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Abstract

Penicillium ulaiense is a pathogen of citrus fruits little known to date, since traditionally,
pathogens belong to Penicillium sp. of citrus fruits have been identified as P. digitatum and
P. italicum. However, P. ulaiense has been cited as a citrus pathogen since the 1980s in
several countries, especially in Asia. The continuous development of fruits throughout the
five continents increases the hypothesis that this species has expanded to Europe,
including Spain. In fact, P. ulaiense has already been detected in our country. It is possible
that it is widespread can be unnoticed due to this species is very similar to the classical
Penicillium species which cause citrus decay, such as P. digitatum and P. italicum. In this
work, growth of an isolate of this species is characterised and compared to P. digitatum and
P. italicum. Likewise, the effect of the thiabendazole and pyrimethanil fungicides is studied.
The results showed a very low growth rate and conidial dispersion of P. ulaiense colonies
with regard to P. digitatum and P. italicum. This low activity could be translated into a
higher control of conidia production by the use of the two fungicides tested.
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Resumen

Penicillium ulaiense es un patégeno de frutos citricos poco conocido hasta la fecha, ya que
tradicionalmente, los patégenos penicilicos de los agrios se han identificado como P.
digitatum y P. italicum. Sin embargo, P. ulaiense ha sido citado como patégeno de los
citricos en varios paises desde la década de los 80, especialmente asiaticos. El continuo
devenir de frutas a lo largo de los cinco continentes, acrecienta la sospecha de que la
especie se haya infiltrado en Europa y, particularmente en Espaiia. En efecto, P. ulaiense ya
ha sido detectado en nuestro pais, es posible que se encuentre extendido, y que sea el
agente causal de bastantes podredumbres penicilicas, pero puede pasar desapercibido por
su enorme semejanza visual con las especies clasicas. En este trabajo, se pretende
caracterizar el crecimiento de esta especie y compararla con P. digitatum y P. italicum. Asi
mismo, se estudia el efecto de los fungicidas tiabendazol y pirimetanil. Los resultados
denotaron una tasa de crecimiento muy baja y dispersion de colonias de P. ulaiense,
respecto a P. digitatum y P. italicum. Esta menor actividad se pudo traducir en un mayor
control de la conidiogénesis por el uso de los dos fungicidas ensayados.
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1. INTRODUCCION

Las enfermedades mas comunes y mas graves de los frutos citricos son los mohos verdes y
azules, causados por P. digitatum y P. italicum respectivamente [1]. Sin embargo, se ha descrito P.
ulaiense en otros paises [2,3,4]. Tenemos constancia de que esta ultima especie se ha introducido
ya en Espafia, por lo que podria estar causando podredumbres que pueden pasar desapercibidas
debido al extraordinario parentesco que tiene la podredumbre con las ocasionadas por las
especies clasicas de Penicillium en citricos. Fenotipicamente, P. ulaiense se puede diferenciar de P.
digitatum y P. italicum por la presencia de sinemas o coremios que se forman principalmente en
medio de cultivo sintético.

El objetivo del presente trabajo consistié en evaluar la patogenidad de esta especie, y
comprobar la efectividad de los fungicidas cominmente utilizados contra P. digitatum y P. italicum
en el control de este hongo.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Origen de los aislados

El aislado de P. ulaiense fue suministado en octubre de 2017 por la empresa Citrosol
(Valencia; Spain). Fue obtenido de la microbiota de frutos citricos producidos en esta comunidad.
Los aislados de P. digitatum y P. italicum datan del afio 2015 y son almacenados en la coleccién
MAPYS (Microorganismos de la Agricultura, Poscosecha y Sostenibilidad) del Grupo Proteccion
de Cultivos de la UPCT.

