e Y Jma
CONSEJO SUPERIOR l \ \
DE INVESTIGACIONES ~ \aw W
CIENTIFICAS .

UNIVERSIDAD Instituto de Hortofruticultura Subtropical y Mediterranea
DE MALAGA

TESIS DOCTORAL

Nuevas Perspectivas Moleculares y
Agronomicas de la Resistencia a
Fungicidas en Podosphaera fusca

DAVINIA BELLON GOMEZ

Universidad de Malaga
2014




f ‘ ma
Publicaciones
g’ y

Divulgacion Cientifica

AUTOR: Davinia Bellon Gomez
EDITA: Publicaciones y Divulgacion Cientifica. Universidad de Malaga

@00

Esta obra esta sujeta a una licencia Creative Commons:

Reconocimiento - No comercial - SinObraDerivada (cc-by-nc-nd):
Http://creativecommons.org/licences/by-nc-nd/3.0/es

Cualquier parte de esta obra se puede reproducir sin autorizacion

pero con el reconocimiento y atribucidon de los autores.

No se puede hacer uso comercial de la obra y no se puede alterar, transformar o hacer
obras derivadas.

Esta Tesis Doctoral estd depositada en el Repositorio Institucional de la Universidad de
Malaga (RIUMA): riuma.uma.es



r 'ma
e

FACULTAD DE CIENCIAS
DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA
PROGRAMA DE DOCTORADO FUNDAMENTOS CELULARES Y MOLECULARES DE LOS SERES VIVOS

TESIS DOCTORAL

Nuevas perspectivas moleculares y
agrondmicas de la resistencia a
fungicidas en Podosphaera fusca

Memoria presentada por la licenciada en Biologia

Davinia L. Bellon Gomez

para optar al grado de

Doctor en Biologia
por la Universidad de Malaga

Directores:

Dr. Alejandro Pérez Garcia
Dr. Juan Antonio Torés Montosa

CONSEJO SUPERIOR %

DE INVESTIGACIONES =

CIENTIFICAS 3
Instiruty ce Hortafrticultura Subtrapical v Meciterrin

CSIC

Malaga, Mayo de 2014



Introduccién

La agricultura espafola posee una amplia diversidad productiva como resultado de las
variadas condiciones climaticas y edaficas imperantes en las distintas zonas del territorio
nacional. La familia de las cucurbitdceas es de gran importancia en Espafia, ya que la cuarta
parte de la produccion total de hortalizas se debe a este cultivo. Habria que distinguir entre
dos sistemas de produccion: invernadero (realizado fundamentalmente en las zonas
mediterraneas de la peninsula) y al aire libre (en zonas del interior). Segun el Ultimo avance
del MAGRAMA, en 2012 la produccion de cucurbitdceas representd mas de 62 millones de
hectareas de cultivo, lo que se tradujo en un beneficio econdmico de mas de 1.100 millones
de euros. Casi la mitad de la produccion se dedico al cultivo del meldn. Castilla-La Mancha
fue la comunidad autbnoma que presentd una mayor produccién de este cultivo, siendo
mayoritariamente su produccién al aire libre, con unas 382 mil toneladas. Le sigue Murcia
con una produccion de 219 mil toneladas, produciéndose en invernadero en la primavera y al
aire libre en verano. Andalucia ocupa el tercer puesto en produccion de melon con 208 mil
toneladas, donde mas de la mitad se produjeron en Almeria, cuya produccion principal es en
invernadero. En Espafia también son importantes los cultivos de pepino, calabacin y sandia.
Destaca Andalucia con producciones de 644.830 t de pepino (90% de la produccion
nacional), 337.721 t de calabacin (83,5% de la produccidon nacional) y 439.151 t de sandia
(60% de la produccion nacional).

Una limitacion importante del cultivo de las cucurbitaceas es el desarrollo de enfermedades
producidas por microorganismos, destacando las enfermedades de origen fungico, que se ven
favorecidas en cultivos de invernadero debido a que encuentran las condiciones 6ptimas para
el avance de la enfermedad (menor intensidad de luz, humedad y ventilacion restringida)
(MacGrath y Shishkoff, 2000).

