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RESUMEN

El crisantemo (Dendranthema x grandiflorum Ramat.) es una de las flores cultivadas mas importantes a nivel mundial. Las enfermedades
fungosas constituyen la mayor causa de pérdidas econdémicas durante la produccién de esta ornamental bajo condiciones de invernadero
y cielo abierto. Los objetivos de este estudio fueron identificar al agente causal de la pudricién seca del tallo del crisantemo y evaluar
la respuesta a la infeccion en seis variedades de crisantemo producidas en invernaderos de Texcoco, Estado de México. Con base en
el analisis morfolégico, molecular y patogénico, se identificd a Fusarium solani Appel & Wollenweber (Teleomorfo: Haemanectria hae-
matococca Samuels & Nirenberg.) como el agente causal de la enfermedad. Para evaluar la respuesta de variedades de crisantemo a
la infeccién por F. solani, se inocularon plantulas de crisantemo con una suspension conidial de 1 x 108 esporas-ml'. La severidad de
la enfermedad se evalu6 de acuerdo a una escala 0-6 a los 15 dias después de la inoculacion. Los resultados indicaron que las seis
variedades evaluadas mostraron ser susceptibles a la infeccion. ‘Polar’, ‘Leonora’, ‘Indianapolis’ y ‘Codorniz’ se comportaron como las
variedades mas susceptibles, mientras que ‘Puma’ y ‘Spider’ exhibieron cierta tolerancia.

PALABRAS CLAVE ADICIONALES: Dendranthema x grandiflorum, Fusarium solani, Haemanectria haematococca, patogenicidad.
ETIOLOGY AND RESPONSE OF CHRYSANTHEMUM CULTIVARS TO STEM ROT IN THE STATE OF MEXICO

ABSTRACT

Chrysanthemum (Dendranthema x grandiflorum Ramat.) is one of the most important flowers grown in the world. Fungal diseases are the
largest cause of economic losses during the production of this ornamental under greenhouse and field conditions. The aims of this study
were: to identify the causal agent of chrysanthemum stem rot and to evaluate the response to infection of six chrysanthemum cultivars
produced in greenhouses in Texcoco, State of Mexico. The causal agent of this disease was identified as Fusarium solani Appel & Wol-
lenweber. (Teleomorph: Haemanectria haematococca Samuels & Nirenberg.) based on morphological, molecular and pathogenic charac-
terization. In order to evaluate the response of chrysanthemum cultivars to infection by F. solani, plantlets were inoculated with a conidial
suspension of 1 x 10° spores-ml-'. Disease severity was assessed on a 0-6 scale at 15 days after inoculation. The results indicated that all
six tested cultivars were susceptible to infection. ‘Polar’, ‘Eleonora’, ‘Indianapolis’ and ‘Quail’ were the most susceptible cultivars, whereas
‘Puma’ and ‘Spider’ were relatively tolerant.

ADDITIONAL KEYWORDS: Dendranthema x grandiflorum, Fusarium solani, Haemanectria haematococca, pathogenicity.

Recibido: 22 de junio, 2010 Revista Chapingo Serie Horticultura 19(1): 49-59, 2013

Aceptado: 9 de febrero, 2013
doi: 10.5154/r.rchsh.2010.06.121



50

INTRODUCCION

En México, la siembra de flor de corte es actualmente
de 10,164.5 ha, de las cuales 2,479 ha se destinan para el
cultivo de crisantemo (Dendranthema x grandiflorum Ra-
mat.), tanto en invernadero como en campo, lo que ubica a
éste en segundo lugar en superficie cultivada después de
la gladiola. El valor de la produccion del crisantemo en el
2011 fue de $ 988,566,000.00 (Andnimo, 2012).

Diversos factores afectan la produccién de crisan-
temo, pero son las enfermedades fungosas las que mas
disminuyen el rendimiento y calidad de la planta en cual-
quier etapa de produccién. Aunque se sabe que bajo con-
diciones de invernadero se pueden controlar las condicio-
nes de humedad relativa, temperatura, cantidad y calidad
de luz, el ataque de patdégenos es inminente (Flores-Ru-
valcaba et al., 2005).

Las enfermedades fungosas que se presentan con
mayor frecuencia durante la produccion del crisantemo a
nivel mundial son pudriciéon de raiz por Pythium spp., pu-
dricion negra de la raiz por Thielaviopsis basicola, pudri-
cion de tallo por Fusarium oxysporum f. sp. Chrysanthe-
mi, pudricion blanca del tallo por Sclerotinia sclerotiorum,
marchitez por Rhizoctonia solani, Verticillium dahlie y V.
albo-atrum, moho gris por Botrytis cinérea, tizon por Didy-
mella ligulicola (Anamorfo: Phoma chrysanthemi), mancha
foliar por Septoria chrysanthemi, roya blanca por Puccinia
horiana, roya café por Puccinia chrysanthemi y cenicilla
por Golovinomyces cichoracearum (Horst y Nelson, 1997;
Gleason et al., 2009).

