmentos difusibles de color
violeta oscuro a borgofa en el reverso (Figura 2). Esta variabilidad fenotipica respecto

a F1 refleja la complejidad intrinseca del complejo, ya que la variabilidad morfolégica
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en cultivo es uno de los principales retos para la delimitacion de especies de Fusarium
(Wang et al.,, 2022). Microscopicamente destaco la presencia de clamidosporas
globosas de pared gruesa en posicion intercalar sobre hifas hialinas (Figura 2),
estructuras de resistencia que favorecen la persistencia del patdégeno en el suelo y
dificultan su manejo en cultivos ornamentales (Gordon, 2017; Gullino et al., 2015).

La cepa F3 presentd margenes algodonosos blanquecinos con zona central de
coloracioén violeta palida y extensa secrecion de pigmentos difusibles de tono violeta
oscuro a purpura en el reverso (Figura 2), patrén fenotipico que evidencia estrecha
afinidad con F2 y subraya la importancia de la caracterizacion cultural para agrupar
correctamente a los miembros del FOSC (Lombard et al., 2019). Ademas de
microconidios elipsoidales, se observaron macroconidios falcados multiseptados
(Figura 2), estructuras cuyo analisis conjunto con marcadores moleculares es clave

para la identificacion exitosa de cepas causantes de marchitez (Hoxha et al., 2024).

Figura 2. Caracterizacion cultural y microscopica de cepas de Fusarium oxysporum

(F1, F2 y F3) patogénicas en Euphorbia pulcherrima.
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Prueba de patogenicidad

Las plantas inoculadas con la suspensién de conidios desarrollaron sintomas tipicos
de marchitez vascular dentro del periodo de evaluacioén, incluyendo colapso foliar,
clorosis progresiva y notable reduccién del vigor, mientras que las plantas testigo
permanecieron completamente asintomaticas (Figura 3). La reproduccion fiel de estos
sintomas confirmo la capacidad patogénica del aislado in vivo y el cumplimiento de los
postulados de Koch. Este resultado es consistente con lo reportado por Soleha et al
.,(2022), quienes observaron sintomas de marchitez y clorosis en plantas inoculadas
con F. oxysporum en ensayos experimentales con acacia. La colonizacion del sistema
radicular seguida de invasion de los vasos del xilema interrumpe el transporte de agua
hacia la parte aérea, provocando la marchitez sistémica observada (Martinez-Soto et
al., 2023). Se observo ademas que la severidad de los sintomas no fue completamente
uniforme entre plantas inoculadas, lo cual puede asociarse a diferencias en la
susceptibilidad del hospedero y a la variabilidad patogénica intrinseca del aislado

(Taylor et al., 2019).
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Figura 3. Prueba de patogenicidad en plantas de nochebuena (Euphorbia

pulcherrima).

Analisis filogenético — region ITS

El analisis filogenético bayesiano basado en secuencias de la region ITS, bajo el
modelo de sustitucion HKY+G, mostré que los aislados F1, F2 y F3 se agruparon
dentro del clado correspondiente al Fusarium oxysporum species complex (FOSC),
estrechamente relacionados con secuencias de referencia de F. oxysporum y con
valores altos de probabilidad posterior en los nodos principales (Figura 4). Los tres
aislados se separaron claramente de otros linajes del género como F. solani, F.
verticillioides, F. proliferatum y F. culmorum, ubicados en clados externos bien
diferenciados. Esta segregacion coincide con estudios previos que demuestran que el
FOSC se estructura en clados mayores bien soportados que reflejan una historia
evolutiva compleja (Achari et al., 2020), y concuerda con lo sefialado por Husaini et al.

(2018), quienes demostraron que su delimitacion requiere evidencia filogenética
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robusta dado que la morfologia por si sola no distingue adecuadamente los linajes

internos.

La proximidad entre F1, F2 y F3 en el arbol ITS indica baja divergencia en esta region,
comportamiento congruente con la naturaleza conservada del marcador en miembros
estrechamente relacionados del complejo. Como sefialan Yu et al. (2023), la region
ITS permite ubicar aislamientos dentro de los principales grupos del género, aunque
su resolucion disminuye al intentar delimitar linajes internos dentro del FOSC, lo que
hace necesario el uso de marcadores adicionales con mayor poder discriminatorio.
Laurence et al. (2014) destacan ademas que la relacion entre patogenicidad,
hospedero y posicion filogenética no siempre es lineal, por lo que la agrupacion dentro
del FOSC confirma la identidad del complejo pero no implica por si sola la delimitacion

de una forma specialis especifica.

1.00 Fusarium verticillioides (PX372135.1 — ITS)
Fusarium proliferatum (MN638941.1 — ITS)
Fusarium acuminatum (PZ008294.1 — ITS)
Fusarium solani (MH582420.1 — ITS)
D Fusarium culmorum (PX574206.1 — ITS)
Fusarium sambucinum (MH854778.1 — ITS)
1.50 Fusarium pseudograminearum (PX370045.1 — ITS)
0.90 Fusarium torulosum (JF803660.1 — ITS)
Fusarium avenaceum (MW620135.1 — ITS)
0.90 Fusarium equiseti (HQ905458.1 — ITS) _

500 Aislado F1 (OP872891.1 — ITS)
4'5 Aislado F2 (OR249301.1 — ITS)
1.00 Aislado F3 (OM489312.1 — ITS)

0.08 Fusarium oxysporum (MZ496570.1 — ITS)
4'% Fusarium oxysporum (GQ497156.1 —ITS)
o.90r Fusarium oxysporum (JX036531.1 —ITS)

Fusarium oxysporum (JK747243.1 —ITS)

Penicillium chrysogenum (PX811100.1)
0.02 substitutions per site

lineages

0.98

Other Fusarium

Fusarium oxysporum
species comples
(FOSC)

Figura 4. Arbol filogenético bayesiano basado en secuencias de la region ITS.
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Analisis filogenético — gen TEF-1a

El analisis bayesiano basado en el gen del factor de elongacion de la traduccién 1-a
(TEF-1a) mostré mayor resolucion topologica que el arbol ITS, con separacién bien
definida entre el clado FOSC y otros linajes del género Fusarium (Figura 5). A
diferencia del arbol ITS, los tres aislados no se agruparon en un unico subclado
exclusivo: F1 se ubicd en una rama independiente estrechamente relacionada con una
secuencia de referencia del complejo, mientras que F2 y F3 formaron un subclado
propio con alto soporte de probabilidad posterior. Este patréon indica que, aunque los
tres aislados pertenecen inequivocamente al FOSC, presentan cierta diferenciacion
genética entre si que el marcador ITS no fue capaz de resolver, evidenciando la
superioridad del TEF-1a para detectar variacion genética interna dentro del complejo
(Wang et al., 2022).

La separacion parcial entre F1 y el subclado F2-F3 concuerda con lo reportado por
Achari et al. (2020) y Yu et al. (2023), quienes demuestran que el FOSC comprende
multiples linajes evolutivos estrechamente relacionados pero no homogéneos. La
presencia de esta diversidad genética entre aislados recuperados de viveros
geograficamente distintos —Morelos, Ciudad de México y Puebla— ha sido
documentada previamente por Gutiérrez-Sanchez et al. (2023) y Webb et al. (2012), y
sugiere la posible existencia de poblaciones genéticamente diversas del FOSC
circulando en la regién productora de nochebuena en México, con implicaciones
directas para el desarrollo de estrategias de manejo fitosanitario. En conjunto, la
integracion de los resultados de ambos arboles con la caracterizacion morfologica y

las pruebas de patogenicidad constituye el enfoque polifasico actualmente
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recomendado para la identificacion robusta de miembros del FOSC (Najafzadeh et al.,

2020; Summerell, 2019).

0.98 [ Fusarium culmorum (PV867328.1 — TEF1-a)

0.96 Fusarium sambucinum (MH866280.1 — TEF1-a) Eifior
Fusarium avenaceum (MW620134.1 — TEF1-a) Fusarium
ﬂ[[ Fusarium torulosum (MH571958.1 — TEF1-a) lineages
0.98 0.94L Fysarium pseudograminearum (PV907194.1 — TEF1-a)
0.95 1 Fusarium acuminatum (MW620115.1 — TEF1-a)
0.97 Fusarium equiseti (PX548787.1 — TEF1-a)
535 0.92 | Fusarium verticillioides (ON385439.1 — TEF1-a)
Fusarium proliferatum (PX780488.1 — TEF1-a)
1,00 Aislado F1 (OP954312.1 — TEF1-a)
0.94 Fusarium oxysporum (PX700860.1 — TEF1-a) Fusarium
0.99 _w[ Aislado F2 (OR351290.1 — TEF1-a) oxysporum
1.00 0.931 Aislado F3 (OM502189.1 — TEF1-0) species
1.00 Fusarium oxysporum (MN022430.1 — TEF1-a) complex
w[l- Fusarium oxysporum (PV980322.1 — TEF1-a) (FOSC)
b Fusarium oxysporum (PV980321.1 — TEF1-a)
190 £isarium solani (MH582400.1 — TEF1-c:) 0.02
199 penicillium chrysogenum (PP4075599.1 — TEF1-0:) Substitutions per site

Figura 5. Arbol filogenético bayesiano basado en secuencias del gen TEF-1a,
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Conclusiones