1. LOS OIDIOS

Oidio es el término utilizado para designar tanto a la enfermedad como al agente causal. Los
oidios son hongos cosmopolitas que se extienden a través de todos los climas del planeta. Es
una enfermedad que afecta a mas de 7600 especies de angiospermas, en 162 zonas
geograficas distintas (Hirata, 1976). De hecho, es una de las enfermedades mas antiguas
datada en plantas, ya registrada por Linneo.

Los oidios se clasifican dentro de la divisibn Ascomycota , Clase Leotiomycetes, subclase
Leotiomycetidae, orden Erysiphales, familia Erysiphaceae (Braah 2002). Por el aspecto

morfologico y la relacion con el hospedador se dividio la familia Erysiphaceae en 900
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especies que se engloban en 16 géneros diferentes, entre los cuales destacan Podosphaera,
Blumeria, Golovinomyces, Uncinula, Erysipheleveillula (Braun and Cook, 2012). Las
especies del orden Erysiphales son los Ascomycetos de mayor importancia econdmica. En la
actualidad, mediante técnicas basadas en el analisis de las secuencias espaciadoras transcritas
internas del ADN ribosémico o ITS (Internal Transcribed Spacer), se han definido con mayor
precision las relaciones filogenéticas entre los diferentes géneros y especies de oidio, y de
esta forma se ha observado una gran similitud entre los géisploaerotheca vy
Podosphaera, asi que se ha propuesto su unién bajo el nonPoeasphaera (Brauet al,

2002).

Para el desarrollo de la enfermedad se necesita la interaccion compatible entre oidio y la
planta huésped. Esta interaccibn depende de la llegada del conidio, adherencia,
reconocimiento, penetracion, proliferacion, nutricién y supresion de las defensas del huésped
(Spanu, 2006). Para mantener el ciclo de vida parasitario obligatorio, los oidios han
desarrollado mecanismos altamente especificos y sofisticados para obtener los nutrientes
desde el hospedador sin lesionar sus células, denominados haustorios (Bushnell y Gay, 1978).
Como resultado natural, la mayoria de oidios presentan una estricta especificidad de huésped,
gracias a la cual una determinada especie o0 raza puede infectar y utilizar una estrecha gama
de huéspedes, 0 a veces solamente una especie particular de hospedador (Schmitt, 1955). Asi,
los diferentes géneros de oidio causan la enfermedad en diferentes plantasygpbe

infecta cultivos horticolas y vides, mientras qaelosphaera infecta bayas, rosas, frutales de
pepita y hueso y algunas hortalizas).

Los oidios son hongos biotrofos, por lo que necesitan de plantas vivas para su desarrollo y no
pueden ser cultivados axénicamente. Ademas son hongos epifitos cuyo micelio se distribuye
por la superficie de hospedador, Unicamente los haustorios penetran en las células

epidérmicas no fotosintéticas de la planta infectada.

1.1. El oidio de las cucurbitaceas

El oidio de las cucurbitdceas ha sido descrito como una de las principales enfermedades que
afecta a estos cultivos en todo el mundo, causando graves pérdidas, tanto en condiciones de
aire libre como de invernadero. La importancia econdmica de la enfermedad esta aumentando
rapidamente en zonas de clima templado como la cuenca mediterrdnea. La reduccion de la
calidad del fruto, dafio de los cultivos y el aumento en los costes de produccién son los
aspectos mas llamativos de la enfermedad (del Einal, 2002). La enfermedad puede

producir dafos del 50-100% de la cosecha (Leonard y Gianessi, 2005) pudiendo ser causada
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por Podosphaera fusca (Fr.) Braun &. Shishkoff (si8phaerotheca fusc&odosphaera
xanthii) o Golovinomyces cichoracearu(®C) Gelyuta (sin.Erysiphe cichoracearujnque

aunque inducen sintomas idénticos pueden distinguirse facilmente al microscopio 6ptico
(Braunet al, 2002). Desde hace mas de 20 afios en las provincias de Almeria y Malaga y
después en las provincias de Badajoz, Ciudad Real, Cordoba, Murcia, Sevilla y V8encia,
fusca ha sido identificado como el Unico agente causante del oidio en cucurbitaceas (del Pino
et al, 2002), al igual que ocurre en el norte de Africa, Israel y EEUU. Sin embargo, en otros

paises de Europa como ltalia y Francia, las dos especies coexisten €Batdil999).