En recorridos realizados durante el 2006 y 2007 en
invernaderos comerciales de la zona productora de cri-
santemo en la regidon de Texcoco, Estado de México, se
encontraron plantas de crisantemo de la variedad ‘Leo-
nora’ con sintomas severos de amarillamiento, necrosis
y pudricion seca del tallo. Por lo anterior, los objetivos de
este estudio fueron identificar al agente causal de la pu-
dricién seca del tallo de crisantemo en Texcoco, Estado
de México y evaluar la respuesta a la enfermedad en seis
de las principales variedades de crisantemo que se siem-
bran en dicha region.

MATERIALES Y METODOS
Colecta de material vegetal enfermo

Durante el periodo de julio 2006 - febrero 2007, se
realizaron muestreos en diferentes invernaderos del muni-
cipio de Texcoco, Estado de México, con la finalidad de co-
lectar plantas de crisantemo cv. ’Leonora’, con sintomas de
amarillamiento, necrosis foliar y pudriciéon seca en el tercio
superior y medio del tallo. Un total de 50 plantas sintoma-

INTRODUCTION

In Mexico, cut flowers are currently grown in 10,164.5
ha, out of which 2,479 ha are allocated for growing chry-
santhemum (Dendranthema x grandiflorum Ramat.), both
in greenhouse and field, which places it second in cultivat-
ed area after gladioli. The production value of chrysanthe-
mum in 2011 was $988,566,000.00 (Anénimo, 2012).

Several factors affect chrysanthemum production,
but fungal diseases most reduce yield and plant quality
at every production stage. Although it is known that under
greenhouse conditions relative humidity, temperature, light
quantity and quality can be controlled, pathogen attack is
inevitable (Flores-Ruvalcaba et al., 2005).

Fungal diseases that occur most frequently in chry-
santhemum production worldwide are root rot by Pythium
spp., black root rot by Thielaviopsis basicola, stem rot by
Fusarium oxysporum f. sp. Chrysanthemi, white stem rot
by Sclerotinia sclerotiorum, wilting by Rhizoctonia solani,
Verticillium dahliae and V. albo-atrum, gray mold by Botrytis
cinerea, blight by Didymella ligulicola (Anamorph: Phoma
chrysanthemi), leaf spot by Septoria chrysanthemi, white
rust by Puccinia horiana, coffee rust by Puccinia chrysan-
themi and mildew by Golovinomyces cichoracearum (Horst
and Nelson, 1997; Gleason et al., 2009).

In visits made in 2006 and 2007 to commercial green-
houses in the chrysanthemum- producing area in the Tex-
coco region, chrysanthemum plants (‘Eleonora’ cultivar) with
severe yellowing, necrosis and dry stem rot symptoms were
found. Because of that, the aims of this study were to identify
the causal agent of chrysanthemum dry stem rot in Texcoco,
State of Mexico and to assess the response to the disease in
the six major chrysanthemum cultivars planted in this region.

METHODS AND MATERIALS
Collection of sick plant material

Between July 2006 and February 2007, samplings
were conducted in different greenhouses in Texcoco, State
of Mexico, with the purpose of collecting ‘Eleonora’ chry-
santhemum cv. plants, with symptoms of yellowing, leaf
necrosis and dry rot in the upper and middle third of the
stem. A total of 50 symptomatic plants were transported in
paper bags to the Mycology Laboratory at the Universidad
Auténoma Chapingo for processing.

Isolation and purification
To isolate the causal agent, five stem pieces were cut

from the transition zone between healthy and diseased tissue
from each of the samples. The pieces were disinfected by
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ticas se transportaron en bolsas de papel al laboratorio de
Micologia Agricola de la Universidad Autbnoma Chapingo
para su procesamiento.

Aislamiento y purificacién

Para aislar al agente causal, se cortaron cinco pie-
zas de tallo a partir de la zona de transicion entre tejido
sano y enfermo de cada una de las muestras. Las piezas
se desinfestaron por inmersién en una solucion de hipo-
clorito de sodio al 3 % durante 5 min, se enjuagaron dos
veces con agua destilada estéril por 3 min, se colocaron
en papel secante estéril y se transfirieron a cajas Petri con
medio de cultivo papa-dextrosa-agar (PDA). Las cajas se
incubaron a 25 °C y se revisaron cada 24 h. Las colonias
predominantes se transfirieron a nuevas cajas con PDA 'y
con medio hojas de clavel-agar (CLA), con el propésito de
incrementar los crecimientos que se presentaron. Se rea-
lizé la purificacion de los aislamientos mediante la técnica
de cultivos monospéricos en medio PDA descrita por Leslie
y Summerell (2006).