Mediante un enfoque integrador que incluyé caracterizacion morfoldgica, pruebas de
patogenicidad in vivo y analisis filogenéticos bayesianos, se identificé a Fusarium
oxysporum species complex (FOSC) como agente causal de la pudricion radicular en
plantas de nochebuena (Euphorbia pulcherrima) cultivadas en viveros del centro de
México. Los aislados F1, F2 y F3 presentaron las estructuras diagndsticas del género
microconidios ovalados, macroconidios falcados multiseptados y clamidosporas
intercalares y reprodujeron los sintomas de marchitez vascular en plantas sanas,
cumpliendo los postulados de Koch. Los analisis filogenéticos basados en ITS y TEF-
1a agruparon consistentemente a los aislados dentro del FOSC, con el marcador TEF-
1a evidenciando mayor resolucion y diversidad genética interna entre ellos. Este
trabajo constituye el primer registro de F. oxysporum como agente causal de pudricion
radicular en E. pulcherrima en México, aportando informacion etiolégica fundamental
para el desarrollo de estrategias de manejo fitosanitario orientadas a la proteccion de

este cultivo ornamental de alto valor econdmico.
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CAPITULO 1l

Tolerancia varietal de nochebuena(Euphorbia pulcherrima) a la marchitez
vascular inducida por Fusarium oxysporum

Michell Alexander Rios-Lira’, Victor Lopez-Martinez'™, Daniel Perales-Rosas? Iran
Alia-Tejacal’, Hilda Victoria Silva-Rojas®, Oscar Gabriel Villegas-Torres', Dagoberto
Guillén-Sanchez

ABSTRACT

Objective: To evaluate the susceptibility of three poinsettia varieties (Euphorbia
pulcherrima) to vascular wilt induced by Fusarium oxysporum under greenhouse
conditions. Design/methodology/approach: A completely randomized design was used
with three varieties (Prestige Red, Freedom Red, Sorbet White), two treatments
(inoculated, control), and 10 replicates. Roots were inoculated with 1x10°® conidia mL™"
of F. oxysporum. Height, diameter, biomass, chlorophyll content (SPAD), incidence,
and severity were evaluated and analyzed using ANOVA and Tukey's test (p<0.05).
Results: Significant differences were found; Prestige Red was highly susceptible (90%
incidence, 75% severity) with severe reductions in biomass and SPAD. Freedom Red
showed intermediate behavior. Sorbet White exhibited high tolerance (20% incidence,
10% severity), maintaining its morphophysiological integrity compared to the control
under predisposing conditions (temperature >28°C, humidity >85%). Limitations on
study/implications: The evaluation was restricted to three commercial cultivars in a
controlled environment. Results imply that varietal selection is crucial for productive
success against soil-borne pathogens. Findings/conclusions: A differential varietal
response was evidenced. Sorbet White demonstrated efficient tolerance, constituting a
viable agronomic alternative to reduce Fusarium wilt losses in intensive production.
Keywords: ornamental cultivars, wilt, biomass, SPAD, phytosanitary management.
RESUMEN

Objetivo: Se evalud la susceptibilidad de tres variedades comerciales (Prestige Red,
Freedom Red y Sorbet White) de nochebuena (Euphorbia pulcherrima Willd. ex
Klotzsch,) a la marchitez vascular inducida por Fusarium oxysporum bajo condiciones
de invernadero.

Diseiio/metodologia/aproximacion: Se utilizé un disefio completamente al azar con
tres variedades comerciales (Prestige Red, Freedom Red y Sorbet White), dos
tratamientos (inoculado y testigo) y 10 repeticiones por tratamiento, totalizando 60
unidades experimentales. Las plantas fueron inoculadas mediante heridas radiculares
e inmersidon de raices en una suspensiéon de 1 x 10° conidios mL™ de Fusarium
oxysporum durante cinco minutos. Se evaluaron parametros morfologicos (altura de
planta, diametro de tallo), de biomasa (peso fresco y seco aéreo y radical), fisiologicos
(contenido relativo de clorofila con medidor SPAD) e incidencia y severidad de
sintomas. Los datos se sometieron a analisis de varianza (ANOVA) y comparacion de
medias mediante prueba de Tukey (p < 0.05).
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Resultados: Se encontraron diferencias significativas entre variedades, Prestige Red
mostré la mayor susceptibilidad con 90% de incidencia y 75% de severidad,
acompafnada de reducciones severas en biomasa y contenido relativo de clorofila
(SPAD). Freedom Red exhibié un comportamiento intermedio. En contraste, Sorbet
White destacd por su alta tolerancia con apenas 20% de incidencia y 10% de
severidad, conservando su integridad morfofisiologica respecto a su testigo incluso
bajo temperaturas superiores a 28 °C y humedad relativa superior a 85%.
Limitaciones del estudio/implicaciones: Evaluacion restringida a tres cultivares en
ambiente controlado. Los resultados implican que la seleccion varietal es determinante
para el éxito productivo ante patdogenos edaficos.

Hallazgos/conclusiones: Se evidencido una respuesta diferencial varietal. Sorbet
White demostré una tolerancia eficiente, constituyendo una alternativa agronémica
viable para reducir pérdidas por fusariosis en produccion intensiva

Palabras clave: cultivares ornamentales, susceptibilidad, biomasa, SPAD, manejo
fitosanitario

INTRODUCCION

La nochebuena (Euphorbia pulcherrima Willd. ex Klotzsch) es una de las plantas
ornamentales en contenedor, de mayor importancia econdmica a nivel mundial, tan
solo en 2024 Estados Unidos reportd ventas por 209 millones de dolares (USDA
National Agriculture Statistics, 2024). La disponibilidad de distintas formas y colores de
las bracteas y tamafios de contenedor (Posadas et al., 2023) estimulan su demanda
en temporadas navidehas, facilitada por su produccion intensiva en viveros e
invernaderos (Daughtrey, 2016).

Las condiciones de alta humedad en el sustrato favorecen la aparicion de
enfermedades causadas por patégenos del suelo, entre los que destaca Fusarium
oxysporum, capaz de afectar severamente la calidad y supervivencia de las plantas
(Garibaldi & Gullino, 2016; Osuna-Canizalez et al., 2016), el conocimiento sobre la
respuesta diferencial de las variedades comerciales frente a este patdgeno es escaso.
Por lo tanto, el objetivo del presente estudio fue evaluar la tolerancia varietal de
nochebuena a la marchitez vascular inducida por Fusarium oxysporum, con el fin de
generar informacion que contribuya al desarrollo de estrategias de manejo integrado.

MATERIALES Y METODOS

El experimento se realizd en un invernadero tipo tunel con estructura metalica
galvanizada, cubierta de polietileno traslucido y ventilacion natural provista de malla
antiafidos, ubicado en Cuautla, Morelos, México (18°51'18.1" N, 98°58'40.0" O). Se
emplearon plantas de los cultivares Prestige Red, Freedom Red y Sorbet White
adquiridas del Vivero Nochebuena y Follajes de Morelos, localizado en Cuautla,
Morelos, México (18°51'35.6" N, 98°58'45.7" O). Al momento de la inoculacion, las
plantas se encontraban en etapa reproductiva, caracterizada por la presencia de
bracteas pigmentadas, condicion relevante ya que el estado fenolégico puede influir
en la respuesta de la planta frente a patdgenos vasculares (Garibaldi & Gullino, 2016).
Sustrato y monitoreo ambiental. Las plantas se desarrollaron en macetas de plastico
rigido de 15 cm de diametro (aproximadamente 6 pulgadas). Las plantas se
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establecieron en sustrato compuesto por tierra de hoja (70%), tezontle grueso (15%),
tezontle fino (10%) y agrolita (5%), en proporcion v/v. El sustrato fue esterilizado en
autoclave vertical automatico modelo FE-398 (Felisa, Zapopan, México) a 121 °C
durante 60 min en dos dias consecutivos, siguiendo metodologia estandar para la
eliminacién de patdégenos del suelo (Leslie & Summerell, 2006). La esterilidad se
verificd mediante siembra en medio PDA. Las condiciones ambientales de temperatura
y humedad relativa fueron registradas con un data logger GSP-6 (Elitech Technology
Inc., Shenzhen, China).

Obtencion y preparacion del inéculo. Fusarium oxysporum se aislé a partir de
tejidos radiculares con sintomas de necrosis recolectados en tres viveros comerciales:
Vivero Nochebuena y Follaje de Morelos (Cuautla, Morelos 18°51'35.3" N, 98°58'45.5"
0), Vivero San Marcos (Xochimilco, Ciudad de México; 19°15'31.1" N, 99°06'12.6" O)
y Viveros Hermanos Ledn (Atlixco, Puebla; 18°53'20.4" N, 98°24'57.2" O). Las raices
se lavaron con agua corriente, se cortaron fragmentos de 5 mm en la zona de transicion
entre tejido sano y necrotico con bisturi estéril, se desinfectaron en hipoclorito de sodio
al 1% durante 1 min, se enjuagaron dos veces con agua destilada estéril y se
sembraron en cajas Petri con PDA (Becton Dickinson, Sparks, Estados Unidos) e
incubadas a 25 °C durante 7 dias. Se obtuvieron cultivos puros mediante transferencia
de puntas de hifa y se conservaron a 4 °C (Nelson et al., 1983). La identificacion se
baso6 en caracteristicas morfologicas conforme a Leslie & Summerell (2006). Para la
preparacion del in6culo, se desarrollaron cultivos en PDB en agitador orbital MaxQ
4000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Estados Unidos) a 120 rom durante 72 h. La
concentracion se ajusté a 1 x 10° conidios mL™ mediante camara de Neubauer
Marienfeld Superior.