1.1.1. Sintomas de la enfermedad

La capacidad de desarrollo del oidio depende de factores abiéticos como la temperatura,
humedad relativa o iluminacién y de factores bidticos como la edad de la hoja o
susceptibilidad del huésped.

La temperatura 6ptima para el desarrollo de P. fusca en cultivos de meldn oscila entre 20 y 27
°C, aunque la infeccién puede ocurrir entre 10 y 32 °C (Alvarez, 1993; &itiér 1996). El

namero de conidios formados varia poco con la temperatura y esta alrededor de 800
conidios/mm. La humedad relativa 6ptima para la germinacién de los conidios es del 100 %

y conforme ésta desciende también baja la tasa de germinacion (Alvarez, 1993). La duracion
del periodo de iluminacién también influye; con un fotoperiodo de 12 h la tasa de crecimiento
miceliar, el nimero de conidios, y el area de la colonia, son mayores que con la luz u
oscuridad continuas (Alvarez, 1993).

Aunque no se ha descrito patogenicidad huésped-especifica en el oidio de las cucurbitaceas
cultivadas, si existen patotipos capaces de atacar sélo a determinadas especies de esta familia
botanica. En Espafia se han encontrado estirp@sfdeca capaces de infectar: i) calabacin y
meldn; ii) calabacin, melon y pepino; iii) calabacin, melén y sandia; y iv) calabacin, melon,
pepino y sandia (del Pino et,&002).

Los sintomas iniciales de la enfermedad se caracterizan por la aparicibn de manchas
redondeadas de color blanquecino y aspecto pulverulento que se pueden formar en ambas
superficies de la hoja, en brotes, tallo y muy raramente en flores y frutos (Sitterly, 1978) (Fig.
1A). Estos sintomas se presentan a los cinco o seis dias después de la inoculacion. Bajo
condiciones favorables iniciales las manchas gradualmente se extienden sobre un area grande
de las hojas y tallos (Fig. 1C). Las hojas fuertemente infectadas con oidio presentan clorosis y
finalmente se secan, provocando la senescencia temprana de la planta. La pérdida de follaje

de forma precipitada provoca malformaciones, quemaduras y deformaciones del fruto. Esta
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enfermedad también provoca reducciones de la tasa fotosintética de la planta, por lo que
disminuye el contenido de azucar en el fruto, afectando asi a su sabor. Este se traduce en

reducciones en la cantidad, calidad y tamafio de los frutos (Zittey £996).

Figura 1. Sintomas d®odoghaera fuscanfectando hojas de melén en un invernadard?equefias
manchas blancas redondeadas indican el comienzo de la enferBieldathlle de una coloni&, La
flecha negra indica sintomas avanzados de la enfermedad.

1.1.2. Cicb de vida y epidemiologia

El ciclo reproductivo asexual o anamorfo se caracteriza por una esporulacion vegetativa y la
produccion de esporas haploides asexuales o conidios. Esta fase comienza cuando un conidio
se deposita sobre una planta huésped susceptible y germina. La espora produce un tubo
germinativo observable entre las 6 y 8 h después de la inoculacion, que termina en un
apresorio indiferenciado desde el que se forma una hifa de penetracion y haustorio
subsiguiente. Desde este tubo germinativo o desde la espora se forma una hifa primaria que
origina un segundo apresorio y haustorio, proceso que ocurre entre las 24 y 48 h de la
inoculacién. Después, las hifas se ramifican para formar hifas secundarias a las 72h,
generando un micelio blanquecino sobre la planta. Los conidiéforos se desarrollan a partir de
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algunas hifas secundarias y en ellos se originan las conidias dispuestas en cadena,
completandose asi el ciclo asexual en 4 a 5 dias después de la inoculacion (Pérez-Garcia
al., 2001). Los conidios de P. fusca tienen forma eliptica y presentan en su interior cuerpos de
fibrosina (estructuras citoplasmaticas con aspecto de bastoncillos que a veces se anastomosan
en forma de L o V y que se hacen mas visibles con un tratamiento de KOH al 3%). Los tubos
germinativos se forman lateralmente (Fig. 2.1.C y 2.2), a diferenca. adéchoracearum

cuyos conidios tienen forma cilindrica, no presentan cuerpos de fibrosina y el tubo
germinativo se forma apicalmente (Braun et2002; Glawe, 2008).