Identificacion cultural y morfolégica

Las caracteristicas culturales del aislamiento predo-
minante se registraron a partir de colonias cultivadas en
medio PDA en cajas Petri y en medio pulpa de papa-agar
(PPA) en tubos de ensayo, en donde se consideré el tipo
de crecimiento, pigmentacion en el medio de cultivo, asi
como la formacién y coloracién de esporodoquios. Los
aislamientos se transfirieron a cajas de Petri con PDA y
otras con CLA, con la finalidad de inducir la formacion de
estructuras de reproduccion (conidios) y resistencia (clami-
dosporas). Las estructuras morfolégicas se analizaron en
un microscopio compuesto, en donde se registré la medi-
da de 100 repeticiones de cada estructura (macroconidios,
microconidios, fidlides y clamidosporas). La identificacion
de los géneros de los hongos aislados se realizé con las
claves taxondmicas de Barnett y Hunter (2006), mientras
que la identificacion a nivel de especie se llevd a cabo con
las descripciones de Toussound y Nelson (1976), Nelson
et al. (1983) y Leslie y Summerell (2006). La identificacion
a nivel de especie Unicamente se realizé para el caso del
hongo con antecedentes de patogenicidad sobre plantas
de crisantemo.

Prueba de patogenicidad

La prueba de patogenicidad se llevé a cabo con un
aislamiento de Fusarium sp., que fue la especie fungosa
encontrada con mayor frecuencia y la cual es reportada en
literatura como la de mayor potencial patogénico. Un aisla-
miento monospoérico se inoculd en 100 plantulas de crisan-
temo de la variedad ‘Leonora’, las cuales se cultivaron en
macetas. El inoculo consté de una suspension de conidios
a una concentracién de 1 X 10 esporas-ml?, en la cual
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immersion in a sodium hypochlorite solution at 3 % for 5 min,
rinsed twice with sterile distilled water for 3 min, placed on
sterile filter paper and transferred into Petri dishes with potato
dextrose agar (PDA) culture medium. The dishes were incu-
bated at 25 °C and were checked every 24 h. The predomi-
nant colonies were transferred to new dishes with PDA and
carnation leaf agar medium (CLA), with the purpose of en-
hancing the resulting growth. The purification of the isolates
was performed using the monosporic cultures technique in
PDA medium as described by Leslie and Summerell (2006).

Cultural and morphological identification

The cultural characteristics of the predominant isolate
were recorded from colonies grown on PDA medium in Pe-
tri dishes and in potato-agar pulp (PPA) in test tubes, where
the type of growth, pigmentation in the culture medium and
sporodochia formation and pigmentation were considered.
The isolates were transferred to Petri dishes containing
PDA and to others with CLA, in order to induce the for-
mation of reproductive structures (conidia) and resistance
(chlamydospores). The morphological structures were ana-
lyzed in a compound microscope, with which 100 replicates
were measured for each structure (macroconidia, microco-
nidia, phialides and chlamydospores). Identification of the
genera of the isolated fungi was performed using the taxo-
nomic keys of Barnett and Hunter (2006), while the identi-
fication at species level was based on the descriptions by
Toussound and Nelson (1976), Nelson et al. (1983), and
Leslie and Summerell (2006). The identification at species
level was conducted only for fungus with a history of patho-
genicity on chrysanthemum plants.

Pathogenicity test

The pathogenicity test was conducted with an isolate
of Fusarium sp., which was the most frequently found fun-
gal species and which is also reported in the literature as
having the greatest pathogenic potential. A monosporic iso-
late was inoculated into 100 chrysanthemum plantlets of
the cultivar ‘Eleonora,” which were cultivated in pots. The
inoculum consisted of a conidia suspension at a concentra-
tion of 1 X 10° spores-ml’, in which the chrysanthemum
plantlet roots were introduced for 30 min. After this period,
the plantlets were potted and watered until reaching soil
saturation. Ten plantlets, which served as a control, were
only watered with sterile distilled water. All plantlets were in-
cubated in a growth chamber at 95 % relative humidity and
18 °C for four days. Subsequently, the pots were placed in
a greenhouse at 25 + 2 °C. The progress of symptom ex-
pression was recorded every 48 h.

Molecular characterization

To confirm the morphological identification of the fun-
gus used in pathogenicity tests, this isolate was grown in
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se introdujeron las raices de las plantulas de crisantemo
durante 30 min. Pasado el tiempo, las plantulas se incorpo-
raron a macetas y se regaron hasta obtener la saturacion
del suelo. Diez plantulas, que sirvieron como control, Uni-
camente se regaron con agua destilada estéril. Todas las
plantulas se incubaron en una camara bioclimatica a 95
% de humedad relativa y 18 °C durante cuatro dias. Pos-
teriormente, las macetas se colocaron en un invernadero
a 25 + 2 °C. El avance de la expresion de sintomas se
registré cada 48 h.

