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Abstract

Citric fruits constitute an important commodity in Mexico. However, because of significant post-harvest loses (up to
40%), the citrus industry in Mexico requires optimization. The presence of pathogenic fungi affecting root system, stem,
leaves and fruits, represent a risk for ulterior development of post-harvest rotting. In this work, several varieties of orange
(Citrus sinensis L. Osbeck), Valencia Temprana, Valencia Tardia y Washington Navel, grown in Comondt, Baja California
Sur, México were analyzed, aiming to identify the corresponding pathogenic fungi present on the fruit surface. Several fungi
belonging to Aspergillus, Fusarium and Penicillium genera were isolated. Sequence analysis of their ITS1-5.8S-ITS2 rDNA
region showed that the fungi correspond to A. flavus, F. oxysporum, P. digitatum, P. italicum, and P. variabile species,
which are known to cause diseases affecting fruit quality. This work identify suitable treatments for citrus production in Baja
California Sur in order to extend their shelf-life and quality to compete in national and international markets successfully.

Resumen

Los citricos son uno de los principales productos agricolas de México. Sin embargo, debido a las pérdidas
significativas en poscosecha (hasta un 40%) es importante optimizar su produccion. La presencia de hongos fitopatogenos
que atacan la raiz, tronco, hojas y frutos constituyen un factor de riesgo para el desarrollo de este cultivo. En este trabajo se
analizaron las variedades de naranja (Citrus sinensis L. Osbeck) Valencia Temprana, Valencia Tardia y Washington Navel
cultivada en la zona de Comondu, Baja California Sur, México, para identificar los hongos fitopatdégenos que pudieran
afectar la calidad de los frutos durante su almacenamiento. Se aislaron e identificaron morfoldégicamente varios hongos
pertenecientes a los géneros Aspergillus, Fusarium 'y Penicillium. El anélisis de la secuencia de la region ITS1-5.8S-1TS2
del rDNA demostrd que las especies aisladas fueron 4. flavus, F. oxysporum, P. digitatum, P. italicum 'y P. variabile, los
cuales son agentes causales de pudriciones y enfermedades en los frutos, afectando su calidad. Este trabajo posibilita la
adopcion de medidas de tratamiento y biocontrol de las enfermedades de la naranja cultivada en Baja California Sur con el
objeto de extender su vida de anaquel y competir exitosamente en los mercados nacional e internacional.

Keywords: Citric fruits, orange, Citrus sinensis, phyto-pathogenic fungi, Aspergillus flavus, Fusarium oxysporum,
Penicillium digitatum, Penicillium italicum, Penicillium variabile

Palabras clave: Citricos, naranja, hongos fitopatogenos, Citrus sinensis, Aspergillus flavus, Fusarium oxysporum, Penicillium
digitatum, Penicillium italicum, Penicillium variabile

INTRODUCCION mejores beneficios en la seleccion de variedades. México
La produccion de naranja en México se basa ha firmado tratados comerciales con Chile (1992), el TLC
exclusivamente en las variedades Valencia y Washington con Norteamérica (1994), Costa Rica (1995), Bolivia (1995),
navel en casi todas las regiones productoras. Algunas de Nicaragua (1998), Israel (2000) y la Union Europea (2000),
estas ofrecen ventajas debido a su posibilidad de los cuales han fijado la pauta para incrementar las
exportacion, a la época de cosecha y/o porque existe una exportaciones de productos agricolas mexicanos.
demanda en el mercado. Es conveniente tomar en cuenta La naranja es una fruta subtropical (http://
las caracteristicas de las variedades, las condiciones de www.infoagro.com/citricos/naranja.htm) por lo que las
clima, suelo, preferencia de mercados, etc. para lograr los condiciones climaticas prevalecientes en Baja California
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Sur (BCS) pueden representar cierta ventaja en su cultivo.
Por ejemplo, el factor limitante mas importante para el
cultivo de la naranja es la temperatura minima, ya que no
tolera las inferiores a -3 °C, condicion que puede cumplirse
con el clima arido y semi-arido que impera en BCS (http://
www.mexconnect.com/MEX/austin/baja.html). La naranja
necesita temperaturas calidas durante el verano para la
correcta maduracion de los frutos y aunque requiere de
precipitaciones de alrededor de 1,200 mm anuales, cuando
no son cubiertas se recurre al riego. Siendo la naranja una
especie que necesita luz para los procesos de floracion y
fructificacién, BCS puede ser el lugar idoneo para su
cultivo, ya que recibe una de las mas altas tasas de
irradiacion solar en el mundo. Finalmente, la naranja
necesita de suelos permeables y poco calizos para una
buena produccion, lo cual es una caracteristica comtin en
los suelos de BCS, que siendo fundamentalmente arenosos
presentan una proporcion equilibrada de elementos
gruesos y finos (textura) para garantizar una buena
aireacion y facilitar el paso de agua. La mayor desventaja
para el cultivo de naranja en BCS lo constituye la salinidad
del suelo o agua de riego que afecta al crecimiento de las
plantas, por lo que en este caso deben seleccionarse
variedades halotolerantes.