Disefio experimental e inoculacion. Se utilizé un disefio completamente al azar con
tres variedades, dos tratamientos (inoculado y testigo) y 10 repeticiones por
tratamiento, con un total de 60 unidades experimentales, siendo un contenedor
(maceta de 6 pulgadas) una unidad experimental. La inoculacion se realizé mediante
heridas radiculares de 5 mm y posterior inmersion de las raices en la suspension
fungica durante cinco minutos. Las plantas testigo fueron tratadas con agua destilada
estéril. Se aplico riego diario de 50 mL por planta y fertilizacion con NPK 20-20-20.
Variables evaluadas. Morfologia: la altura de planta se midi6é con regla graduada y el
diametro de tallo con calibrador Vernier digital Serie 500 (Mitutoyo Corp., Kawasaki,
Japon), registrados como indicadores del efecto del patégeno sobre el crecimiento
vegetal (Andersen et al., 2018).

Biomasa: peso fresco y seco de la biomasa aérea y radical se determiné en balanza
analitica Explorer EX224 (Ohaus Corp., Parsippany, Estados Unidos). Para la
obtencion del peso seco, las muestras se deshidrataron en estufa de aire forzado
modelo UN55 (Memmert GmbH + Co. KG, Schwabach, Alemania) a 65 °C hasta
alcanzar peso constante (Gullino et al., 2015).

Fisiologia: el contenido relativo de clorofila se evalu6 con medidor digital SPAD-
502Plus (Konica Minolta, Inc., Sakai, Japén) como indicador del estado fisiolégico bajo
infeccion (Abi Saad et al., 2022).

Incidencia y severidad: la incidencia (l) se determin6 como el porcentaje de plantas
con sintomas visuales de marchitez o necrosis mediante: | (%) = (n / N) x 100. La
severidad (S) se evalué semanalmente empleando una escala ordinal de seis niveles:
0 = planta sana sin sintomas; 1 = marchitez leve en menos del 25% del follaje; 2 =
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marchitez moderada en 25-50% del follaje; 3 = marchitez severa en 50-75% del follaje
con inicio de clorosis; 4 = colapso generalizado con necrosis en mas del 75% del
follaje; 5 = planta muerta. El indice de severidad se cuantific6 mediante la féormula de
McKinney: S (%) = [Z(v x n) / (V % N)] x 100.

Confirmacion de postulados de Koch: al término del ensayo se tomaron fragmentos de
raices con tejido necrotico de las plantas inoculadas. Las colonias recuperadas fueron
evaluadas microscopicamente, confirmando que sus caracteristicas morfologicas
correspondian al aislamiento original de F. oxysporum.

Analisis estadistico. Los datos se sometieron a analisis de varianza (ANOVA) y
comparacion de medias mediante la prueba de Tukey (p < 0.05), utilizando el software
SAS v.9.4 (SAS Institute Inc., Cary, Estados Unidos).

RESULTADOS Y DISCUSION

Condiciones ambientales. Durante el experimento, se registré temperatura media
cercana a 29 °C y humedad relativa de 80-91%, aspectos que favorecen el desarrollo
de la enfermedad; ya que ambientes calidos y humedos promueven la infeccion y el
avance de Fusarium Al-Tuwaijri (2015).

Variables morfolégicas y fisiolégicas. La inoculacion con Fusarium oxysporum
redujo significativamente el crecimiento, la biomasa y el contenido relativo de clorofila
en las variedades evaluadas, evidenciando un efecto negativo directo del patdégeno
sobre el desempefio morfofisiologico de las plantas (Cuadro 1, Figura 1). Este
comportamiento coincide con lo sefialado por Husaini et al. (2018), quienes describen
que la colonizacion de raices y vasos del xilema por F. oxysporum interfiere con el
transporte de agua y nutrientes, traduciéndose en marchitez, clorosis y reduccion del
crecimiento.

La respuesta fue significativamente distinta entre variedades: Prestige Red sufrié una
reduccion del 46% en su peso fresco aéreo (de 12.3 g a 6.6 g) y una disminucién del
51% en su peso seco radical. Mermas significativamente superiores a las registradas
en Sorbet White (Tabla 1).

La altura de planta fue afectada de manera diferencial por lainoculacion con F.
oxysporum. Prestige Red present6 la mayor reduccion, pasando de 42.0 cm en el
testigo a 28.5 cm en las plantas inoculadas (32%), seguida de Freedom Red con una
disminucién de 43.5 a 32.0 cm (26%). En contraste, Sorbet White mantuvo valores
estadisticamente similares entre plantas inoculadas (45.0 cm) y testigos (46.0 cm). La
reduccion en altura observada en Prestige Red y Freedom Red es consistente con los
efectos descritos por Andersen et al. (2018), quienes sefialan que la obstruccion
vascular ocasionada por patdgenos fungicos compromete el transporte de agua y
nutrientes, lo que se traduce en una menor elongacion celular y, consecuentemente,
en una reduccidn del crecimiento longitudinal de la planta. Esta respuesta es
caracteristica de hospederos susceptibles, donde la colonizacion del xilema por el
patdogeno genera una cadena de eventos fisiopatoldgicos que afecta el potencial
hidrico de la planta. Como sefiala Michielse & Rep (2009), la invasion de Fusarium
oxysporum genera una respuesta compleja en el hospedero, caracterizada por la
produccion de metabolitos secundarios toxicos y proteinas efectoras que interfieren
con los mecanismos de defensa del hospedero. En el caso particular de plantas
susceptibles como Prestige Red, esta interferencia es mas severa, lo que explica la
reduccion dramatica en altura. La menor elongacion observada en Prestige Red
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sugiere que, ademas de la limitacion hidrica directa causada por la obstruccion
vascular, el patdégeno actua sobre los reguladores del crecimiento, particularmente
inhibiendo la sintesis y translocacion de giberelinas, fitohormonas criticas para el
crecimiento vertical (Tuteja & Sopory, 2008). Este mecanismo es consistente con la
hipbtesis de que hospederos susceptibles presentan una menor capacidad para activar
rutas defensivas que contrarresten el dafio vascular ocasionado por el patégeno.

De manera analoga, el diametro de tallo mostré diferencias significativas entre
variedades. En Prestige Red se registré una reduccion del 43% (de 1.4 a 0.8 mm) y en
Freedom Red del 33% (de 1.5 a 1.0 mm), mientras que Sorbet White conservo valores
sin diferencia estadistica respecto a su testigo (1.6 vs 1.7 mm). La disminucion del
diametro de tallo refleja la limitacion en la acumulacion de tejido vascular secundario,
como consecuencia de la interferencia de F. oxysporum en el sistema vascular.
Husaini et al. (2018) documentaron que la colonizacion del xilema no solo restringe el
flujo hidrico, sino que también altera la sefalizacion hormonal implicada en el
crecimiento radial del tallo, particularmente las vias mediadas por auxinas y
giberelinas. La preservacion del diametro de tallo en Sorbet White refuerza la hipotesis
de una respuesta de defensa eficiente que limita la colonizacién vascular del patdégeno.
Desde una perspectiva mas amplia, la reduccion en el diametro de tallo es un indicador
de deterioro vascular severo, ya que el crecimiento secundario del tallo depende
directamente de la integridad del cambium vascular y de la funcionalidad de los
elementos vasculares. En hospederos susceptibles como Prestige Red, el patégeno
induce la formacién de tilosis y la acumulacion de gomas en los vasos del xilema, lo
que obstruye completamente el transporte hidrico ascendente, privando a los tejidos
meristematicos del tallo del agua necesaria para la expansion celular (Yadeta &
Thomma, 2013). Esta obstruccion vascular también reduce significativamente la
translocacidon de nutrientes desde las raices hacia los érganos aéreos, limitando la
disponibilidad de carbohidratos y otros compuestos esenciales para la sintesis de
nuevas células. En consecuencia, el cambium vascular produce una menor cantidad
de células xilematicas y floematicas, reflejandose en un decremento observable del
diametro del tallo. El patron de respuesta diferencial entre variedades evidencia que la
susceptibilidad o tolerancia a Fusarium esta genéticamente determinada y que
variedades como Sorbet White han probablemente desarrollado, a través de la
seleccion natural o artificial, mecanismos de contencion del patégeno que restringen
su propagacion vascular. Estos mecanismos podrian incluir una mas rapida activacion
de respuestas de hipersensibilidad (HR), la acumulacion estratégica de compuestos
fendlicos antimicrobianos, o una menor susceptibilidad a los factores de virulencia del
patégeno codificados por genes SIX (Secreted In Xylem) (Ma et al., 2013). El
mantenimiento de un diametro de tallo cercano al control en Sorbet White, incluso bajo
presencia del patdgeno, tiene implicaciones comerciales significativas, ya que este
parametro afecta la resistencia mecanica del tallo y su capacidad para soportar el peso
de las bracteas pigmentadas sin rizarse o quebrarse.

El sobresaliente desempeio de Sorbet White, que conservé sus valores de biomasa
sin diferencias estadisticas respecto a su testigo, sugiere que esta variedad posee
mecanismos de tolerancia altamente eficientes. Este hallazgo es congruente con
Sakane et al. (2024), quienes sefialan que la actividad de Fusarium depende en gran
medida de factores de virulencia como la secrecién de proteinas efectoras codificadas
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por genes SIX (Secreted In Xylem), cuya interaccion con el sistema inmune del
hospedero determina la compatibilidad o resistencia de la interaccion patosistema.

Cuadro 1. Effect of inoculation with Fusarium oxysporum on morphological variables,
and chlorophyll content in three poinsettia varieties.