Bajo determinadas condiciones de temperatura, fotoperiodo e intensidad de luz, estos hongos
pueden iniciar la fase de reproduccion sexual de su ciclo de Ridaisca es un hongo
heterotalico, por lo que es imprescindible el encuentro de dos cepas con tipos de
compatibilidad sexual diferentes; la unidon de un anteridio y un ascogonio daria lugar a la
formacion de un cuerpo fructifero denominado casmotecio, que contiene ocho ascosporas
haploides sexuales o esporas sexuales (Beaah, 2002) (Fig. 2.1.D-E y 2.2). Cuando las
condiciones son favorables, el asca aumenta de tamafio, debido al aumento de la presién de
agua, rompiendo asi la pared del casmotecio y liberando las ascosporas sexuales al aire
(Ridout, 2009). ErP. fusca, los casmotecios contienen una sola asca con ocho ascosporas,
mientras que erG. cichoracearumcontienen numerosas ascas con dos ascosporas. La
formacion del casmotecio ocurre con mayor frecuencia al final de la temporada de
crecimiento cuando se reduce la cantidad de tejido foliar verde. Las ascosporas permanecen
latentes durante todo el invierno para germinar en primavera. Una vez que estas esporas
germinan en una hoja de huésped susceptible un nuevo ciclo de la enfermedad comienza. En
P. fusca, los casmotecios rara vez se han observado en las principales areas de produccién de
cucurbitaceas (McGrath, 1994), por lo que la importancia epidemioldgica de la fase sexual de

este patdgeno aun no ha sido aclarada (Pérez-Garcia2&0sl).
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Figura 2.1. Podosphaera fusi en imagenesA: Microfotografias con microscopio electrénico
barrido de una colonia mostrando el desarrollo de los tubos germinativos y la forma
conidioforos (cf).B: Micrografia electronica de transmision mostrando la morfologia del hau
C: Cuerpos de fibrosina en el interior de un conidio (flecD: Produccién de casmotecios (flec
tras el encuentro de dos cepas con diferentes tipos de compatibilidal. E: Casmotecio madui
mostrando una Unica asca con ocho ascosg
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Figura 2.2.Esquema del ciclo de vida Podosphaera fusca.

2. CONTROL DE LA ENFERMEDAD

Las practicas culturales, junto con el \de cultivares resistentesr,ganismos antagonistas
fungicidas, son las principales herramientas para el control de la enfermedad. El col
mejora genética se realiza a través del empleo de cultivares resistentes, el cor
medidas biolégicamediante la utilizacién dorganismos antagonistas y el control quim
con el usode fungicidas. Las condiciones de suelo, nutricion, densidad del c
saneamiento y rotacion de cultivos influyen en la intensidad de la infeccion por oidio (
2009). En la actualidad se arrollan estrategias de control integrado que combinan

estas herramientas.

2.1. Control por mejora genétic:
El uso de la mejora genética como estrategia de control de los oidios es ur

generalizado, ya que mejora el rendimiento de los cs y disminuye la frecuencia i



Introduccién

aplicacion de fungicida. ElI uso de variedades resistentes no garantiza un cultivo libre de
oidio, simplemente retrasa su aparicion, ya que la introduccion de un cultivar resistente se
traduce en una presion de seleccién sobre el patdégeno que trae como consecuencia la
prevalencia de los biotipos del mismo capaces de superar esa resistencia.