Las enfermedades de los citricos ocasionadas por
hongos provocan pérdidas economicas en todo el mundo,
y en algunos casos alcanzan hasta el 50 % de la produccion
total de los frutos. La aplicacion de fungicidas reducen las
pérdidas significativamente, pero éstas aun se ubican entre
un 5-10% de la produccion total (Ismail y Zhang, 2004;
Margosan et al., 1997). Dentro de los principales hongos
causantes de pudriciones en el caso de naranja destacan:
Penicillium digitatum, P. italicum, Geotrichum candidum,
Colletotrichum acutatum y Rhizopus stolonifer, entre
otros (Altieri ef al., 2005; Benyahia et al., 2003; Qing y
Shiping, 2000; Pavoncello et al., 2001; Wuryatmo et al.,
2003). La infeccion por hongos puede ocurrir durante el
cultivo, en el momento de la colecta, durante el
procesamiento o empacado, almacenamiento, transporte y
mercado, e incluso después de ser adquirido por el
consumidor (Amiri y Bompeix, 2005; Dennis, 1983;
Sanderson y Spotts, 1995). Los sintomas de deterioro se
manifiestan cuando el hongo fitopatégeno comienza a
desarrollarse activamente en el fruto. En muchos casos de
infeccion se aprecia un cambio de coloracion y la
destruccion del tejido con la aparicion de lesiones (Droby
et al., 2002). De manera tradicional, su control se basa
principalmente en el uso de fungicidas sintéticos
(Capdeville et al., 2002), sin embargo la demanda por parte
de los consumidores de productos libres de residuos
quimicos (Castoria et al., 2003; Fan et al., 2000) y la
aparicion de hongos resistentes a estos compuestos
(Zheng et al., 2004) ha dificultado el control de estos
patdgenos.

En México, la experiencia sobre el control de
infecciones, conservacion y almacenamiento de citricos,
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lamentablemente, no esta bien documentada (Orozco-
Santos, 1991). Se estiman pérdidas en la citricultura nacional
del 40% de la produccion en poscosecha solamente, por
lo que el impacto de las enfermedades fungicas en los
citricos es relevante. No obstante, no existe informacion
disponible sobre la naturaleza e impacto de las poblaciones
de microorganismos patdgenos poscosecha de los citricos
cultivados en BCS. La experiencia en el estudio sobre las
enfermedades de frutos poscosecha a nivel mundial
sugiere que la problematica de cada region es distinta,
tanto por cuestiones de manejo, como condiciones de
suelo, climay variedad de fruto. No es posible por lo tanto
generalizar sobre la incidencia de las enfermedades ni sobre
su control o tratamiento, por lo cual es necesario caracterizar
cada caso. Para ello, la identificacion precisa de los hongos
fitopatdgenos que se presentan en un huerto o bodega
determinado posibilita tanto la generacion de informacion
del rol ecologico de una especie determinada como las
posibles consecuencias que potencialmente se pueden
presentar y la manera de combatirlos. Una forma rapiday
eficaz para identificar los hongos es analizar la secuencia
de regiones del DNA especificas (Seifert et al., 2007), tales
como la que codifica para la citocromo oxidasa 1 (CO/), la
de la B-tubulina (BenA), la del factor de elongacion 1-o
(EF-10) o la subunidad ribosomal 5.8S flanqueada por sus
espaciadores (ITS1-5.8S-ITS2). Esta informacion, junto con
las caracteristicas morfologicas y bioquimicas especificas,
constituye la base de la identificacion y clasificacion
taxondmica de los microorganismos. En este trabajo se
dan a conocer los principales hongos fitopatégenos
aislados de naranja cultivada en BCS. Los resultados aqui
presentados constituyen una advertencia que pudiera ser
tomada en cuenta por los citricultores locales si planean
alcanzar los mercados internacionales y realizar el control
racional y especifico de las enfermedades fingicas de
citricos cultivados en México.

MATERIALESY METODOS

Sitios de colecta

En Diciembre del 2003 se realizo la colecta del
material vegetal en las inmediaciones de las huertas
localizadas en el Lote 4 (Col. Mexicali), Lote 51 (Col.
Cuitlahuac) y Lote 318 (Col. Emiliano Zapata), todas
pertenecientes al municipio de Comondu, BCS. En las tres
huertas, las variedades de naranja cultivada
correspondieron a ‘Valencia Temprana’, ‘Valencia Tardia
y ‘Washington Navel'. Las tres variedades se plantaron
juntas, sin barreras fisicas o separacion entre los arboles
que eviten la transmision de enfermedades de una variedad
a otra. Se colectaron de cada variedad 6 frutos sin lesion
aparente del flavedo de 5 arboles seleccionados al azar de
cada lote, depositandolos en bolsas de plastico estériles
para ser transportados inmediatamente al laboratorio en
cajas de espuma de poliuretano.
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Figura 1. Identificacion de hongos aislados de distintas variedades de naranja cultivada en Baja California Sur, México. (A) Penicillium spp. Cepa
PvWNO002, (B) Fusarium spp. Cepa FOWNOO1, (C) Fusarium spp. Cepa FOWNO003, (D) Aspergillus spp. cepa AfVT001, (E) Fusarium spp.
cepa FoVTa001, (F) Penicillium spp. cepa PIWNO004 'y (G) Penicillium spp cepa PdVTa002.