Treatment Height (cm) Stem Shoot fresh  Root fresh ~ SPAD
diameter weight () weight ()
(mm)

Prestige Red 28.5+1.2d* 0.8+01d 6.6+£05d 21+02d 21.5+0.8d
(inoculated)

Prestige Red 42.0+15b 14+01b 123+08b 43+03b 325x09b
(control)

FreedomRed 32.0+1.3c 1.0+x01c 85+06c 28+02c 250+x09c
(inoculated)

Freedom Red43.5+16b 15+01b 13.0+£09b 45+03b 33.0+x10b
(control)

Sorbet White 45.0+t14a 16+0.1a 145+09a 50+03a 339%x1.0a
(inoculated)

Sorbet White 46.0+1.5a 1.7+0.1a 150+1.0a 52+04a 345+11a

(control)
Ccv 3.5 4.2 5.1 4.8 3.2
LSD 2.1 0.15 1.2 0.4 1.5

*Means followed by different letters within the same column are significantly different
(p < 0.05, Tukey).

La afectacion del estado fisiologico, reflejada en la caida del contenido relativo de
clorofila (SPAD), puede analizarse con base en Beccari et al. (2022), quienes sefialan
que Fusarium es capaz de suprimir las defensas vegetales mediante mecanismos
moleculares complejos. Prestige Red y Freedom Red mostraron mayor reduccién en
esta variable con respecto a su testigo sin inoculacion; mientras que Sorbet White la
infeccion por este patégeno no altero los valores de esta variable (Tabla 1).

Cuadro 2.. Incidence and severity of vascular wilt caused by Fusarium oxysporum in
three commercial poinsettia varieties under greenhouse conditions.

Treatment Incidence (%) Severity (%)
Prestige Red inoculated 90.0+22a 750+20a
Freedom Red inoculated 60.0+2.0b 40.0+1.8b
Sorbet White inoculated 200+x15¢c 10.0+1.2c
Control (all varieties) 0.0+0.0d 0.0+0.0d
Ccv 15 20

LSD 12.35 10.12

*Means followed by different letters within the same column are significantly different
(p < 0.05, Tukey).
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Incidencia y severidad. La inoculacion con F. oxysporum genero diferencias
significativas (p < 0.05) en la incidencia y severidad de la marchitez vascular entre las
variedades evaluadas (Tabla 2). Las plantas testigo no presentaron sintomas en
ninguna variedad, lo que confirma la ausencia de infeccion natural y valida el método
de inoculacién empleado. Prestige Red registrdé la mayor incidencia (90%) y severidad
(75%), seguida de Freedom Red con valores intermedios (60% y 40%,
respectivamente), mientras que Sorbet White presentd los valores mas bajos (20% y
10%), indicando un comportamiento tolerante frente a la infeccion (Table 2).

Estas diferencias coinciden con lo reportado por Nafula et al. (2021), quienes
documentaron variabilidad significativa en la respuesta de distintos cultivares de Vigna
subterranea L., frente a F. oxysporum, atribuyendo este comportamiento a la base
genética del hospedero.

CONCLUSIONES

Los resultados del presente estudio demuestran la existencia de diferencias
significativas en la susceptibilidad de tres variedades comerciales de nochebuena a la
marchitez vascular causada por Fusarium oxysporum, bajo condiciones de
invernadero. Prestige Red resultdé altamente susceptible, presentando los valores
maximos de incidencia (90%) y severidad (75%), con reducciones drasticas en
biomasa, diametro de tallo y contenido relativo de clorofila. Freedom Red exhibié un
comportamiento intermedio frente a la infeccion. En contraste, Sorbet White destacé
por su sobresaliente tolerancia, restringiendo la incidencia al 20% y la severidad al
10%, conservando la integridad de sus parametros morfofisioldgicos, incluso bajo
condiciones ambientales predisponentes. Por lo tanto, la seleccion de genotipos
tolerantes como Sorbet White constituye una estrategia agronémica fundamental,
econdmicamente viable y ecoldgicamente sostenible para el manejo integrado de la
fusariosis en zonas productoras con alto riesgo fitosanitario.
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CAPITULO IV

Control in vitro e in vivo de Fusarium oxysporum en nochebuena con tratamientos
alternativos

Resumen

El cultivo comercial de nochebuena (Euphorbia pulcherrima Willd. ex Klotzsch) es
afectado por Fusarium oxysporum, agente causal de la pudricidn radicular que provoca
graves pérdidas econdmicas en viveros. Con el objetivo de evaluar la eficacia de
tratamientos quimicos, biologicos y extractos vegetales para su control, se llevo a cabo
una investigacion en 2024 bajo condiciones controladas de invernadero utilizando la
variedad Prestige Red. Se evaluaron tiofanato de metilo, Trichoderma harzianum vy
extracto acuoso de neem y acido salicilico, mediante ensayos in vitro e in vivo. En
pruebas in vitro se analiz6 el crecimiento radial del hongo en medio PDA bajo un disefio
completamente al azar con 10 repeticiones. En pruebas in vivo se inocularon plantas
en etapa vegetativa (20-30 cm de altura, 8-12 hojas verdaderas) con conidios del
hongo (1 x 10° conidios mL™") y se evaluaron semanalmente variables morfolégicas y
fitopatoldgicas. Los datos se analizaron con ANOVA y prueba de Tukey (p < 0.05). El
acido salicilico a 150 mg L™ resultd el tratamiento mas efectivo, reduciendo la
incidencia a 30 % y la severidad a 20 %, ademas de promover el crecimiento vegetal.
Trichoderma harzianuma 2.0 g L™y el tiofanato de metilo a 1.5 g L™ mostraron eficacia
comparable. Se concluye que el acido salicilico representa una alternativa

prometedora para el manejo integrado y sostenible de F. oxysporum en nochebuena.
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Palabras clave: Trichoderma harzianum, acido salicilico, biocontrol, inhibicion

micelial, manejo integrado.

Abstract

Commercial poinsettia (Euphorbia pulcherrima Willd. ex Klotzsch) cultivation is
significantly impacted by Fusarium oxysporum, the causal agent of root rot, resulting in
substantial economic losses in nurseries. To evaluate the efficacy of chemical,
biological, and botanical treatments for disease control, a study was conducted in 2024
under controlled greenhouse conditions using the Prestige Red variety. Methyl
thiophanate, Trichoderma harzianum, and aqueous extracts of neem and salicylic acid
were assessed through in vitro and in vivo assays. In vitro tests analyzed fungal radial
growth on PDA medium under a completely randomized design with 10 replicates. In
vivo trials evaluated morphological and phytopathological variables weekly in plants at
vegetative stage (20-30 cm height, 8-12 true leaves) inoculated with a conidial
suspension (1 x 10°® conidia mL™"). Data were analyzed using ANOVA and Tukey's test
(p < 0.05). Salicylic acid at 150 mg L™ was the most effective treatment, reducing

incidence to 30 % and severity to 20 %, while also promoting plant growth.

Keywords: Trichoderma harzianum, salicylic acid, biocontrol, mycelial inhibition,

integrated management.
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Introduccion

La nochebuena (Euphorbia pulcherrima Willd. ex Klotzsch) es una de las plantas
ornamentales de mayor importancia econoémica a nivel mundial, debido a su alta
demanda en temporadas festivas y su produccién intensiva en viveros e invernaderos
(Garibaldi et al., 2016). Estas condiciones favorecen la aparicién de enfermedades
causadas por patdgenos del suelo, entre los que destaca Fusarium oxysporum,
reconocido como una de las principales limitantes en la produccion de ornamentales
(Sumera et al., 2023; Akram et al., 2018). La eficacia de los fungicidas convencionales
es ademas variable segun el aislamiento del hongo (Jimenez et al., 2018), lo que ha
impulsado el desarrollo de estrategias sostenibles como el uso de Trichoderma
harzianum (Yadav et al., 2024; Kumari et al., 2020) y extractos vegetales (Khanna et
al., 2021; Chanu et al., 2024). El acido salicilico actua como inductor de la resistencia
sistémica adquirida (SAR), fortaleciendo los mecanismos de defensa de la planta
huésped (Abou-Zeid et al., 2018; Rivas-Garcia et al., 2020). El objetivo del presente
estudio fue evaluar la eficacia de estos tratamientos en condiciones in vitro e in vivo,
con el fin de identificar alternativas viables para el manejo integrado de F. oxysporum

en viveros de nochebuena del centro de México.
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Materiales y Métodos

El experimento se llevd a cabo en 2024 en un invernadero tipo tunel ubicado en
Cuautla, Morelos, México (18°51'18.1" N, 98°58'40.0" O). Se utilizaron plantas de
Euphorbia pulcherrima Willd. ex Klotzsch variedad Prestige Red en etapa vegetativa
(20-30 cm de altura, 8-12 hojas verdaderas). El sustrato se esterilizé en autoclave a
121 °C durante 60 min en dos dias consecutivos, verificando la esterilidad mediante
siembras en medio PDA (Gonzalez-Pérez et al., 2017). El aislado de Fusarium
oxysporum se obtuvo de raices sintomaticas de viveros comerciales e identifico por
caracteristicas morfologicas conforme a Leslie y Summerell (2006). El indculo se ajusto

a 1 x 10°® conidios mL™" con camara de Neubauer.

Ensayos in vitro

Se evaluaron cuatro tratamientos: tiofanato de metilo (Topsin® M 70WP), Trichoderma
harzianum (Trianum-P®), extracto acuoso de neem y acido salicilico, a tres
concentraciones cada uno (Tabla 1), bajo un disefio completamente al azar con 10
repeticiones (n = 120). Los tratamientos se incorporaron al medio PDA antes de
solidificarse. Cada caja Petri (90 mm) se inocul6 al centro con un disco de cinco mm
de micelio activo. El crecimiento radial se midi6é cada 24 h con vernier digital. EI PICM

se calcul6é como: PICM = [(Dc - Dt) / Dc] x 100.