Caracterizacion molecular

Para confirmar la identificacion morfoldgica del hongo
usado en pruebas de patogenicidad, dicho aislamiento se
cultivé en medio papa-dextrosa (PD) bajo agitacién cons-
tante a 25 °C durante seis dias. Mediante la técnica de
extraccion CTAB (Young-Mi et al., 2000), se extrajo el ADN
genomico total a partir del micelio desarrollado en medio
PD. La amplificacién de las regiones ITS (Internal Transcri-
bed Spacer) se realizé usando los iniciadores universales
ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) e ITS5 (5-GGA-
AGTAAAAGTCGTAACAAGG-3’), de acuerdo al protocolo
propuesto por White et al. (1990) y Young-Mi et al. (2000).

Los productos de PCR se analizaron por electrofo-
resis en un gel de agarosa al 1.2 %, y se observaron en
un fotodocumentador (Bio-Imaging Systems Mini Bis Pro®,
USA). La cdmara de electroforesis se mantuvo a 80 V por
60 min a temperatura de 20 £ 2 °C.

Los productos de PCR se purificaron con el kit Wizard
SV Gel (PCR Clean-up System® USA). Los fragmentos
obtenidos se secuenciaron en un secuenciador Genetic
Analyzer 3100 (Aplied Biosystem® USA). La secuencia
obtenida se depositd en la base de datos del NCBI (Natio-
nal Center for Biotechnology Information) bajo el numero
de acceso EU109673. Esta secuencia se aline6 con las
secuencias disponibles en la base de datos del NCBI y se
compard6 con el programa Clustal W.

Reaccion de variedades

Para evaluar la respuesta a la infeccion por el hongo
en variedades de crisantemo, se utilizaron 120 plantulas de
cada una de las siguientes variedades: ‘Leonora’, ‘Indiana-
polis’, ‘Puma’, ‘Codorniz’, ‘Polar’ y ‘Spider’. Se establecio
un disefio experimental completamente al azar y cada tra-
tamiento presenté seis repeticiones, en donde cada unidad
experimental consté de 20 plantas inoculadas. El testigo lo
representaron 20 plantas sin inocular (inmersion de raices
en agua destilada estéril). La inoculacion se realiz6 tal y
como se describié anteriormente en la prueba de patoge-
nicidad. La evaluacién de la severidad se realiz6 15 dias
posteriores a la inoculacién, con el uso de una escala vi-
sual, en donde 1) planta asintomatica = 0 %; 2) hojas ver-

potato-dextrose (PD) medium under constant stirring at
25 °C for six days. Using the CTAB extraction technique
(Young-Mi et al., 2000), total genomic DNA was extracted
from the mycelium developed in PD medium. Amplification
of the ITS (Internal Transcribed Spacer) regions was per-
formed using the universal primers ITS4 (5-TCCTCCGCT-
TATTGATATGC-3’) and ITS5 (5-GGAAGTAAAAGTCGTA-
ACAAGG-3’) according to the protocol proposed by White
et al. (1990) and Young-Mi et al. (2000).

The PCR products were analyzed by electrophoresis
in agarose gel at 1.2 %, and observed in a gel documen-
tation system (Bio-Imaging Systems Mini Bis Pro®, USA)
for photodocumentation. The electrophoresis chamber was
kept at 80 V for 60 min at 20 + 2 °C.

The PCR products were purified with the Wizard SV
Gel Kit (PCR Clean-up System® USA). The fragments
obtained were sequenced in a Genetic Analyzer 3100
sequencer (Applied Biosystems®, USA) sequencer. The
obtained sequence was deposited in the NCBI (National
Center for Biotechnology Information) database with ac-
cess number EU109673. This sequence was aligned with
available sequences in the NCBI database and compared
using the Clustal W program.

Reaction of cultivars

To assess the response to fungal infection in chry-
santhemum cultivars, 120 plantlets were used for each of
the following cultivars: ‘Eleonora’, ‘Indianapolis’, ‘Puma’,
‘Quail’,'Polar’, and ‘Spider’. A completely randomized ex-
perimental design was established, and each treatment
had six repetitions, in which each experimental unit con-
sisted of 20 inoculated plants. The control consisted of
20 uninoculated plants (roots immersed in sterile distilled
water). The inoculation was performed as previously de-
scribed in the pathogenicity test. The severity assessment
was performed 15 days after inoculation, using a visual
scale, where 1) asymptomatic plant = 0 %; 2) green leaves
with onset of wilting and yellowing = 20 %; 3) lower leaves
wilted = 40 %; 4) lower middle third of plant with yellowing,
and necrosis and wilting on leaves = 60 %; 5) yellowish
parts, necrosis on leaves and stem, and wilting on most of
it = 80%; and 6) dead plant = 100 %.

Statistical Analysis

Once the evaluation of the cultivars concluded, dis-
ease severity was calculated with the following formula:

6
n xV.
P= ! - x 100
Zvi x N
Where
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des con inicio de marchitez y amarillamiento = 20 %; 3)
hojas inferiores marchitas = 40 %; 4) tercio medio inferior
de la planta amarillento, y con necrosis y marchitez en ho-
jas =60 %; 5) partes amarillentas, necrosis en hojas y tallo,
ademas de presentar marchitez en su mayoria = 80 %; y 6)
planta muerta = 100 %.