Figure 1. Identification of fungi isolated from different varieties of orange cultivated in Baja California Sur, Mexico. (A) Penicillium spp. strain
PvWNO0O02, (B) Fusarium spp. strain FOWNOO01, (C) Fusarium spp. strain FOWNOO3, (D) Aspergillus spp. strain AfVTO001, (E) Fusarium spp.
strain FoVTa001, (F) Penicillium spp. strain PIWNO004 'y (G) Penicillium spp strain PdVTa002.

Aislamiento de hongos

Los hongos de los frutos se aislaron mediante un
raspado superficial y sembrando la muestra en placas con
medio agar Papa-Dextrosa (PDA, Difco®) adicionado con
100 mg/L de cloranfenicol (SIGMA®) y 50 mg/L de
ampicilina (SIGMA®) para inhibir el crecimiento de bacterias
(Benbow y Sugar, 1999). Las placas fueron depositadas en
una incubadora (VWR®) durante 7 dias a 30 °C en completa
oscuridad. Las colonias diferenciales se trasfirieron a
nuevas placas con medio PDA hasta lograr su purificacion.
Posteriormente, se realizo la caracterizacion morfologica
macro y microscopica de cada uno de los hongos aislados,
tomando como base las claves propuestas por Barnett y
Hunter (1998), Carrillo (2003), Nelson et al. (1983), Pitt
(1988) y Romero (1988).

Crecimiento del hongo y extraccion de ADN

Los hongos fueron cultivados en caldo de papa
dextrosa a 30 °C durante 7 dias. La masa micelial fue
cosechada por filtracion y el DNA fue extraido usando el
método de Raeder y Broda (1985).

Identificacion molecular

Laregion ITS1-5.8s-1TS2 del rDNA, fue obtenida
mediante los iniciadores ITS1 (5
TCCGTAGGTGAACCCTGCGG 3') e ITS4 (5
TCCTCCGCTTATTGATATGC 3') (White et al., 1990),

354

sintetizados por Sigma-Genosys (EUA). Las
amplificaciones por PCR fueron realizadas en un
termociclador (System 9700 GeneAmp®) con un periodo
de desnaturalizacion de 2 min a 95 °C, seguido de 30 ciclos
(los cuales comprendian una desnaturalizacion a 95 °C
durante 1 min, alineacion por 30 s a 50 °C y una extension
de 2 min a 72 °C), con una extension final de 10 mina 72 °C.
Los productos de la amplificacion fueron separados por
electroforesis en gel de agarosa al 1 % (SIGMA®), se tifieron
con bromuro de etidio (0,2 pug/ml), se visualizaron en un
transiluminador (BioDoc-IT imagen system, UVP®) y
fueron secuenciados por la compaiiia MACROGEN (Seul,
Korea). La identificacion molecular se realizo comparando
la secuencia obtenida contra todas las secuencias
nucleotidicas de hongos reportadas en la base de datos
del NCBI (National Center for Biotechnology Information;
http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

RESULTADOS Y DISCUSION

El fenotipo macroscopico de los hongos aislados
de las naranjas cultivadas en BCS se muestra en la Figura
1, en donde se aprecian las caracteristicas coloniales
principales que constituyen el primer paso de identificacion
anivel de género. Respecto a la amplificacion de la region
ITS del rDNA, se observa una diversidad en tamanos de
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Figura 2. Amplificacion de la region ITS1-5.8S-ITS2 del rDNA de
los hongos aislados de naranja cultivada en Baja California Sur,
México. A) Penicillium spp., B) Fusarium spp., C) Fusarium spp.,
D) Aspergillus spp., E) F. oxysporum, F) Penicillium spp. y G)
Penicillium spp.

Figure 2. Amplification of ITS1-5.8S-ITS2 rDNA region from fungi
isolated from orange cultured in Baja California Sur, Mexico. A)
Penicillium spp., B) Fusarium spp., C) Fusarium spp., D) Aspergillus
spp., E) F. oxysporum, F) Penicillium spp. y G) Penicillium spp.