Cuadro 3. Concentraciones utilizadas en los tratamientos evaluados in vitro contra

Fusarium oxysporum.
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Tratamiento Dosis baja (ppm) Dosis media (ppm) Dosis alta (ppm)
Tiofanato de metilo 700 1400 2 800
Trichoderma harzianum 30 60 100

Extracto de neem 250 500 1 000

Acido salicilico 100 500 1500

Ensayos in vivo

Se utilizaron 72 plantas en etapa vegetativa (20-30 cm de altura, 8-12 hojas
verdaderas) distribuidas en 12 tratamientos (cuatro productos x tres concentraciones),
con seis plantas por tratamiento (Tabla 2). Las raices fueron heridas con bisturi estéril

e inoculadas por inmersion durante 15 min. Los datos se analizaron con ANOVA y

comparacion de medias con Tukey (p < 0.05) en SAS v.9.1.

Cuadro 4. Concentraciones, volumenes y frecuencias de aplicacion de los

tratamientos in vivo.

Tratamiento Dosis Volumen/maceta Frecuencia
Tiofanato de metilo 0.5-1.5gL 500 mL Cada 15 dias
Trichoderma harzianum 0.5-2.0gL™" 500 mL Cada 15 dias
Extracto de neem 25-100 mL L™ 100 mL Semanalmente
Acido salicilico 50-150 mg L* 200 mL Cada 15 dias
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Resultados

Ensayos in vitro. Se observaron diferencias altamente significativas (p < 0.05) entre
tratamientos en el PICM y diametro de la colonia de F. oxysporum (Tabla 3, Figura 1).
El acido salicilico a 100 ppm fue el mas efectivo con 71.23 £ 1.18 % de inhibicion y
diametro micelial de 20.00 £ 1.50 mm, en contraste con el testigo (80.00 + 1.60 mm;
0.20 £ 0.10 %). Las dosis de 150 y 500 ppm mostraron alta eficacia (66.15 % y 64.26
%) sin diferencias estadisticas entre si. El tiofanato de metilo a 50 ppm alcanz6 65.70
+ 3.65 % con disminucion a dosis mayores. Trichoderma harzianum mostré
comportamiento dependiente de la concentracién (maximo 57.75 £ 2.00 % a 100 ppm).

El extracto de neem fue mas efectivo a 250 ppm (60.71 £ 1.35 %).

Cuadro 5 . Efecto de tratamientos sobre el crecimiento micelial de Fusarium

oxysporum en condiciones in vitro.

Tratamiento Inhibicion micelial (%) Diametro micelial (mm)

Acido salicilico 100 ppm 71.23+1.18 a 20.00+£1.50 f
Acido salicilico 150 ppm 66.15 + 0.88 ab 21.00+1.40f
Tiofanato de metilo 50 ppm 65.70 £ 3.65 ab 25.00 £ 1.50 de

Acido salicilico 500 ppm

Neem 250 ppm

Tiofanato de metilo 150 ppm
Trichoderma harzianum 100 ppm
Trichoderma harzianum 60 ppm
Tiofanato de metilo 100 ppm
Neem 500 ppm

Trichoderma harzianum 30 ppm
Neem 1 000 ppm

Testigo

64.26 + 2.00 bc
60.71 +1.35 cd
60.54 + 2.59 cd
57.75+2.00 de
55.00  3.65 efg
54.85 + 2.84 efg
53.35+1.90fg
50.60+4.30 g
50.14 £ 1.14 g
0.20+0.10h

22.50 £ 1.30 ef
24.00 £ 1.00 de
28.00 +1.70 bed
29.00 + 1.50 bcd
26.00+1.80 cd
30.00£2.00 b
31.00 = 1.60 bc
32.00+2.30b
33.00+2.10b
80.00 + 1.60 a
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Letras distintas en la misma columna indican diferencias significativas (p < 0.05,

Tukey).

Tiofanato de metilo 50 ppm

Acido salicilico 100 ppm Acido salicilico 150 ppm Acido salicilico 500 ppm

Trichoderma harzianum 100 Trichoderma harzianum 60 ppm

Neem 500 ppm

Tiofanato de metilo 100 ppm

Figura 1. Efecto de tratamientos quimicos, biolégicos y naturales sobre el crecimiento

micelial de Fusarium oxysporum en condiciones in vitro.

Ensayos in vivo — crecimiento vegetativo. Las diferencias entre tratamientos fueron
significativas (p < 0.05) para todas las variables evaluadas (cuadro 6). EI mayor
crecimiento en altura se observé con tiofanato de metiloa 1.5g L™ (50.0 £ 2.2 cm)y
acido salicilico a 150 mg L™ (49.5 = 2.1 cm). Trichoderma harzianum a 2.0 g L™
alcanz6 49.0 £ 2.1 cm y area de bracteas de 3 100 + 150 cm?. El testigo registro los

valores mas bajos (40.0 £ 1.5 cm).
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Cuadro 6. Efecto de tratamientos sobre el crecimiento vegetativo de Euphorbia

pulcherrima en condiciones de invernadero.

Altura (cm) Area foliar (cm?) Area de bracteas (cm?)
Tratamiento
Tiofanato de metilo 1.5 g L™ 50.0+22a 2500+ 125a 3200+160a
Acido salicilico 150 mg L 495+2.1a 2500+120a 3200+ 150 a
Trichoderma harzianum 2.0 gL' 49.0 + 2.1 ab 2450+ 120 ab 3100 + 150 ab
Tiofanato de metilo 1.0 g L™ 48.0+2.1b 2400+120b 3000+ 150b
Neem 100 mL L™ 48.5+2.0b 2400+ 115b 3050+145b
Acido salicilico 100 mg L 46.5+19b 2300+ 110b 2950+ 140b
Trichoderma harzianum 1.0 gL~ 47.0+2.0b 2350+115b 2950+145b
Testigo 400+15e 1800+90¢ 2500+ 120¢
Ccv 1.5 100 120
DMS 3 4 5

Letras distintas en la misma columna indican diferencias significativas (p < 0.05,
Tukey).

Ensayos in vivo — incidencia y severidad. Se observaron diferencias significativas
(p = 0.05) entre tratamientos (Tabla 5, Figura 2). El acido salicilico a 150 mg L™ fue el
mas efectivo, reduciendo la incidencia a 30.0 % y la severidad a 20.0 %, frente al
testigo (90.0 % y 80.0 % con colapso total). Trichoderma harzianum a 2.0 g L™ y el
tiofanato de metilo a 1.5 g L™" mostraron eficacia comparable. Los extractos de neem
presentaron la menor eficacia.

Cuadro 7. Incidencia y severidad de Fusarium oxysporum en Euphorbia pulcherrima

bajo diferentes tratamientos en condiciones de invernadero.

Tratamiento Incidencia (%) Severidad (%)
Acido salicilico 150 mg L 300£1.1a 200+1.7a
Trichoderma harzianum 2.0 g L™ 33.0+1.6ab 28.0+ 1.4 ab
Tiofanato de metilo 1.5 g L™ 340+1.7a 290+14a
Acido salicilico 100 mg L 350+1.2ab 25.0+1.8ab
Tiofanato de metilo 1.0 g L™ 400+ 15D 350+2.1b
Acido salicilico 50 mg L™! 40.0£1.3b 30,0+19b
Trichoderma harzianum 1.0 g L™ 45.0+ 1.8 bc 37.0+£2.2bc
Trichoderma harzianum 0.5 g L™ 500+£19¢c 40.0£23¢c
Neem 100 mL L™ 500£19c¢ 40.0£23¢
Neem 25 mL L™ 60.0+2.0d 50.0+2.5d
Testigo 90.0+22¢ 80.0+3.0¢
(0)% 15 20

DMS 12.35 10.12
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Letras distintas en la misma columna indican diferencias significativas (p < 0.05,

Tukey).

Acido salicilico 150 mg L~ Trichoderma harzianum 2.0g L~  Tiofanato de metilo 1.5 g L Neem 100 mL L!

Ajo 900 mL L+

Testigo

Figura 2. Efecto de tratamientos sobre el desarrollo de Euphorbia pulcherrima
inoculada con Fusarium oxysporum en condiciones de invernadero. Se observa el
vigor conservado en plantas tratadas con acido salicilico 150 mg L™, Trichoderma
harzianum 2.0 g L™, tiofanato de metilo 1.5 g L™y neem 100 mL L™, en contraste con

el colapso total del testigo y el severo deterioro del testigo sin tratamiento 900 mL L™.
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Discusion

La superioridad del acido salicilico puede atribuirse a su funcién como inductor de la
SAR, activando respuestas defensivas como la produccion de fitoalexinas y
lignificacion de tejidos (Rivas-Garcia et al., 2020). Abou-Zeid et al. (2018) reportaron
severidad de apenas 21.6 % en plantas tratadas con acido salicilico, consistente con
los valores del presente estudio. Zian et al. (2019) demostraron que la combinacién de
acido salicilico con agentes de biocontrol mejora el control de la enfermedad. Singh et
al. (2021) documentaron que este compuesto también mejora procesos fisiologicos
como la expansion celular y la fotosintesis, explicando los incrementos en altura y area
foliar observados.

La eficacia del tiofanato de metilo concuerda con Mihajlovi¢ et al. (2021), quienes
documentaron hasta 83 % de control en plantas de pimiento. Sin embargo, la
disminucién de efectividad a dosis altas puede estar relacionada con resistencia de F.
oxysporum a benzimidazoles (Akram et al., 2018; Zhao et al., 2019).