Analisis estadistico
Una vez concluida la evaluacion de las variedades,

la severidad de la enfermedad se calculd con la siguiente
férmula:

>

P:

5 n xV.
' - x 100
= N

<

X
Donde

P= porciento de severidad,

n, = numero de plantas de la categoria i,
V, = valor numérico de la categoria i,

N= Tamaro de muestra.

El experimento completo se realizé dos veces. Los
datos obtenidos en cada uno de los experimentos se so-
metieron a un analisis de varianza (ANOVA) y comparacion
de medias con la prueba de Tukey (P < 0.05), usando el
programa estadistico SAS, version 9.1.3 (Anénimo, 2003).

RESULTADOS Y DISCUSION
Sintomas en material colectado

Las plantas colectadas en los invernaderos presenta-
ron hojas amarillentas, curvadas y con necrosis (Figura 1A),
ademas de tallos con rayado horizontal morado. En casos
avanzados se observaron tallos curvados con pudricion
seca interna (Figura 1B). Los sintomas de pudricién seca
del tallo descritos anteriormente coinciden con los sinto-
mas reportados por Armstrong et al. (1970) para el caso de
F. oxysporum f. sp. chrysanthemi en plantas de crisante-
mo. Asimismo, concuerdan con los sintomas descritos por
Engelhard y Woltz (1971), y Garcia-Velasco et al. (2003),
quienes ademas mencionaron que la presencia de necro-
sis en el tallo ocasiona la muerte de la planta.

Frecuencia de hongos aislados

Un total de 200 aislamientos de hongos se obtuvieron
a partir de tejidos sembrados en medio de cultivo PDA. La
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P = severity percentage,

n, = plant number in category i,

V, = numerical value of category i,
N = sample size.

The complete experiment was performed twice. Data
from each experiment were subjected to analysis of vari-
ance (ANOVA) and comparison of means by the Tukey test
(P < 0.05), using SAS statistical software, version 9.1.3
(Anonimo, 2003).

RESULTS AND DISCUSSION
Symptoms in collected material

The plants collected in the greenhouses had yel-
lowed, curved leaves with necrosis (Figure 1A), as well
as horizontally-striped purple stems. In advanced cases
curved stems with internal dry rot were observed (Figure
1B). The dry stem rot symptoms described above match
those symptoms reported by Armstrong et al. (1970) for
the case of F. oxysporum f. sp. chrysanthemi in chrysan-
themum plants. Furthermore, they are consistent with the
symptoms described by Engelhard and Woltz (1971), and
Garcia-Velasco et al. (2003), who also mentioned that the
presence of necrosis in the stem causes plant death.

Frequency of isolated fungi

A total of 200 fungal isolates were obtained from tis-
sues grown in PDA culture medium. The frequency of each
isolated fungi genus is shown in Figure 2. Fusarium sp.
had the highest frequency (57 %), followed by Alternaria
sp., Cladosporium sp., Epicoccum sp., Nigrospora sp., and
Aspergillus sp. However, these genera were discarded, be-
cause they mainly exhibit saprophytic habits (Barnett and
Hunter, 2006), so only Fusarium sp. was used.

Cultural and morphological identification

Mycelial growth in tubes with PPA culture medium
showed greenish and orange coloring in the center (Figure
1C), consistent with that reported by Nelson et al. (1983), Li
et al. (2000), and Leslie and Summerell (2006), whereas the
PDA and CLA culture media proved to be useful for the pro-
duction of fungal reproductive structures. However, the best
mycelial growth and greatest sporulation were obtained 18
days after planting in PDA medium, which is consistent with
that mentioned by Leslie and Summerell (2006). Colonies in
PDA showed a creamy-white color, with a yellow halo and
greenish coloring at the center (Figure 1D). Sporodochia
were abundantly produced and presented cream, blue and
green coloring, as noted by Nelson et al. (1983).

Revista Chapingo Serie Horticultura 19(1): 49-59, 2013
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FIGURA 1. Sintomas y estructuras de reproduccion de Fusarium solani en plantas de crisantemo. A) Necrosis en el tercio superior del tallo,
coloracion café oscura-purpura. B) Necrosis y pudricion seca en el interior del tallo. C) Colonias amarillentas con centro verdoso
y naranja en medio pulpa de papa. D) Crecimiento con micelio aéreo de color blanco y con halo amarillo-crema en medio PDA.
E) Macroconidios. F) Microconidios. G) Cadena de clamidosporas. Barras= 25 pm (E), 10 ym (F y G).