fragmentos de los hongos aislados (Figura, 2). Estas
diferencias en tamafio existen debido a un alto grado de
polimorfismo entre especies y entre cepas de la misma
especie (Duggal et al., 1997). Esta variacion en composicion
nucleotidica y longitud pudiera deberse a la caracteristica
de alta repeticion y baja tasa de evolucion de esta unidad
del rtDNA, a la presencia de mas de un nucleo con diferentes
secuencias de rDNA dentro del mismo organismo aislado,
al intercambio de nticleos por la fusion de hifas con otros
individuos, o bien a cambios genéticos y de presion
selectiva (Tavares-Ramos et al., 2004). El analisis
comparativo de las secuencias (Tabla 1 y 2) con la base de
datos del NCBI, permitio la identificacion de las especies
Aspergillus flavus, Penicillium variabile, P. italicum, P.
digitatum y tres cepas de Fusarium oxysporum. La
presencia de estos microorganismos en los frutos puede
estar regulada por el manejo agrondmico de cada una de
las huertas; por ejemplo, Penicillium spp., fue aislado en
las huertas Lote 4 y 51 y estuvo ausente en la huerta del
Lote 318 en las tres variedades de naranja analizadas. Ello
puede deberse a la aplicacion de tratamientos precosecha,
los cuales juegan un papel preponderante en la reduccion
de este patoégeno (Droby et al., 1997). Estos resultados

sugieren que los hongos prevalecientes en las huertas de
naranja constituyen una amenaza a la calidad de los frutos
por lo que se deben implementar tratamientos de control
adecuados, ya que algunas especies de los géneros
Aspergillus, Fusarium y Penicillium producen toxinas en
frutos y vegetales almacenados que pueden representar
un riesgo para los consumidores (Lugauskas y Stakéniené,
2002).

Entre los aislamientos obtenidos, P. italicum y P.
digitatum, cominmente conocidos como moho azul y
moho verde, respectivamente (Yildiz et al., 2005), ya han
sido reportados como patégenos poscosecha de los citricos
(McGuire, 2000; Wild, 1994) y son responsables de
pérdidas econdmicas en todo el mundo (Skouboe et al.,
1999). La infeccion comienza con la penetracion de las
esporas en las heridas de los frutos en el arbol, durante la
cosecha o el transporte (Spotts ez al., 1998). Los sintomas
aparecen como cambios en la coloracion del fruto
(Snowdon, 1990), debido al desarrollo del micelio sobre la
superficie, seguida por la aparicion de una masa de esporas
de color azul (P, italicum) o verde-olivo (P. digitatum),
segun sea el caso, como manifestacion clara de una
infeccion. La pudricion de los frutos por esta causa puede
llegar al 40 % de la produccion total, por lo que la deteccion
oportuna reviste de importancia (OEPP/EPPO, 2004). Las
condiciones climaticas y de cultivo (variedad en cultivares,
aplicacion de fertilizantes, tipo de suelo, entre otros)
pueden determinar la susceptibilidad de los frutos a las
enfermedades, maduracion, manejo y almacenamiento
(Plaza et al., 2003; Smilanick ez al., 2003).

Por otro lado, Penicillium variabile es un hongo
de lento crecimiento que produce una colonia amarillenta
y naranja, verdosa y color oscuro en el reverso cuando se
crece a 25 °C. Ha sido aislado principalmente de suelos
desérticos, dunas, agua de mar, manglares y jugo de frutas
(http://www.pureaircontrols.com/glossary.html). En el caso
particular de Aspergillus flavus, aunque no es un patdégeno
frecuente en frutos citricos, ha sido aislado de limon en
diferentes plantaciones de Argentina (Maldonado ef al.,
2005) y de naranjas en descomposicion (Varma y Verma,
1987). En las estaciones calidas y himedas, 4. flavus puede
causar pudriciones importantes en limoén agrio (Citrus

Tabla 1. Identificacion de los diferentes hongos aislados de naranja cultivada en Baja California Sur, México.

Table 1. Identification of fungi isolated from oranges cultivated in Baja California Sur, México.

Cepa Origen Variedad de naranja Identificacion Molecular (NCBI) Identidad
FoWNO0O01 Lote 318 E. Zapata Washington Navel Fusarium oxysporum f. sp. lilii (DQ452453.1) 99 %
PvWNO002 Lote 51 Cuitlahuac Washington Navel Penicillium variabile (AY373936.1) 99 %
FoWNO003 Washington Navel Fusarium oxysporum f. sp. lilii (DQ452453.1) 99 %
AfVTO001 Valencia Temprana Aspergillus flavus (DQ467982.) 100 %
FoVTa001 Lote 4 Mexicali Valencia Tardia Fusarium oxysporum (DQ123598.1) 97 %
PiWNO004 Washington Navel Penicillium italicum (AY373920.1) 99 %
PdVTa002 Valencia Tardia Penicillium digitatum (DQ426516) 100 %
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Tabla 2. Homologia de |a secuencia de |os hongos aislados de naranja cultivada en Baja California Sur de acuerdo al N.C.B.I. (National Center of

Biotechnology Information).

Table 2. Sequence homology of fungi isolated from oranges cultivated in Baja California Sur, Mexico, according to N.C.B.I. (National Center

of Biotechnology Information).

Cepas FOWNO0O01y FoOWNOO3 (Fusarium spp.). DQ452453.1. Fusarium oxysporum f. sp. lilii
cepa ATCC 15642. Gen del RNA ribosomal 18S, secuencia parcial; espaciador transcripcional
interno 1, gen del RNA ribosomal 5.8S, y espaciador transcripcional interno 2, secuencias
completas; y gen del RNA ribosomal 28S, secuencia parcia. Identidad = 451/ 452 (99%), Gaps
=1/ 452 (0%).