El uso de variedades de cucurbitaceas resistentes al oidio se remonta a 1932 con la
introduccion de una variedad resistente de meBuciimis melo) (Jahet al, 2002). Todos

los genes de resistencia a oidio de cucurbitdceas de las variedades europeas, japonesas y
americanas proceden de la India, uno de los lugares donde el melon es originario. La
resistencia de estas variedades al oidio es monogénica y puede ser dominante o recesiva
(Huckelhoven, 2005), aunque en la mayoria de los casos suele ser dominantt @lahn

2002). Esta resistencia monogénica se denomina cualitativa o especifica de raza, es decir, que
es efectiva Unicamente frente a determinadas cepas del patdégeno. Este tipo de resistencia es
vencida facilmente por el hongo, siendo efectiva durante unos 2 a 5 afios (Torés y Alvarez,
1994). Se identificaron varios cultivares de meldn que conferian resistencia frente al oidio, lo
gue permitio la clasificacion del patdgeno en 7 razas principales; razas 0, 1, 2 americana, 2
europea, 3, 4 y 5. Posteriormente se han descrito 28 razas en melén, 8 derivadas de la razas 1
y 6 variantes de la raza 2 (McCreight, 2006).

En pepino (Cucumis sativual igual que en melon, la resistencia procede de diferentes paises
asiaticos entre los que podemos destacar Japén, China e India, lo que ha dado lugar al
desarrollo de numerosos cultivares comerciales resistentes a oidioe{Jahn2002). En
contraste, en la resistencia a oidio en pepino estan involucrados varios genes recesivos
ligados (Shanmugasundarahal, 1971), lo cual no conlleva una resistencia absoluta, pero

si mas duradera (Torés y Alvarez, 1994). Esta resistencia se le denomina parcial o
cuantitativa, ya que se basa en un conjunto de genes. Esta resistencia no confiere a la planta
una proteccion total frente al patégeno pero permite disminuir la tasa de desarrollo y
severidad de la enfermedad. No obstante la resistencia cualitativa se emplea mas en
programas de mejora genética que la cuantitativa, ya que es mas facil de incorporar en los
genotipos de variedades agrondmicamente interesantes. El empleo de esquemas de
diversificacion varietal, tanto de las variedades resistentes de un tipo como de otro, se perfila
como uno de los mejores aliados a la hora de impedir que los cultivos resistentes dejen de ser
efectivos tan rapidamente y sea necesaria la introduccién de nuevas variedades afio tras afio y
con resultados cada vez menos satisfactorios (Wolfe, 1991).

El calabacin (Cucurbita pepo) es una especie originaria de América, donde el oidio supone

un gran problema en la produccion. Aunque en los catalogos de semillas existen cultivares
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resistentes, la historia y el esfuerzo realizado no ha sido tan exitoso como enEsiel@s

en parte debido a que las fuentes de resistencia a oidio en calabacin no se han identificado en
las especies cultivadas y han tenido que buscarse en especies silvestres que son soélo
parcialmente compatibles con las especies domesticadas (Jah2@d2).

Entre los cultivares comerciales actuales en Espafa, aparecen cultivares de meldn, pepino y
calabacin con resistenciaPa fusca (Marin Rodriguez, 2013). Los cultivos de sandia se han
considerado tradicionalmente tolerantes a la enfermedad (Torés y Alvarez, 1994t Zitter

1996) aunque se han descrito ataques frecuentes en estos cultivos que hace suponer que el
oidio esta convirtiendose en una enfermedad importante (del Pinp2&04).

El aumento en los ultimos afios de estudios sobre la interaccion entre el patdogeno y el
huésped ha permitido proponer una estrategia alternativa para la obtencion de variedades
resistentes mediante el silenciamiento de genes que confieren susceptibilidad. Estas
estrategias podrian ser mas duraderas y de amplio espectro, ya que se asemejan mas a la
resistencia no huésped, aunque es necesario evaluar las consecuencias que podria tener el

silenciamiento de estos genes en la calidad y cantidad del fruto (Pava2@1@).

2.2. Control biolégico

El control biolégico se define como el empleo de organismos vivos como bacterias, hongos,
nematodos o insectos para el control de plagas o enfermedades de los cultivos de plantas
(Ehlers, 2011). Este tipo de control se basa en frenar el desarrollo del patdgeno causante de la
enfermedad mediante el empleo de agentes que ejercen una accion antagonista sobre el
patogeno. Pueden actuar mediante interacciones medioambientales como la antibiosis,
competencia por nutrientes o espacio, de forma directa mediante el parasitismo, depredacién
o la produccién de antibidticos, o bien de forma indirecta mediante la induccion de las
defensas de la planta (Lucas, 1998).