FIGURE 1. Symptoms and reproductive structures of Fusarium solani in chrysanthemum plants. A) Necrosis in the upper third of the plant,
dark brown-purple coloring. B) Necrosis and dry rot inside the stem. C) Yellowish colonies with greenish and orange center in

potato pulp medium. D) Growth with white aerial mycelium and yellow-cream halo in PDA medium. E) Macroconidia. F) Microco-
nidia. G) Chain of chlamydospores. Bars = 25 pm (E), 10 uym (F y G).

Etiologia y respuesta...
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FIGURA 2. Frecuencia de hongos aislados a partir de sintomas de pudricion seca del tallo en plantas de crisantemo colectadas durante julio
2006 - febrero 2007 en la regién de Texcoco, Estado de México.

FIGURE 2. Frequency of isolated fungi from dry stem rot symptoms in chrysanthemum plants collected between July 2006 and February 2007

in the Texcoco region, State of Mexico.

frecuencia de cada uno de los géneros de hongos aislados
se muestra en la Figura 2. Fusarium sp. presenté la mayor
frecuencia (57 %), seguido por Alternaria sp., Cladospo-
rium sp., Epicoccum sp., Nigrospora sp. y Aspergillus sp.
Sin embargo, estos ultimos géneros se descartaron, debi-
do a que estos hongos exhiben principalmente habitos sa-
profiticos (Barnett y Hunter, 2006), por lo que unicamente
se trabaj6 con Fusarium sp.

Identificacion cultural y morfolégica

El crecimiento micelial en tubos con medio de cultivo
PPA mostré coloraciones verdosas y naranja en el centro (Fi-
gura 1C), acordes con lo reportado por Nelson et al. (1983),
Li et al. (2000), y Leslie y Summerell (2006), mientras que
los medios de cultivo PDA y CLA mostraron ser Utiles para
la produccion de estructuras de reproduccién del hongo. Sin
embargo, el mejor crecimiento micelial y la mayor esporu-
lacion se obtuvieron a los 18 dias posteriores a la siembra
en medio PDA, que coincide con lo mencionado por Leslie
y Summerell (2006). Las colonias en PDA presentaron color
blanco-crema, con un halo amarillo y en la parte del centro
una coloracién verdosa (Figura 1D). Los esporodoquios se
produjeron en abundancia y exhibieron coloracién crema,
azul y verde, tal y como lo indicd Nelson et al. (1983).

En microscopia de luz se observaron las siguientes
caracteristicas:

The following characteristics were observed in light
microscopy:

-Straight to slightly curved macroconidia, 50 x 5.5 pm,
with rounded ends, 3 - 6 septa, the apical cell obtuse-round-
ed, whereas the basal cell showed different shapes (straight,
cylindrical and rounded) (Figure 1E) .

-Oval-ellipsoidal microconidia, with or without septum,
9.5-11.5 x 3-4 ym (Figure 1F), formed around false heads
or on relatively long monophialides.

-Conidiophores branched in monophialides; phialides
of 52-78 x 2.6-2.9 ym.

-Chlamydospores usually formed within 2-4 weeks,
globose-oval, intercalary or terminal, 10 x 9 pm, with
smooth or rough wall (Figure 1G).

All of the observed characteristics coincide with
those described by Toussound and Nelson (1976), Nel-
son et al. (1983), and Leslie and Summerell (2006) for
the case of Fusarium solani (Teleomorph: Haemanectria
haematococca).

Up until now, all reports of stem rot, wilting and leaf
necrosis in chrysanthemum plants had reported Fusarium
oxysporum as the disease causal agent. However, the iso-
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-Macroconidios rectos a ligeramente curvos, de 50 x
5.5 ym, con las terminaciones redondeadas, con 3-6 sep-
tos, la célula apical obtusa-redondea, mientras que la célula
basal mostré diferentes formas (rectas, cilindricas y redon-
deadas) (Figura 1E).

-Microconidios ovales-elipsoides, con o sin septo, de
9.5-11.5 x 3-4 ym (Figura 1F), formados alrededor de falsa
cabezas o sobre monofialides relativamente largas.

-Conidiéforos ramificados en monofialides; fialides de
52-78 x 2.6-2.9 ym.

-Clamiodosporas generalmente formadas en 2-4 se-
manas, globosas—ovales, intercalares o terminales, de 10 x
9 um, con pared lisa o rugosa (Figura 1G).

Todas las caracteristicas observadas coincidieron con
las descritas por Toussound y Nelson (1976), Nelson et al.
(1983), y Leslie y Summerell (2006) para el caso de Fu-
sarium solani (Teleomorfo: Haemanectria haematococca).

Hasta la fecha, todos los reportes de pudricion de
tallo, marchitez y necrosis foliar en plantas de crisantemo
habian reportado a Fusarium oxysporum como el agente
causal de la enfermedad. Sin embargo, los aislamientos
identificados en este estudio no presentaron los caracteres
representativos de F. oxysporum.