ACTCOCAAACCOCT GTGAACATACCACT TGTTGCCT CGGOGGATCAGOCCGCTCCOGGTA 60
NN R R R R R R Ry
ACTCOCAAACCOCTGTGAACATACCACT TGT TGCCT CGGOGGAT CAGOCCGCTCOOGGTA 101

Query 1
Shjct 42
61 \GGACCCCT- AACTCTGTTTCTATATGTAACTTCTGAGTAA

Query /AAACGGGACGEO0CGEOCAGA
I\III\IIIIIIIIIIIIIIIIII\III (AR RNy
2 AAACGGGACGBEO0CGEOCAGA AMACTCTGTTTCTATATGTAACTTCTGAGTAA 1

Shj ct
CTTGGT TCTGGCAT CGATGAA(

AAATCAAAACT \CAACGGATCT!
IIIII\IIIIII\IIIIII\IIIIII\IIIIIIIII\IIIIII\IIIIII\IIIIIIIII
AAATCAAAACT \CAACGGATCT! CTGGCATCGA

Query
Shj ct
Query
Shj ct

CGCAGCAAAATGOGATAAGT AATGT GAAT TGCAGAAT TCAGT GAATCATCGAATCTTTGA
[ R R R R AR Ay
2 CGCAGCAAAATGOGATAAGTAATGTGAAT TGCAGAAT TCAGTGAATCATCGAATCTTTGA 2

AACGCACATTGOGCCT GOCAGTATTCTGGOGGGCAT GCCTGT TOGAGOGT CATTTCAACCC
N R R Ay
ACGCACATTGOGOCT GOCAGTATTCTGGOGGGCAT GCCT GT TOGAGOGT CATTTCAACCC

Query
Sbj ct

TCAAGCACAGCTTGGT GT TGGGACT CGCGT TAATTCGOGT TOCCCAAATTGATTGGOGGT
R A Ry
2 TCAAGCACAGCTTGGTGT TGGGACTCGOGT TAATTCGCGT TCOCCAAATTGATTGGCGGT 4

Query
Sbj ct

CACGTCGAGCT TCCATAGCGT AGTAGTAAAACCCTCGT TACTGGT AATCGTCGOGGCCAC
IIIII\IIIIII\IIIIII\IIIIII\IIIIIIIII\IIIIII\IIIIII\IIIIIIIII
2 CA CGTCGOGGECCAC

Query
Shj ct
GAATGTTGACCC 451

GOOGTTAAACCCCAACTTCT!
R R
GOOGTTAAACCCCAACTTCTGAATGTTGACCC 493

Query

Shj ct 462

Cepa FoVTa00l (Fusarium spp.). DQ123598.1. Fusarium oxysporum cepa CBMAI 53.

Espaciador transcripcional interno 1, secuencia percial; gen del RNA ribosomal 5.8S, secuencia

completa; y espaciador transcripcional interno 2, secuencia parcial. Identidad = 275/282 97%),

Gaps = 4/282 (1%).

Query 1 GT TGCCTCGBOGGAT CAGCCCGCT CCOGGT AAAACGGEGACGECOCGCCAGAGGACCCCT 60
R AR A R R AR AR AR A

Sbjct 4  GTTGOCTCGGCGGAT CAGCCOGCT COOGGT AAAACGGEGEGACGECCCGOCAGAGGACCCCT 63

Query 61 AAACTCTGTTTCTATATGTAACTTCTGAGTAAAACCA AAATCAAAACTTTCAACA 120
IIIIIIIIIIII\IIIIII\IIIIIIIIIIIIIIII\IIIIII\IIIIIIIIIIIIIIII
Sbj ct 64 AAACTCTGITTCTATATGTAACTTCTGAGTAAAACCA AAATCAAAACTTTCAACA 123
Query 121 ACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCAAAATGOGATAAGTAATGTGAA 180
R R RN AN A
Sbj ct 124 ACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCOGATGAAGAACGCAGCAAAATGOGATAAGTAATGTGAA 183
Query 181 TTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCATCATTGTGOCCGTCCAGTATTCT 240
[ R R R IIII\ R
Sbj ct 184 TTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCA- CATTGCGCCOG CCAGTATTCT 241
Query 241 GGOGGBGTATGOCTTGTTCGTAGOGTCATTTTAACCCTCAAGC 282
[N A R SRR RN B AR
Sbj ct 242 GGOGGEGCATGOCT- GTTCG AGCGTCATTTCAACCCTCAAGT 281

Cepa AfVTO001 (Aspergillus spp.). DQ467982. Aspergillus flavus cepa UR24. Gen del RNA
ribosomal 18S, secuencia parcial; espaciador transcripciona interno 1, gen del RNA ribosomal
5.88S, y espaciador transcripcional interno 2, secuencias campletas; y gen del RNA ribosomal 28S,
secuenciaparcial. Identidad = 550/550 (100% ), Gaps = 0/550 (0%) .