2.2. Aplicacion de los postulados de Koch y desarrollo del hongo en agar-albedo

Se inocularon 4 limones maduros en una herida realizada con un punzén hasta alcanzar el
albedo con 10 pL de una suspensién de conidios para cada hongo, se mantuvieron a 252C y una
humedad relativa del 90 a 95%. Después de 15 dias, se desarrollaron sintomas y signos en la fruta
inoculada con Penicillium ulaiense. El agente causal se volvié a aislar y caracterizar a nivel
fenotipico, demostrando caracteristicas propias de la especie y, por tanto, se confirmaron los
postulados de Koch.

2.3. Tratamiento in vitro con los fungicidas tiabendazol y pirimetanil

Se prepar6 una bateria de placas en medio de cultivo sintético de agar de patata de dextrosa
(PDA Scharlab®, Barcelona) con los fungicidas Textar 60-T (60% p/v) y DECCO PYR (40% p/v) a
diluciones sucesivas desde (101 a 10-6). Se sembraron 4 placas para cada dilucién y hongo,
Penicillium ulaiense y los aislados de Penicillium digitatum y P. italicum [5].

Se determiné diariamente el drea de crecimiento de la colonia (cm?), tasa de crecimiento
(cm2/dia), masa de micelio(g) y conidiogénesis (conidios/cm?2), de acuerdo con Parra y Martinez
(2016) [6]. En este trabajo se presentan los resultados correspondientes al crecimiento y efecto
de los fungicidas sobre la conidiogénesis.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

La tasa de crecimiento de P. ulaiense fue significativamente inferior a la P. digitatum y P.
italicum, ocupando el 9,6% del total de la placa para el dia final del ensayo, P. italicum colonizé
completamente la placa a partir del tercer dia, mientras que P. digitatum mantuvo un crecimiento
hasta completar el total de la placa el noveno dia (Fig. 1). Esta diferencia tan elevada se debid a
que P. ulaiense mostr6 una menor capacidad de dispersion de conidios por la placa de cultivo, de
tal manera que el crecimiento cuantificado se redujo exclusivamente al de la colonia original. Este
resultado demuestra una menor capacidad de dispersion de esta especie y, por tanto, un menor
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riesgo de contaminacién en camara. Posiblemente, el mayor efecto de los fungicidas probados
sobre esta especie se deba a su menor esporulacion.

En Penicillium es comun la dispersién del hongo a partir de la germinacién de conidios
producidos por la propia colonia principal, debido a la elevada tasa de conidiogénesis que
presenta, ya que se trata de un hongo seco y pulverulento. Esto desemboca en la formacion de
colonias satélite en cultivos sintéticos que podrian interferir en el desarrollo de la colonia
principal [6].

El tiabendazol fue mas efectivo contra la esporulacion de los aislados de Penicillium. El
mayor efecto contra la esporulacion de estos aislados se obtuvo con este fungicida. Se detect6
crecimiento de las colonias y esporulacién para la dilucidn (10-5) (Fig. 2a), mientras que para el
pirimetanil ya se obtuvo en la dilucién (10-1) (Fig 2b). P. ulaiense mostré valores similares de
esporulacion para las diluciones (10-5 y 10-6), en ambos fungicidas (Fig. 2a, 2b). A la dosis mas
diluida, el tiabendazol redujo mas del 50% la esporulacién de P. digitatum y P. italicum frente al
pirimetanil.

4. CONCLUSIONES

Los fungicidas tiabendazol y pirimetanil pueden ser utilizados para el control de Penicillium
ulaiense, reduciendo la esporulacién del hongo y por lo tanto su dispersién, con una mayor
efectividad que para controlar a P. digitatum o P. italicum, especialmente con el uso de
tiabendazol.
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Figura 1. Curvas de cinética de crecimiento y dispersion de conidios de Penicillium digitatum, P.
italicum y P. ulaiense, creciendo en PDA a 262C.
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Figura 2. Efecto de los fungicidas tiabendazol (a) y pirimetanil (b) sobre la conidiogénesis de los
diferentes aislados de Penicillium en diluciones decimales sucesivas de la materia activa,
creciendo en PDA a 26°C.
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