Muchos investigadores confunden a F. solani con F.
oxysporum. Esta confusion refleja la superposiciéon en al-
gunos aspectos de la morfologia y nichos ecoldgicos. Se-
gun Leslie y Summerell (2006), F. solani y F. oxysporum
pueden ser diferenciados mediante la examinacién de las
fialides donde se desarrollan los microconidios. Las mo-
nofidlides largas que llevan microconidios de F. solani son
bastante diferentes de las monofialides relativamente cor-
tas de F. oxysporum. Otra diferencia marcada es que los
microconidios de F. solani tienden a ser mas anchos, ova-
les y con paredes mas gruesas que los microconidios de F.
oxysporum. Ademas, F. solani presenta microconidios con
hasta dos septos, mientras que los de F. oxysporum gene-
ralmente son sin septos.

Prueba de patogenicidad

El 100 % de las plantulas inoculadas con el aisla-
miento de F solani desarrollaron sintomas de la enfer-
medad a los 15 dias después de la inoculacién, mientras
que, las plantas control permanecieron libres de la en-
fermedad. El tiempo de apariciéon de sintomas coincidié
con lo mencionado por Strider (1985), Hung-Chang et
al. (1992), Garcia-Velasco et al. (2003) y Garibaldi et al.
(2009) para el caso de variedades de crisantemo inocula-
das con F. oxysporum.

lates identified in this study did not present the representa-
tive characters of F. oxysporum.

Many researchers confuse F. solani with F. oxyspo-
rum. This confusion reflects the overlap in some morphol-
ogy and ecological niche aspects. According to Leslie and
Summerell (2006), F. solani and F. oxysporum can be dis-
tinguished by examining the phialides where microconidia
develop. The long monophialides carrying F. solani micro-
conidia are very different from the relatively short F. oxys-
porum monophialides. Another marked difference is that F.
solani microconidia tend to be wider, oval and with thicker
walls than F. oxysporum microconidia. Furthermore, F. so-
lani presents microconidia with up to two septa, while those
of F. oxysporum are usually without septa.

Pathogenicity test

One hundred percent of the plantlets inoculated with
F. solani isolate developed disease symptoms 15 days af-
ter inoculation, whereas control plants remained disease
free. The time for the symptoms to appear coincided with
that reported by Strider (1985), Hung-Chang et al. (1992),
Garcia-Velasco et al. (2003) and Garibaldi et al. (2009) for
the case of chrysanthemums inoculated with F. oxysporum.

From symptomatic inoculated plants, F. solani was
isolated again. These isolates showed the same morpho-
logical characteristics as the inoculated isolates, with which
Koch’s Postulates were completed and F. solani was con-
firmed as the disease-inducing agent.

Molecular characterization

The isolate used in this research showed strong DNA
amplification in the PCR, using the aforementioned primers,
resulting in a product of 600 bp, which coincide with those
reported by Li et al. (2000) and Young-Mi et al. (2000). The
sequence obtained in this study (Genbank access number
EU109673) showed 99 % similarity to the JQ277276 Fu-
sarium solani sequence deposited in the NCBI database.

The ITS region sequence confirmed the result of the
morphological and cultural identification, indicating that . so-
lani is the inducing agent of stem rot and wilting of chrysan-
themum plants in greenhouses in the Texcoco region. This
result differs from that reported by Armstrong et al. (1970),
Hung-Chang et al. (1992), Garcia-Velasco et al. (2003) and
Garibaldi et al. (2009), who only noted F. oxysporum f. sp.
chrysanthemi as responsible for causing these symptoms.

Cultivar reaction

All six chrysanthemum cultivars evaluated in this study
proved to be susceptible to Fusarium solani, because they
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CUADRO 1. Respuesta de seis variedades de crisantemo a la infeccion
por Fusarium solani.

TABLE 1. Response of six chrysanthemum cultivars to Fusarium
solani infection.

Variedad / Cultivar Severidad / Severity (%)

Polar 93.94 a*

Leonora / Eleonora 89.47 ab
Indianépolis / Indianapolis 80.52 b
Codorniz / Quail 70.57 b
Puma 3947 ¢

Spider 2947 c

*Medias con la misma letra no difieren significativamente de acuerdo con la prueba de Tukey a
una P <0.05.

*Means with the same letter are not significantly different according to the Tukey test at P < 0.05.

A partir de plantas inoculadas sintomaticas, se volvié
a aislar a F. solani. Dichos aislamientos presentaron las
mismas caracteristicas morfolégicas que los aislamientos
inoculados, con lo que se completaron los Postulados de
Koch y se confirmé que F. solani es el agente inductor de
la enfermedad.

Caracterizacion molecular

El aislamiento usado en este trabajo mostré fuerte
amplificacion de ADN en la PCR, utilizando los iniciadores
antes mencionados, lo que resulté en un producto de 600
pb, que coinciden con lo mencionado por Li et al. (2000)
y Young-Mi et al. (2000). La secuencia obtenida en este
estudio (No. de acceso del Genbank EU109673) mostré un
99 % de similitud con la secuencia JQ277276 de Fusarium
solani depositada en la base de datos del NCBI.