TCOGTAGGT GAACCT GCGGAAGGAT CATTACCGAGT GTAGGGT TCCTAGCGAGCCCAACC 63
LRIV V LV LV L
TCOCGTAGGT GAACCT GOGGAAGGAT CAT TACCGAGT GTAGGGT TCCTAGCGAGCCCAACC 65

Query 3
Shjct 5

Query 64

TCOCACCCGTGT TTACTGTACCT TAGT TGCT T CBGOGGECC0GCCAT TCATGGOOGO0GGE 123
PEVLLCCEE L e e e iy
Shj ct 66 TCOCACCOGTGTTTACTGTACCTTAGT TGCTTOGEOGGGOCCECCAT TCATGROCGO0GG 125
GGGCTCTCAGCCOCEEEOCCECGO00GCCEGAGA CTCTGTCTGATCTAGTG 183
IIIIIIIIIIII\IIIIII\IIIIIIIIIIIIIIII\IIIIII\IIIIIIIII\IIIIII
GGGCTCTCAGCCCCGEEO0CCE0G00CA00GGAGAS CTCTGTCTGATCTAGTG 1

Query
Shj ct
CTTGGTTCC

ATCGCAATCAGTTAAAACTT
IIIIIIIIIIII\IIIIII\IIIIIIIIIIIIIIII\IIIIII\IIIIIIIII\IIIIII
ATCGCAATCAGT TAAAACTTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCC 245

Query
Shj ct

GGCATOGATGAAGAACGCAGC GAAATGOGATAACTAGT GTGAATTGCAGAATTCCGTGAA 303
N R R R NN
GGCATOGAT GAAGAACGCAGOGAAATGOGATAACTAGT GTGAATTGCAGAATTCCGTGAA 305

Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query

TCATCGAGT CTTTGAACGCACAT TGCGCCCCCTGGTAT TCOGEEEEECATGCCTGTCCEA 363
AR AR R R A
6 TCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCOCCTGGTAT TCOGEEEEECATGOCTGTCCGA 365

GOGTCATTGCTGOCCATCAAGCACGGCT TGT GT GT TGEGTCGTCGTCCCCTCTCOGEGEEG 423
CLCCLEE DT

Shj ct GOGTCATTGCTGOCCATCAAGCACGGCT TGT GT GT TGEGTCGTCGTCCCCTCTCOEEEEG 425
Query

Shj ct

GGACGGGECOCCAAAGGCAGCGGCGECACOGCGT CCGATCCTCGAGCGTATGRGECTTTGT 483
R R N A g
6 GGACGEGO0CCAAAGGCAGCGE0GECACCEOGT COGATCCTCGAGCGTATGRGACT T TGT 485

CACCCGCTCTGTA( \CGCAAATCAATCTTTTTCCAGGTTG 543

\GGCCOGGCOGGCGCT TGOCGAA
I||II||I||II\II||I|\II||I||II||I||I|\IIIIII\IIIIIIIII\IIIIII
GT AGGCCCGGOCGEOGCT TEO0GAAS CTTTTTCCAGGITG 545

Query
Shj ct
ACCTTGGATC 553

(MR
ACCTTGGATC 555

Query
Shj ct
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Cepa PVWNOO2 (Penicillium spp). AY373936.1. Penicillium variabile cepa FRR 1290. Gen
del RNA ribosomal 18S, secuencia parcial; espaciador transcripcional interno 1, gen del RNA
ribosomal 5.8S, y espaciador transcripciona interno 2, secuencias completas; y gen del RNA
ribosomal 28S, secuencia parcial. Identidad = 341/343 (99%), Gaps = 1/343 (0%).

TTTAAATCATTAAAATCTTTCAACAACGGATCTCTTGGT TCCGGECATCCATGAAGAACGC 65

[N \\IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII\HIIIIIIIIIIIIIIIII
TTTAAATCATTAAAA- CTTTCAACAACGGATCTCTTGGT TCCGGCATCGATGAAGAACGC 258

Query 6

Sbj ct 200

66 GTAATGTGAATTGCAGAA TCTTTGAACG 125

AGOGAAATGOGATAA( \TTCOGTGAATCATCGAA
IIIIIIIIIIIIIII\\\IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII\IIIIIIIIIIII
AGCGAAATGOGATAA \TTCOGTGAATCATCGAATCTTTGAACG 318

Query
Shj ct
CTGCCCTCC 185

CACATTGOGCOOCCT GBCAT TOCGGGEEGECATGOCT GTCOGAGOGT CATT T
N A R R R ARy
319 CACATTGOGCCOCCT GRCAT TOCGGGEGGGECAT GOCTGTCOGAGOGTCATTTCTGOCCTCC 378

Query
Shj ct
AGCACGGCTGGGTGT TGEECECT G \GTGGCGGCG 245

Query COCCCCGGEGACACGCCCCAAAAGCA
NN IIIIIIIIIII\\\IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
AGCACGGCT GGG GT TGEGT GCT GTCCCCOCGEEEACACGCCCCAAAAGCAGT GGCGRCG 4