Los oidios presentan un ciclo de vida ectoparasitario, por lo que los agentes de control
biolégico que presentan mecanismos de accién basados en el parasitismo, antibiosis o
induccidon de resistencia sistémica podrian ser eficaces (Pauliz y Bélanger, 2001). En la
actualidad se han descrito un namero importante de hongos y bacterias potencialmente
capaces de controlar el desarrollo del oidio a través de diversos mecanismos de accion. Solo
algunos de ellos han mostrado una eficacia significativa, de manera que en el mercado
Unicamente existen 5 productos registrados para el oidio de las cucurbitaceas. Serenade ®
(Highland, 2000) compuesto por la bact@acillus subtilisQWT713, que presenta una gran

capacidad antagonista ejerciendo su accion biocontrol mediante la produccion de sustancias
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antifangicas (lipopéptidos). AQ10® (Sztejnbezgal, 1989) y Mycotal ® (Askaret al,

1998) son preparados de esporas de los hongos micoparagiapetomyces quisqualis
Lecanicillium lecaniirespectivamente, que inhiben eficazmente el crecimiento del hongo
penetrando sus hifas en el huésped, y destruyendo asi los tejidos. Trichodex@t @lad

2004) es un preparado a base de esporas del Homgmderma harzianunT-39, actia
provocando un desplazamiento competitivo por los nutrientes y el espacio en las superficies
de las plantas. Por altimo, el preparado comercial Sporodex® (éaalis1989), compuesto

por la levaduraPseudozyma flocculosa que produce sustancias antifangicas como éacidos
grasos y otros metabolitos secundarios, que provocan la plasmolisis del micelio. En el
mercado espafol solo estan registrados 3 productos para el oidio de las cucurbitaceas:
Serenade ®, AQ10® y Mycotal ® (Marin Rodriguez, 2013).

El principal inconveniente que presentan los agentes de control biolégico es que necesitan de
unas condiciones ambientales muy concretas para la germinacion de las esporas (tanto
fungicas como endosporas bacterianas) e iniciar su desarrollo para que puedan llevar a cabo

su accion.

2.3. Control quimico

Hasta ahora, el uso extensivo de fungicidas es la principal estrategia de control del oidio de
las cucurbitdceas (McGrath, 2001), ya que al ser hongos que se desarrollan externamente
sobre la superficie de la planta el fungicida entra facilmente en contacto directo con las hifas
actuando asi con gran eficacia. Muchas razones pueden explicar esta estrategia, la parte
practica, ecoldgica y econdmica, pero el factor mas importante es sin duda el alto nivel de
eficacia de los fungicidas (Bélanger y Labbé, 2002). Desde finales de los afios 70 el control
de P. fusca en Espafia ha dependido principalmente de la aplicacibn programada de
fungicidas. Actualmente el uso de fungicidas persiste como principal estrategia de control, lo
gue se refleja en incrementos del 13% desde 2009 hasta 2011 en sus ventas (Anénimo,
2013a). No obstante, frecuentemente se desarrollan resistencias a estos compuestos.

Por su modo de accién, los fungicidas se pueden dividir en dos grandes grupos, los llamados
fungicidas de contacto y los denominados fungicidas sistémicos (Lucas, 1998).

Los fungicidas de contacto se caracterizan por ser altamente toxicos y por tanto afectan de
forma muy negativa al medio ambiente. Actian directamente en distintos puntos del
patégeno, de modo que son muy efectivos como protectores en los puntos de entrada de éste.
Al tener distintos puntos de actuacion (inhibidores multisitio), el riesgo de aparicion de

resistencia a estos compuestos es bajo. Entre ellos destaca el azufre (fue el primer fungicida

10
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utilizado para el control de oidio), los dinitrofenoles y el quinometionato (actualmente no son
utilizados). Aunque su uso ha evolucionado, el azufre sigue registrado contra el oidio de las
cucurbitaceas, en muchas zonas del mundo, al igual que en Espafa. El inconveniente es que
tiene un gran impacto residual, ya que su toxicidad elimina una gran parte de la microfauna
atil y provoca problemas de toxicidad en el cultivo.