La secuencia de la region ITS confirmé el resultado
de la identificacién morfoldgica y cultural, lo que indicé que
F. solani es el agente inductor de la pudricién de tallos y
marchitez de plantas de crisantemo en invernaderos de la
region de Texcoco. Este resultado difiere con lo reportado
por Armstrong et al. (1970), Hung-Chang et al. (1992), Gar-
cia-Velasco et al. (2003) y Garibaldi et al. (2009), quienes
Unicamente sefialaron a F. oxysporum f. sp. chrysanthemi
como el responsable de causar los sintomas mencionados.

Reaccion de variedades

Las seis variedades de crisantemo evaluadas en
este estudio mostraron ser susceptibles a Fusarium sola-
ni, debido a que presentaron sintomas caracteristicos de
la enfermedad como amarillamiento, marchitez, necrosis
en hojas y en tallo. Sin embargo, el analisis de varianza
mostré diferencias significativas en el porcentaje de seve-
ridad entre variedades (Cuadro 1). Las variedades ‘Polar’,
‘Leonora’, ‘Indiandpolis’ y ‘Codorniz’ mostraron porcentajes
de severidad mayores a 70 %, por lo que se considera-
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presented characteristic symptoms of the disease such as
yellowing, wilting, and necrosis in leaves and stem. How-
ever, the analysis of variance showed significant differ-
ences in the severity percentage among cultivars (Table 1).
The ‘Polar’, ‘Eleonora’, ‘Indianapolis’, and ‘Quail’ cultivars
showed severity percentages higher than 70 %, so they
were considered highly susceptible to the pathogen. Plant
death was observed in severe infection cases. The ‘Polar’
cultivar showed the greatest number of plants with this
characteristic. This coincides with studies conducted by
Garcia-Velasco et al. (2003), who indicated that the ‘Polar’
cultivar is highly susceptible to Fusarium oxysporum attack
in greenhouses in the State of Mexico.

On the other hand, the ‘Puma’ and ‘Spider’ cultivars
behaved as the most tolerant to infection by Fusarium so-
lani, presenting the lowest severity percentages. According
to Strider (1985), Gardiner et al. (1989) and Garibaldi et al.
(2009), the most efficient control method for Fusarium spp.
in chrysanthemum plants is the use of tolerant and resistant
cultivars. This study confirmed that in Mexico there are chry-
santhemum cultivars that are tolerant to infection by F. so-
lani. However, it is recommended to conduct further studies
with the use of a wider range of chrysanthemum genotypes,
in order to find sources of resistance to this pathogen.

CONCLUSIONS

By means of morphological, molecular and pathogen-
ic characterization, it was determined that Fusarium solani
is the causal organism of chrysanthemum dry stem rot in
greenhouses in Texcoco, State of Mexico.

The ‘Polar’, ‘Eleonora’, ‘Indianapolis’, and ‘Quail’ cul-
tivars proved to be highly susceptible to infection by Fusar-
ium solani, whereas the ‘Puma’ and ‘Spider’ cultivars were
tolerant to infection by the pathogen.

End of English Version

Revista Chapingo Serie Horticultura 19(1): 49-59, 2013



58

ron como altamente susceptibles al patégeno. En casos
de infecciones severas, se observé muerte de plantas. La
variedad ‘Polar’ exhibié el mayor numero de plantas con
esta caracteristica. Lo anterior coincide con los estudios
realizados por Garcia-Velasco et al. (2003), quienes indi-
caron que la variedad ‘Polar’ es altamente susceptible al
ataque por Fusarium oxysporum en invernaderos del Es-
tado de México.

Por otra parte, las variedades ‘Puma’ y ‘Spider’ se
comportaron como las mas tolerantes a la infeccion por Fu-
sarium solani, al presentar los mas bajos porcentajes de se-
veridad. Segun Strider (1985), Gardiner et al. (1989) y Ga-
ribaldi et al. (2009), el método de control més eficiente para
Fusarium spp. en plantas de crisantemo es el uso de varie-
dades tolerantes y resistentes. Este estudio confirmé que
en México existen variedades de crisantemo que presentan
tolerancia a la infeccién por F. solani. Sin embargo, se su-
giere llevar acabo futuros trabajos con el uso de una gama
mas amplia de genotipos de crisantemo, con la finalidad de
encontrar fuentes de resistencia para este patégeno.

CONCLUSIONES

Mediante caracterizacion morfolégica, molecular y
patogénica, se determiné que Fusarium solani es el orga-
nismo causal de la pudricion seca del tallo del crisantemo
en invernaderos de Texcoco, Estado de México.

Las variedades ‘Polar’, ‘Leonora’, ‘Indianapolis’ y ‘Co-
dorniz’ mostraron ser altamente susceptibles a la infeccion
por Fusarium solani, mientras que, las variedades ‘Puma’
y ‘Spider’ fueron tolerantes a la infeccion por el patégeno.
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