Shj ct

CCGCGT CGGEGT CCTCGAGCGT AT GEGEGECT CTGT CACCCGCT CGEGAGGGACTCGGTCGEC 305
R R R R R R R RN AR
CCGCGT CGGGT CCTCGAGCGTATGEGEGECT CTGT CACCCGCT CGGGAGGGACTCGGTCGEC 498

Query
Shj ct
Query GCTGGTCTTCCCTTTAGBCCGCCCTTCGEGEGTGCGCCTCTTCC 348

IIIIIII\IIIIIIIIIIII|\IIIIIIIIIIIII\IIIIIII
Shj ct 499 GCTGGTCTTCCCTTTAGGBCCGCCCTTCGEGEGTGOGCCTCTTCC 541
Cepe PIWNOO4 (Penicillium spp.). AY373920.1 Penicilliumitalicumcepa ATCC 48114. Gen del
RNA ribosomal 18S, secuencia parcial; espaciador transcripcional interno 1, gen del RNA
ribosomal 5.8S, y egaciador transcripcional interno 2, secuencias completas; y gen del RNA
ribosomal 28S, secuencia parcial. Identidad = 436/438 (99%), Gaps = 0/438 (0%).

Query 25 ACCTCCCACCCGTGITTATTTACCACGTTGCTT!

CGGCGGECO0GCCTTAACTGBO0GOCG 84
) IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII\IIIIII\III\IIIIII\IIIIIIIIII\IIIIII
Sbj ¢t 55 COCACCOGTGT! GCTTCGGCEEGC00GCCT TAACTGE00GO0G 114

Query 85

GEEEGECT CACGCO0CCGEEC00GCGOCCGOCGAAGACACCOOCGAACTCTGOCTGAAGAT 144
[ R

Sbj ct GBGEGECT CACGCO0CCGEEC00G0G0CCBOCGAAGACACCOOCGAACT CTGOCTGAAGAT 174

\GTGAAAATATAAAT TATTTAAAACT TTCAACAACGGATCTCTTGGTTCOG 204

II|III\III\III\III|IIII|III|III\III\III\IIIIIIIIIIIIIIII\III
175 T GTGAAAATA \TTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCCG 234

Query
Shj ct
Query GCATCGATGAAGAACGCAGCAAAAT GCGATACGT AAT GTGAATTGCAAATTCAGTGAATC 264

O LT
Shj ct GCATCGATGAAGAACGCA( \TGCGATACGTAATGTGAATTGCAAATTCAGTGAATC 294
Query

Shj ct

ATCGAGTCTTTGAACGCACAT TGOGCCOCCT GGTAT TCOGGEGGGECATGCCTGTCOGAGC 324
N R R R R R
ATCGAGTCTTTGAACGCACAT TGOGCCOCCT GGTAT TCOGGEGGGCATGCCTGTCOGAGT 354

ATCATTGCTGCCCTCAAGCCCGECTTGTGTGT T CCGATTCOGGGGGAC 384

GEGO0CCGTCCT
||||||\|II\||||||||||||\|||\||||||||||||\|||||||||||||||H|
GCTGOOCTCAAGCCCGGCT TGT GT GT TGEEC000GT CCTCOGAT TCOGGGGGAC

Query
Shj ct
'COGGT CCTCGAGOGTATGGEEGCTTTCTCACC 444

Query GGGCOCGAAAGGCAGOGEOGECACCGCGT
R R R R R AR AR R N
GGECO0GAAAGGECAGCGECGEECACOGCGT OCGGT CCTOGAGOGTATGEGECT TTGTCACC 474

Shj ct

CGCTCTGTA(

Query \GBOC0GECC 462
(AR NNY
OGCTCTGTAGGOCCGECC 492

Sbj ct 475

Cepa PdVTa00z (Penicillium spp.). DQ426516. Penicillium digitatum isolate YNLF~23. Gen del
RNA ribosomal 18S, secuencia parcial; espaciador transcripcional interno 1, gen del RNA
ribosomal 5.8S y espaciador transcripcional interno 2, secuencias completas; y gen del RNA
ribosomal 28S, secuencia parcial. Identidad = 520/520 (100%), Gaps = 0/541 (0%)

Query 1  TCOGTAGGTGAACCT GOGGAAGGAT CATTACCGAGT GAGGGCCCTCTGGGT CCAACCTCC 60
[ N
Shjct 5  TCOGTAGGTGAACCTGOGGAAGGAT CATTACCGAGT GAGGGECCCTCTGGGTCCAACCTCC 65

GTTTATTTTACCTTGTTGCT

CACCOGT! TOGE0GEE00CECCT TTACTGGCCGOCEEEEEG 120
IIIIIIIIIIIIIII\IIIIII\IIIIIIIIIIIIIIII\IIIIII\IIIIIIIIIIIII
CACCOGTGTTTATTTTACCT TGT TGCT TCGGOGGE0C0GCCT TTACT GBO0GC0GEEEEG 125

Query
Shj ct
\COCCCCGAACTCTGTCTGAAGATTGCAG 180

CTCACGCTCOCGEECC0GCE00CGEO0GAAGACA
IIIIIIIIIIIIIII\IIIIII\IIIIIIIIIIIIIIII\IIIIII\IIIIIIIIIIIII
\CGCTCOCGEECC0GCEOCCEOCGAAGACACCOCCGAACT CTGTCTGAAGATTGCAG 185