Los fungicidas sistémicos, también llamados curativos, son absorbidos por la planta y
transportados internamente a otras partes de la misma, siendo inocuos para ésta y actuando de
forma especifica en los hongos. Son fungicidas que protegen y previenen, al mismo tiempo
gue erradican la enfermedad. Estas caracteristicas son muy utiles, por lo que el control de la
enfermedad se volcd casi por completo en el uso continuado de estas materias. Son
compuestos muy especificos que suelen afectar a puntos concretos de una determinada ruta
metabdlica o funcion fisiolégica, por ello la aparicién de resistencia del patdégeno a este tipo
de compuestos quimicos es muy frecuente. Sin embargo actualmente los fungicidas
sistémicos son los mas utilizados (Anonimo, 2013b). A comienzos de los afios 60 y 70 surgen
los MBC (Methyl-Benzimidazol Carbamates), pirimidinas, morfolinas y los fungicidas DMI
(DeMethylation Inhibitors) en el grupo de los fungicidas IBE (Inhibidores de la Biosintesis

del Ergosterol) o SBI por sus siglas en inglés (Sterol Biosynthesis Inhibitors) (Russell, 2005).
Posteriormente sobre los afios 90 aparecen los inhibidores de la respiracion mitocondrial
(Qol: Quinone outsite Inhibitors) (Bartledt al, 2002), y con posterioridad, en 1994, el
quinoxyfen dentro del grupo de los AZN (AZaNaftalenes) (Green and Gustafson, 2006).
Ademas, la constante introduccion de nuevas materias activas ofrece oportunidades para la
gestion de la resistencia mas eficaz. P.e. Metrafenona (de mecanismo desconocido, se supone
que actua alterando la sintesis de la actina) o Dimetomorf y Armicarb, que se introdujeron en
el registro de productos sanitarios contra el oidio de las cucurbitaceas, el pasado afio 2013
(Anbénimo, 2014).

Un problema importante del empleo de fungicidas, es que tras su uso continuado pueden
aparecer genotipos del patdgeno resistentes, incluso cuando se utilizan productos de amplio
espectro. En Espafia se han observado diferentes grados de resistencia a algunos de estos
fungicidas. En provincias de Almeria, Valencia y Badajoz se observé una baja frecuencia de
resistencia a fungicidas Qol, sin embargo en Ciudad Real, Cérdoba y Murcia, la frecuencia
resultdé ser muy elevada. Ademas parece que esta resistencia es de tipo cualitativo, es decir,
cambios genéticos en el hongo hacen que el aislado sea completamente resistente al
fungicida, presentando una resistencia cruzada a todo el grupo de Qol (FernandeetOrtufio

al., 2006). Este estudio también se realizé con fungicidas DMI. En este caso resultd ser una

11



Introduccién

resistencia cuantitativa, por lo que el rango de sensibilidad al fungicida depende del nimero
de cambios genéticos acumulados. En las provincias de Ciudad Real, Cérdoba y Valencia se
observaron valores de resistencia a fungicidas DMI relativamente bajos, sin embargo en
Almeria estos valores fueron muy elevados. Aunque algunas materias activas pertenecientes
al grupo de los fungicidas DMI contintdan siendo utiles, se han identificado cepas resistentes
a estos fungicidas en Espafa (Lopez-Ratial, 2010). Estos datos reflejan la problematica

de la resistencia a fungicidas de P. fusca en Espafia.

En la actualidad en Espafia existen 41 materias activas autorizadas contra diferentes oidios en
el Registro de Productos Fitosanitarios (Anonimo, 2014), de las cuales 33 pueden utilizarse
solas (0 mezcladas entre ellas), mientras que las ocho restantes se emplean exclusivamente en
mezclas con las anteriores. Corfrafusca estan autorizados el uso de 14 materias activas, y

no en todos los cultivos, lo cual limita mucho el nimero de mecanismos de accion que
pueden emplearse, especialmente en invernadero, ya que en estas condiciones las
cucurbitaceas son muy sensibles a dafios por fitotoxicidad. Entre estas materias activas
destacan las pertenecen al grupo de los fungicidas Qol, del resto de materias activas
autorizadas, casi la mitad presentan idéntico mecanismo de accion, englobandose dentro del
grupo de fungicidas DMI. Los Qol y los DMI son los grupos de fungicidas especificos mas
representativos y simbolizan aproximadamente la mitad del total de ventas mundiales en

fungicidas.