Trichoderma harzianum mostro eficacia dependiente de la concentracion comparable
al fungicida sintético a la dosis mas alta. Yadav et al. (2024) reportaron hasta 64 % de
inhibicion micelial, Massoud et al. (2020) documentaron hasta 85 % en laboratorio, y
Kumari et al. (2020) evidenciaron su efectividad en campo. Los extractos de neem
mostraron eficacia moderada (Khanna et al., 2021; Hossain et al., 2013)., 2024;

Masangcay y Galian, 2021).
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Conclusiones

El 4cido salicilico a 150 mg L™ constituyo el tratamiento mas efectivo para el control
de Fusarium oxysporum en nochebuena, reduciendo la incidencia a 30 % vy la
severidad a 20 %, ademas de promover el crecimiento vegetal mediante activacion de
la SAR. Trichoderma harzianuma 2.0 g L™y el tiofanato de metilo a 1.5 g L™ mostraron
eficacia comparable. Los extractos de neem presentaron actividad antifungica

moderada con potencial de integracion en estrategias de manejo integrado.

Literatura Citada

Abou-Zeid M. N., Mahmoud N. y Saleh R. 2018. Effect of biotic and abiotic applications
on control of Fusarium wilt of pepper plants. Egyptian Journal of Phytopathology.

46(1):1-18.

Akram S., Khan S., Khan M. F., Khan H., Tariq A., Umar U. y Gill A. 2018. Antifungal

activity of different systemic fungicides against Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici.

Pakistan Journal of Phytopathology. 30(1):23-30.

Amini J. y Sidovich D. F. 2010. The effects of fungicides on Fusarium oxysporum f. sp.

lycopersici. Journal of Plant Protection Research. 50(2):172-178.

52



Bertetti D., Garibaldi A., Rizzo V. y Gullino M. L. 2024. Inoculation techniques for
evaluating biocontrol efficacy against Fusarium spp. in ornamental crops. European

Journal of Plant Pathology. 170(1):4-12.

Chanu W. T., Sinha B., Chakrapani K., Thangjam B., Chaurasia N. K. y Singh H. 2024.
Eco-friendly management of Fusarium oxysporum f. sp. pisi using plant extracts.

Journal of Mycopathological Research. 62(1):45-53.

Contreras-Cornejo H. A., Macias-Rodriguez L., Alfaro-Cuevas R. y Lépez-Bucio J.
2017. Trichoderma spp. aumenta la biomasa foliar en plantas ornamentales. Revista

Mexicana de Fitopatologia. 35(1):45-58.

El-Nagar A., Elzaawely A., El-Zahaby H., Xuan T., Khanh T., Gaber M., EI-Wakeil N.,
El-Sayed Y. y Nehela Y. 2023. Benzimidazole derivatives suppress Fusarium wilt

disease. Journal of Fungi. 9(2):156.

Garibaldi A., Gilardi G. y Gullino M. L. 2016. Fusarium oxysporum as a pathogen of

ornamental plants. Journal of Plant Pathology. 98(1):25-34.

Gonzalez-Pérez R., Martinez-Luna A., Gomez-Gémez C. y Herrera-Rodriguez J. 2017.

Evaluacion microbioldgica de sustratos mediante siembra en PDA. Revista Mexicana

de Microbiologia. 43(2):105-112.

53



Harman G. E., Petzoldt R., Comis A. y Chen J. 2019. Plant growth promotion

mechanisms by Trichoderma spp. Plant Disease. 103(2):150-162.

Hossain M., Hossain N., Sultana F., Islam S., Islam M. y Bhuiyan M. K. A. 2013.
Integrated management of Fusarium wilt of chickpea. African Journal of Biotechnology.

12(34):4699-47086.

Jimenez D. R., Ellis M. L., Munkvold G. y Leandro L. 2018. Isolate-cultivar interactions
and fungicide sensitivity of Fusarium oxysporum isolates on soybean. Plant Disease.

102(10):1928-1937.

Khanna A., Raj K. y Kumar P. 2021. Role of plant extracts and bio-agents in Fusarium

wilt management. Legume Research. 44(8):965-971.

Kumari M., Sharma K. y Sharma O. 2020. Biointensive management of wilt disease of

lentil through biocontrol agents. Journal of Biological Control. 34(2):112—-118.

Leslie J. F. y Summerell B. A. 2006. The Fusarium laboratory manual. Blackwell

Publishing. lowa, Estados Unidos. 388 p.

Lépez-Bucio J., Garcia-Sanchez J., Cruz-Ramirez A. y Herrera-Estrella L. 2018.

Relacion entre area foliar y absorcion de nutrientes en condiciones de estrés biotico.

Revista de Ciencias Agricolas. 33(2):115-126.

54



Masangcay T. D. y Galian J. L. 2021. Efficacy of fermented garlic-based biopesticide
against Fusarium wilt. Mountain Journal of Science and Interdisciplinary Research.

81(1):55-64.

Massoud M., Kordy A., Abdel-Mageed A. A., Heflish A. y Sehier M. 2020. Impact of
chitosan and Trichoderma harzianum against Fusarium wilt of strawberry. Egyptian

Journal of Biological Pest Control. 30(1):88.

Mihajlovi¢ M., Rekanovic E., Hrusti¢ J., Grahovac M. y Tanovi¢ B. 2021. In vitro and in
vivo toxicity of fungicides and biofungicides for the control of Verticillium and Fusarium

wilt of pepper. Pesticidi i fitomedicina. 36(1):35—44.

Mora-Montes H. M., Gonzalez-Pedrajo B. y Ortega-Beltran A. 2021. Mecanismos de
accion de Trichoderma harzianum frente a Fusarium spp. Fitotecnia Mexicana.

44(4):399-408.

Rivas-Garcia T., Ramirez-Suarez R., Bautista-Bafios S. y Sanchez-Vazquez J. E.

2020. Activacion de la resistencia sistémica por acido salicilico contra Fusarium

oxysporum. Revista Fitotecnia Mexicana. 43(2):129-136.

Shin S., Jeong Y., Kim S. y Kim H. 2023. Efficacy of Bacillus spp. and Trichoderma

spp. against root diseases. Journal of Microbial Biotechnology. 33(5):455-467.

55



Singh P., Mishra S. y Tripathi D. K. 2021. Role of salicylic acid in plant growth and

stress tolerance. Journal of Plant Growth Regulation. 40(3):1285-1301.

Sumera A., Ahmed M., Yousaf M. y Khan A. 2023. Impact of excessive fungicide use

on fungal resistance. Pakistan Journal of Phytopathology. 35(1):13-22.

Yadav J., Singh R., Singh S., Maurya M. y Kumar J. 2024. Bio-efficacy of different plant
leaf extracts and bio-control agents against Fusarium oxysporum. International Journal

of Advanced Biochemistry Research. 8(3):215-221.

Zhao H., Zhang W., Xie Y. y Xu X. 2019. Mechanisms of Fusarium oxysporum

resistance to methyl thiophanate. Journal of Agricultural and Food Chemistry.

67(7):1852-1858.

Zian A., EI-Gendy H. y Shehata H. 2019. Enhancing biocontrol agents by salicylic acid

for controlling wilt diseases. Egyptian Journal of Phytopathology. 47(2):89—102.

56



CAPITULO V
Efecto de diferentes fuentes de acido salicilico sobre el crecimiento micelial de

Fusarium oxysporum in vitro

Resumen

Fusarium oxysporum es uno de los principales patogenos fungicos del suelo que afecta
el cultivo de nochebuena (Euphorbia pulcherrima Willd. ex Klotzsch), provocando
pudricion radicular y marchitez vascular con graves consecuencias economicas en
viveros. El acido salicilico (SA) es reconocido como un inductor de resistencia
sistémica adquirida (SAR) en plantas y ha mostrado ademas actividad antifungica
directa. Sin embargo, su eficacia puede variar segun la fuente comercial empleada.
Con el objetivo de evaluar el efecto de tres fuentes de acido salicilico —SA puro grado
USP, Sedarine® y Aspirina® (Bayer 500 mg)— sobre el crecimiento micelial de F.
oxysporum en condiciones in vitro, se llevd a cabo un experimento bajo un disefio
completamente al azar con tres concentraciones (50, 100 y 150 ppm) y 10 repeticiones
por tratamiento (n = 100). EI SA puro a 100 ppm resulté el tratamiento mas efectivo
con 75.00 = 1.2 % de inhibicion y diametro micelial de 22.00 + 1.3 mm, superando
significativamente a las fuentes comerciales. Se concluye que el SA puro grado USP
es la fuente mas eficaz y econdmica para inhibir F. oxysporum in vitro, con

implicaciones relevantes para el manejo fitosanitario de nochebuena.

Palabras clave: Euphorbia pulcherrima, inhibicidon micelial, resistencia sistémica

adquirida, Sedarine®, Aspirina®.
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Abstract

Fusarium oxysporum is one of the main soil-borne fungal pathogens affecting poinsettia
(Euphorbia pulcherrima Willd. ex Klotzsch) cultivation, causing root rot and vascular
wilt with severe economic consequences in nurseries. Salicylic acid (SA) is recognized
as an inducer of systemic acquired resistance (SAR) in plants and has also shown
direct antifungal activity; however, its efficacy may vary depending on the commercial
source used. To evaluate the effect of three salicylic acid sources —pure USP-grade
SA, Sedarine®, and Aspirin® (Bayer 500 mg)— on the mycelial growth of F. oxysporum
under in vitro conditions, an experiment was conducted using a completely randomized
design with three concentrations (50, 100, and 150 ppm) and 10 replicates per
treatment (n = 100). Pure SA at 100 ppm was the most effective treatment, achieving
75.00 £ 1.2 % inhibition and a mycelial diameter of 22.00 £ 1.3 mm, significantly
outperforming commercial sources. It is concluded that pure USP-grade SA is the most

effective and cost-efficient source for inhibiting F. oxysporum in vitro.