Query
Shj ct

TCTGAGTGAAAACGAAATTATTTAAAACT TTCAACAACGGATCTCTTGGT TCOGGCATCG 240
PLLCEVLCEE L LV LD L VLT
TCTGAGTGAAAACGAAATTATTTAAAACT TTCAACAACGGATCTCT TGGT TCOGGCATCG 245

Query
Shj ct
Query
Sbj ct

ATGAAGAACGCAGOGAAATGC GATACGTAATGT GAAT TGCAAATTCAGTGAATCATCGAG 300
I|III|II|III|II\IIIIII\II|III|II|III|II\IIIIII\IIIIIIIIIIIII
TTCAGTGAATCA

CCGAGCGTCATT 360

\TTGOGOCCOCT GGTAT TOCGGGGEEECATGOCT
||II\II|II||II\II||II\II||II\II|II||II\IIIIII\IIIIII\IIIIIII
\TTGOGCCOCCT GGTAT TCOGGGEGGCAT GCCT GTCOGAGOGT CATT 365

Query
Sbj ct

GCTGOCCTCAAGCCCGGCT TGTGT GT TGEGECCO0GT COCCOGAT COCGREEGACERECCE 420
R R R
GCTGOCCTCAAGOCCGGCT TGTGT GT TGEECCO0GT COCCOGAT COCGREEGACERECCC 425

Query
Shj ct

COGGTCCTCGAGCGTATGEGGCTTTGTCACCCGCTCC 480

Query GAAAGGCAGCGGOGECACCGOGT
RN R AR
GAAAGGCAGCGEOGECACCGOGT COGGT CCTCGAGCGT ATGEGEGCT T TGT CACCCGCTCC 485

Shj ct
481 GTAGGCCCGGCOGGECGCCTGCCGATCAACCCCAAATTTTT 520

R R ARy
486 GTAGGOOCGEOCGEOGCCTGOOGATCAACCCCAAATTTTT 525

Query
Shj ct
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aurantifolia Swingle) produciendo la aflatoxina B(1)
(Bamba y Sumball, 2005; Huang et al., 1997). La aflatoxina
B(1) presenta efectos toéxicos inmediatos,
inmunosupresores, mutagénicos, carcinogénicos y
teratogénicos, constituyendo un riesgo para la salud
humana (Chao-Zong et al., 2004). Algunas cepas de esta
especie producen acido ciclopiazénico (Bamba y Sumball,
2005), el cual es el causante de degeneracion y necrosis
del higado. Este hongo contamina diversos cultivos
(maiz, cacahuate, algodon, nueces, etc.), pastas, harinas,
salvados, germinados, frutos secos, entre otros. El aire
es su principal fuente de dispersion pero sus conidios
pueden ser transportados en el cuerpo de los insectos
y depositados sobre la superficie de los frutos (Mazzani
et al., 2004), por lo que su control mediante un manejo
agronémico adecuado a nivel de precosecha, puede
reducir la contaminacion de los frutos (Abarca et al.,
2000).

Finalmente, Fusarium oxysporum es un hongo que
aunque ataca fundamentalmente las raices y sistema
vascular de la plantas, ocasionalmente se asocia con la
pudricién de frutos debido a una alta actividad de endo-
poligalacturonasa (Di Pietro y Roncero, 1998), y ha sido
reportado como el agente causal de pudricion del
pedunculo (Eng: Stem End Rot) y pudricion interna (Eng:
Internal Core Rot) en naranja Valencia, asociado con
Alternaria citri probablemente porque el fungicida
utilizado (tiabendazol) para controlar a éste ultimo, no es
efectivo contra el género Fusarium (Schiffmann-Nadel et
al., 1987). No obstante, es conveniente reconocer que
algunas cepas de F. oxysporum no poseen accion
patogénica (Namiki et al.,2001) por lo que la patogenicidad
especifica del aislamiento obtenido en este estudio requiere
de una caracterizacion detallada.

CONCLUSIONES

Este es el primer reporte de hongos aislados de
naranja cultivada en Baja California Sur. Las variedades de
naranja (Citrus sinensis L. Osbeck) ‘Valencia Temprana’,
‘Valencia Tardia” y ‘Washington Navel” cultivadas en 3
huertas de Comondu, BCS, indicaron la presencia de
Aspergillus flavus, Fusarium oxysporum, Penicillium
digitatum, Penicillium italicum y Penicillium variabile
como patdgenos potenciales en poscosecha. Se
observaron diferencias entre los sitios de colecta y las
variedades de fruto respecto al tipo de microorganismo
presente, lo que sugiere que el manejo agronémico en los
sitios de muestreo puede determinar la naturaleza de la
microflora presente en los frutos. Estos resultados
conllevan a la necesidad de introducir diferentes
alternativas de tratamiento para la desinfeccion y
proteccion de los frutos en cada huerta.
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