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Introduccion. Los arboles de citricos pueden exhibir una
amplia variedad de enfermedades que impactan su
salud, vigor y productividad. Estudios recientes han
facilitado la identificacion molecular de importantes
agentes patdgenos utilizando un amplio conjunto de
metodologias moleculares, entre las cuales han sido
propuestas la amplificacion por PCR de la region 26S,
secuenciamiento, SSCP (polimorfismo de cadena
sencilla) y mas recientemente ARISA (Analisis del
espacio interibosomal automatizado). El presente trabajo
busca la caracterizaciébn de organismos patégenos a
plantas de citricos asi como la utilizacién de un banco de
microorganismos para la localizacion de aquellos con
capacidad antagoénica.

Metodologia. Un total de 39 cepas flingicas fueron
seleccionadas de una coleccion de 300 cepas, basados
en sus caracteristicas morfolégicas contrastantes Las
cepas provienen de la parte interna del fruto de plantas
de citricos. Los aislados fungicos fueron crecidos en
medio Czapek-Dox por 3 dias a temperatura ambiente,
con agitacion a 250 rpm. El ADN fue extraido usando la
metodologia de fenol-cloroformo. La identificacién de los
aislados fue conducida con el alineamiento de sus
regiones ITS1-5.8S-ITS2ADNr y 26S ADNr con los
cebadores ITS1 e ITS4 [1] y NL1/NL4 [2]. Los productos
de PCR fueron secuenciados y alineados mediante el
programa BLAST. La identificaciéon de las secuencias fue
apoyada por analisis de polimorfismos ribosomal
mediante las técnicas de ARISA [3].

Resultados. La clasificacibn permite agrupar las 39
cepas fangicas en los siguientes géneros: Fusarium,
Glomerella, Colletotrichum, Aspergillus, Nigrospora,
Ascomycetes, Lasidiplodia, Penicillium,
Dothideomycetes, Pleurostoma y Exserohilum. Los
andlisis mediante SSCP y ARISA demostraron la
presencia de variabilidad intragendmica ribosomal,
mostrando en la mayoria de los casos dos 0 mas alelos
del gen 26S (Fig. 1). Esta variabilidad fue marcada aun
entre cepas genéticamente relacionadas dentro del
género Glomerella (Figura 1c y 1b). La filogenia
molecular no permite discriminar estas cepas. Los
resultados de patogenicidad arrojan 4  grupos
patogénicos, con las cepas CF-12, CF-39 previamente
identificado como Colletotrichum gloeosporioides y CF-31
identificado como Fusarium sp., con potencial mayor del

70%. Las cepas CF-21 (Lasiodiplodia
pseudotheobromoe) y CF-30 (Nigrospora oryzae) no
mostraron ninguna patogenicidad durante las pruebas.

Conclusiones. El empleo combinado de la identificacion
molecular basada en ADNr por SSCP, ARISA o bien
secuenciacion  directa  indica una  variabilidad
intragenémica mayor de lo esperada. El empleo de este
analisis combinado puede apoyar la correcta
identificacion de especies estrechamente relacionadas y
con potencial comercial.
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Figura 1. Alelos del gen 26S mediante ARISA en: a) Penicillium sp. CF-
34 b) Colletotrichum gloeosporioides c) C. gloeosporioides (CF-14) d)
Lasiodiplodia pseudotheobromae (CF-21) e) Alternaria tenuissima. (CF-
18) f) Dothideomycete ssp. (CF-7).
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