Keywords: Euphorbia pulcherrima, mycelial inhibition, systemic acquired resistance,

Sedarine®, Aspirin®.
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Introduccion

La nochebuena (Euphorbia pulcherrima Willd. ex Klotzsch)es una de las plantas
ornamentales de mayor importancia economica a nivel mundial, con alta demanda
durante la temporada navidefia y produccion intensiva en viveros e invernaderos. No
obstante, su cultivo se ve severamente amenazado por enfermedades fungicas del
suelo, entre las que destaca la marchitez vascular causada por Fusarium oxysporum.
Este patdgeno coloniza el sistema vascular radicular interrumpiendo el transporte de
agua y nutrientes, lo que provoca sintomas progresivos de clorosis, marchitez y
necrosis que culminan en la muerte de la planta (Garibaldi et al., 2016).

El acido salicilico (SA) ha emergido como una alternativa de gran interés para el
manejo de enfermedades fungicas en cultivos ornamentales. Su mecanismo de accion
dual —activacion de la SAR en la planta e inhibicidn directa del crecimiento fungico—
lo posiciona como una herramienta sostenible frente a patégenos como F. oxysporum
(Abou-Zeid et al., 2018; Rivas-Garcia et al.,, 2020). Una consideracion practica
relevante es que el SA se encuentra disponible bajo diferentes presentaciones
comerciales: SA puro grado USP, formulaciones agricolas registradas (Sedarine®) y
el acido acetilsalicilico (AAS) presente en la Aspirina® (Bayer). Estas fuentes difieren
en su grado de pureza, concentracion del principio activo y precio, factores que pueden
influir significativamente en su eficacia antifungica. El objetivo del presente estudio fue
evaluar el efecto de estas tres fuentes a tres concentraciones sobre el crecimiento

micelial de F. oxysporum in vitro.
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Materiales y Métodos

El experimento se llevd a cabo en el laboratorio de fitopatologia de la Facultad de
Ciencias Agropecuarias de la Universidad Autonoma del Estado de Morelos. Se utilizé
un aislado de Fusarium oxysporum identificado previamente por caracteristicas
morfologicas conforme a Leslie y Summerell (2006), conservado en medio PDA a 4
°C.

Tratamientos evaluados

Se evaluaron tres fuentes de SA a tres concentraciones (Tabla 1): a) SA puro grado
USP (99.5 % de pureza): 50, 100 y 150 mg en 100 mL de agua destilada estéril (Yousif,
2018); b) Sedarine® (10 % de SA activo): 0.50, 1.00 y 1.50 g L™" equivalentes a 50,
100 y 150 ppm de SA; c) Aspirina® (Bayer 500 mg) (acido acetilsalicilico, AAS): dosis
calculadas con conversion estequiométrica AAS/SA = 180/138 para obtener
equivalentes molares de 50, 100 y 150 ppm de SA (=65, 130 y 196 mg L™ de AAS,
respectivamente) (Rivas-Garcia et al., 2020).

Cuadro 7. Fuentes y concentraciones de SA evaluadas contra Fusarium oxysporum

en condiciones in vitro.

Fuente 50 ppm 100 ppm 150 ppm

SA puro grado USP 50 mg L™ 100 mg L™ 150 mg L™

Sedarine® 0.50gL ' (5mLL™ 1.00 g L' (10 mL L) 1.50g L' (15mL L)
Aspirina® (Bayer 500 ~65 mg AAS L™ =130 mg AAS L™ ~196 mg AAS L™
mg)
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Preparacién del medio e inoculacién

Los tratamientos fueron incorporados al medio PDA templado (45 °C) antes de
solidificarse y mezclados durante un minuto. La mezcla se distribuy6 en cajas Petri de
90 mm. Una vez solidificado, se inoculé al centro de cada caja un disco de cinco mm
de micelio activo de F. oxysporum de siete dias. Las cajas se incubaron a 25 + 2 °C.
Variables evaluadas y analisis estadistico

El crecimiento radial se midi6 diariamente con vernier digital (Mitutoyo Corp.,
Kawasaki, Japon). El PICM se calculé como: PICM (%) = [(Dc — Dt) / Dc] x 100, donde
Dc es el diametro del testigo y Dt el del tratamiento. Se utiliz6 un DCA con 10
repeticiones por tratamiento (n = 100). Los datos se analizaron con ANOVA y prueba
de Tukey (p = 0.05) en SAS v.9.1 (SAS Institute Inc., Cary, Estados Unidos),

verificando normalidad con la prueba de Shapiro-Wilk.
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Resultados

Se observaron diferencias altamente significativas (p < 0.05) entre todos los
tratamientos en el PICM y el diametro micelial de F. oxysporum (Cuadro 8). El testigo
sin tratamiento mostré el mayor crecimiento (85.00 + 1.6 mm) con inhibiciéon minima
(0.20 £ 0.10 %), confirmando las condiciones optimas de desarrollo del patogeno.

SA puro grado USP. La dosis de 100 ppm fue la mas efectiva con 75.00 + 1.2 % de
inhibicion y diametro micelial de 22.00 + 1.3 mm (grupo a), seguida de 150 ppm (72.00
+ 0.9 %; 24.00 £ 1.4 mm, grupo a) sin diferencia estadistica significativa entre ambas.
La dosis de 50 ppm también mostroé alta eficacia (68.12 £ 1.5 %; 30.00 + 1.4 mm, grupo
ab).

Sedarine®. La dosis de 100 ppm fue la mas efectiva (65.00 + 1.8 %; 32.00 + 1.4 mm,
grupo b), seguida de 50 ppm (60.00 £ 2.0 %; 36.00 £ 1.5 mm, grupo bc). Notablemente,
la dosis alta de 150 ppm presentd la menor inhibicién dentro de este grupo (58.00 +
1.0 %; 38.00 £ 1.6 mm, grupo cd), indicando un efecto no lineal posiblemente
relacionado con excipientes de la formulacion.

Aspirina® (Bayer). Esta fuente present6 la menor eficacia general. La dosis de 100
ppm fue la mas efectiva (60.00 £ 2.0 %; 35.00 £ 1.5 mm, grupo cd), mientras que la
dosis alta de 150 ppm mostré el menor PICM de esta fuente (50.00 + 1.5 %; 42.00
1.8 mm, grupo d). La menor eficacia de Aspirina® respecto al SA puro se atribuye a
que su principio activo es el AAS, un profarmaco que requiere hidrélisis para liberar

SA libre activo, proceso limitado en medios de cultivo abiéticos como el PDA.
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Cuadro 8. Efecto de diferentes fuentes y concentraciones de acido salicilico sobre el

crecimiento micelial de Fusarium oxysporum en condiciones in vitro.

Tratamiento Inhibicién micelial (%) Diametro micelial (mm)
SA puro 100 ppm 75.00+1.2a 22.00+1.3d
SA puro 150 ppm 72.00+09a 24.00+1.44d
SA puro 50 ppm 68.12+ 1.5 ab 30.00+ 1.4 c
Sedarine® 100 ppm 65.00+1.8b 3200+ 14c
Sedarine® 50 ppm 60.00 = 2.0 be 36.00+1.5¢
Aspirina® 100 ppm 60.00+2.0cd 3500+ 15¢
Sedarine® 150 ppm 58.00+ 1.0 cd 38.00+1.6b
Aspirina® 50 ppm 55.00+2.2d 40.00+1.7b
Aspirina® 150 ppm 50.00+1.5d 42.00+1.8b
Testigo (sin tratamiento) 0.20+0.10 e 85.00+1.6a
CV (%) 5.5 7.0

DMS (0.05) 6.0 4.0

Letras distintas en la misma columna indican diferencias significativas (p < 0.05,

Tukey).

Sedarine 100 ppm SA puro 100ppm

Aspirina 100 ppm

SA puro 50ppm SA puro 150ppm

Figura 1. Efecto de diferentes fuentes y concentraciones de acido salicilico sobre
el crecimiento micelial de Fusarium oxysporum en condiciones in vitro. Fila superior de
izquierda a derecha: testigo, Aspirina® 150 ppm, Aspirina® 50 ppm, Sedarine® 150

ppm y Sedarine® 50 ppm. Fila inferior: Aspirina® 100 ppm, Sedarine® 100 ppm, SA
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puro 50 ppm, SA puro 150 ppm y SA puro 100 ppm. Se observa la inhibicion progresiva
del crecimiento micelial conforme aumenta la pureza de la fuente, con la colonia mas

pequena en SA puro 100 ppm.

Discusion

La superioridad del SA puro grado USP sobre las fuentes comerciales confirma que la
pureza y biodisponibilidad del principio activo son factores determinantes en la
actividad antifungica. La inhibicion de 75 % obtenida con SA puro a 100 ppm es
consistente con lo reportado por Abou-Zeid et al. (2018), quienes documentaron
inhibicion de 40 a 90 % del crecimiento de F. oxysporum en funcién de la concentracion
de SA in vitro. Asimismo, Zian et al. (2019) confirmaron la actividad antifungica directa
del SA, atribuyéndola a la interferencia con el metabolismo del ergosterol y la
integridad de la membrana celular fungica.

El comportamiento no lineal observado en Sedarine® y Aspirina® —donde la dosis
alta (150 ppm) result6 menos efectiva que la media (100 ppm)— es un hallazgo
relevante. En el caso de Sedarine®, la presencia de excipientes y surfactantes podria
modificar la difusion del principio activo en el medio PDA a concentraciones elevadas.
La menor eficacia de Aspirina® puede explicarse por la naturaleza quimica del AAS
como profarmaco que requiere hidrolisis por esterasas para liberar SA libre, proceso
limitado en medios de cultivo abioticos (Jawed et al., 2019; Gxasheka et al., 2020).
Desde una perspectiva practica, el SA puro grado USP ofrece ventajas adicionales:

permite ajustar concentraciones con precision, tiene un costo considerablemente
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menor que las formulaciones comerciales y garantiza resultados reproducibles

(Khanna et al., 2021; Massoud et al., 2020).

Conclusiones

El SA puro grado USP a 100 ppm constituyo la fuente y concentracion mas efectiva
para inhibir el crecimiento micelial de Fusarium oxysporum in vitro, alcanzando 75.00
% de inhibicion y superando significativamente a las fuentes comerciales Sedarine® y
Aspirina®. La mayor eficacia del SA puro se atribuye a su alta pureza y
biodisponibilidad, mientras que la menor respuesta de Aspirina® se relaciona con su
naturaleza como profarmaco. Las tres fuentes mostraron efecto inhibidor significativo
respecto al testigo, con respuesta dosis-dependiente en el SA puro y comportamiento
no lineal en las fuentes comerciales. Estos resultados justifican el uso preferente del
SA puro grado USP en el manejo fitosanitario de nochebuena, tanto por su eficacia

superior como por su ventaja econdémica.
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CONCLUSIONES GENERALES

1) Se identific6 mediante caracterizacion morfolégica, pruebas de patogenicidad y
analisis filogenéticos bayesianos a Fusarium oxysporum species complex (FOSC)
como agente causal de la pudricidn radicular en nochebuena (Euphorbia pulcherrima)
en viveros del centro de México. Este constituye el primer registro formal de F.
oxysporum en este hospedero en el pais.

2) Existen diferencias significativas en la susceptibilidad de las variedades comerciales
de nochebuena a la marchitez vascular. Prestige Red es altamente susceptible (90%
incidencia, 75% severidad), Freedom Red presenta comportamiento intermedio, y
Sorbet White muestra alta tolerancia (20% incidencia, 10% severidad), constituyendo
una alternativa viable para el manejo integrado.

3) El acido salicilico a 150 mg L™ es el tratamiento mas efectivo para el control de F.
oxysporum en nochebuena, reduciendo la incidencia a 30% vy la severidad a 20%,
ademas de promover el crecimiento vegetal. Trichoderma harzianuma 2.0 g L™y el
tiofanato de metilo a 1.5 g L™ son alternativas complementarias eficaces.

4) El acido salicilico puro grado USP a 100 ppm es la fuente mas eficaz y econdmica
para inhibir el crecimiento micelial de F. oxysporum in vitro, alcanzando 75% de
inhibicién, lo que justifica su uso preferente sobre fuentes comerciales como

Sedarine® y Aspirina® en el manejo fitosanitario.
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UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS
o,

f Cuernavaca, Morelos, 28 de mayo de 2026
Asunto: voto aprobacion de tesis

FACULTAD DE CIENCIAS
AGROPECUARIAS

DR. PORFIRIO JUAREZ LOPEZ
Encargado de Despacho de la Direccion
de la Facultad de Ciencias Agropecuarias
PRESENTE.

Por medio del presente, le informo a usted que después de revisar el trabajo de tesis
titulado CARACTERIZACION DEL AGENTE CAUSAL, TOLERANCIA VARIETAL Y
ESTRATEGIAS DE CONTROL PARA LA PUDRICION RADICULAR EN EL CULTIVO
DE NOCHEBUENA (Euphorbia pulcherrima Willd. ex Klotzsch) que presenta la
estudiante Michell Alexander Rios Lira, mismo que fue desarrollado bajo la direccidon
del Dr. Victor Lépez Martinez y la codireccion del Dr. Daniel Perales Rosas y que
servira como requisito parcial para obtener el grado de Doctorado en Ciencias
Agropecuarias y Desarrollo Rural, lo encuentro satisfactorio, por lo que emito mi VOTO
DE APROBACION para que la estudiante contindie con los tramites necesarios para

presentar el examen de grado correspondiente.

Sin mas por el momento y agradeciendo de antemano su valiosa colaboracion, quedo de

usted.

Atentamente
Por una humanidad culta

DRA. MAIREL VALLE DE LA PAZ

&@ﬁ: Av. Universidad 1001 Col. Chamilpa, Cuernavaca Morelos, México, 62209, edificio 10-A, UA E M
—_—
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UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento con firma electrénica UAEM, soportada por el certificado vigente a la fecha de su
elaboracion y con efectos plenos de conformidad con los LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA
LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS PUBLICADOS en el ORGANO INFORMATIVO
UNIVERSITARIO "ADOLFO MENENDEZ SAMARA" nimero 117 de fecha 20 de abril de 2021.

Sello electrénico

MAIREL VALLE DE LA PAZ | Fecha:2026-06-08 23:37:47 | FIRMANTE
KVcQd02AIITOpkhfjuXLvoXhp66k2SVU4tI28FdY LI/MFIET70HVk710gqjp5/k60123GosVgOrhZv/BZhe6qIKXppjwthGWYWndhD+SS04YzelebOwvO537+0BUcQTCSDZH/DUo0q
d6pbjtfSItIj2TPNINYoxONnKEE+IjilFIbXk6HNnxCUmhvQfCaqShy95+EEPjmHB4zpQoMfS2hZwQNUTggspj/OqvOqYgrd/f+qoVvOjmh6cPZdIZWR57YnuBkNzK1u+VE9D09DzoYR
5KDRDcDzhUGKKA73s3qYTCfgjuSsOFojRARYIBRSDLKEVC71UebJH3V+fh9+Yedvg==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccién electrénica o
escaneando el c6digo QR ingresando la siguiente clave:

PFIfZSOQm

[ 5 .
https://efirma.uaem.mx/noRepudio/oFxJmMD3nEeK45r20AckY QuvCFZpWXQ6M
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UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS
o,

f Cuernavaca, Morelos, 28 de mayo de 2026
Asunto: voto aprobacion de tesis

FACULTAD DE CIENCIAS
AGROPECUARIAS

DR. PORFIRIO JUAREZ LOPEZ
Encargado de Despacho de la Direccion
de la Facultad de Ciencias Agropecuarias
PRESENTE.

Por medio del presente, le informo a usted que después de revisar el trabajo de tesis
titulado CARACTERIZACION DEL AGENTE CAUSAL, TOLERANCIA VARIETAL Y
ESTRATEGIAS DE CONTROL PARA LA PUDRICION RADICULAR EN EL CULTIVO
DE NOCHEBUENA (Euphorbia pulcherrima Willd. ex Klotzsch) que presenta la
estudiante Michell Alexander Rios Lira, mismo que fue desarrollado bajo la direccidon
del Dr. Victor Lépez Martinez y la codireccion del Dr. Daniel Perales Rosas y que
servira como requisito parcial para obtener el grado de Doctorado en Ciencias
Agropecuarias y Desarrollo Rural, lo encuentro satisfactorio, por lo que emito mi VOTO
DE APROBACION para que la estudiante contindie con los tramites necesarios para

presentar el examen de grado correspondiente.

Sin mas por el momento y agradeciendo de antemano su valiosa colaboracion, quedo de

usted.

Atentamente
Por una humanidad culta

DRA. MARIA CLAUDIA RUEDA BARRIENTOS

&@ﬁ: Av. Universidad 1001 Col. Chamilpa, Cuernavaca Morelos, México, 62209, edificio 10-A, UA E M
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UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento con firma electrénica UAEM, soportada por el certificado vigente a la fecha de su
elaboracion y con efectos plenos de conformidad con los LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA
LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS PUBLICADOS en el ORGANO INFORMATIVO
UNIVERSITARIO "ADOLFO MENENDEZ SAMARA" nimero 117 de fecha 20 de abril de 2021.

Sello electrénico

MARIA CLAUDIA RUEDA BARRIENTOS | Fecha:2026-06-09 21:11:33 | FIRMANTE
eTO+mLGjoFKgKdKSQ2BrBsBHXg7U5qzoxScaQy8CMWxxXjGWIYi/OlfxEHIhGOOtrnAWoUXBKIPXb+gLUAOUwWN40v1Ibx/4eL22i5W97/ut4PcOkFvflnIDYdp8+5glqgv7eK7cTx1
FehOR2uLkFFH/U1i0OMWCXX8eVUE5h43DmeXPAYtiSvWMCjmFiHesgxd0lgU4okP08rvrFX5wFGjZ3C743B32MW7+MgfgEorwWGUciOQUNDdANtvZFIJU9RYnBVnIDnLgYn6Fya
gligyVrbbOYcnIR6nPjyzuOWiOB1nsaMLEnhIbWAHU2wyald/MLZ8fgrhgxOUtCST1oeUNA==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccién electrénica o
escaneando el c6digo QR ingresando la siguiente clave:

1YuqfNbBK

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/DD6XvgOXx9QXcwXeVg7mtgPME6RRWamA

e\9R UAEM
= %N


https://efirma.uaem.mx/noRepudio/DD6Xvg0Xx9QXcwXeVg7mtqPME6RRWamA