3. FUNGICIDAS Qol

Los fungicidas Qol son un importante grupo de fungicidas que actuan inhibiendo la cadena
respiratoria de las mitocondrias. Dentro del grupo de fungicidas Qol se incluyen las
estrobilurinas (clase mas importante), la fenamidona y la famoxadona, que aungue no poseen
la misma estructura quimica que las estrobilurinas, poseen el mismo mecanismo de accion.
Los Qol son fungicidas de amplio uso agricola, de origen natural y derivados dep-acido
metoxacrilico, como la estrobilurina A producida por hongos basidiomicetos como
Strobilurus tenacellusMycena galopoda yM. viridimarginata (Gisiet al, 2002). Las
estrobilurinas representan el mayor desarrollo de fungicidas realizado a partir de un producto
natural de origen fungico. Basandose en el compuesto originario, en la actualidad se
distinguen 8 clases de fungicidas Qol, todos con el mismo mecanismo de accién, que
incluyen 13 compuestos diferentes (Fernandez-Orttiidb, 2010). Las estrobilurinas fueron
aisladas por primera en Checoslovaquia en los afios 60, aunque fue en los afios 80 cuando ICI

Agrochemicals (actualmente Syngenta) empezo a sintetizarlas y experimentar hasta lanzar al
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mercado el azoxistrobin en 1992. Desde entonces se han incluido dentro de los fungicidas
agricolas mas vendidos en todo el mundo, con ventas anuales de mas de 11 billones de
ddlares en 2010 (Andénimo, 2011). Actualmente, en Espafia sélo existen tres fungicidas Qol
(estrobilurinas) registrados contra el oidio de las cucurbitaceas. Estas materias activas son;
azoxistrobin, kresoxim-metil y trifloxistrobin (Anénimo, 2014). Desde su aparicion, los
fungicidas Qol han sido utilizados contra grupos importantes de hongos y oomicetos
fitopatdégenos para el control de diversas enfermedades en frutales de hueso y pepita, vid,
cereales y cultivos horticolas (Barlettal, 2002). Sin embargo, no todos poseen la misma
actividad frente a las diferentes enfermedades, ni el mismo control sobre los distintos
patogenos. Por ejemplo kresoxim-metil y trifloxistrobin poseen una moderada actividad
frente a algunas enfermedades producidas por oomicetos y baja actividad sobre el control de
ciertas enfermedades producidas por basidiomicetos (Sauwker1999). Los fungicidas Qol

solo son absorbidos por la planta en una proporcion relativamente baja y tienen una accion
translaminar, extendiéndose en las hojas en su mayor parte en el sentido acropeto lento. Al
aplicarse sobre el patdgeno actian sobre su micelio, por ello poseen efectos preventivos,
curativos y erradicadores, asi como un prolongado efecto residual (Barlet60a).

3.1. Mecanismos de accion

El mecanismo de accion de los fungicidas Qol se basa en la inhibicién de la respiracion
mitocondrial, actuando en el sitio de oxidacién del ubiquinol (Qo) (Fig. 3. 1), de ahi que se
conozcan con el nombre de inhibidores Qo (Qol). Este Qo se encuentra en el citogromo
(CYTBC,), también conocido como complejo 11l o ubiquinona—citocromo ¢ oxidorreductasa
(Gisi et al, 2002) (Fig. 3.2). ECYTBG esta formado por el citocronto(CYTB), citocromo

c1 (CYTQ) y dominios de la sulfo-proteina de Riesk&H.

La inhibicion de la respiracion mitocondrial se logra mediante el bloqueo del transporte de
electrones entre el citocromo (CYTB) y citocromoc; (CYTG), que en consecuencia
condu@ a una interrupcion del ciclo de energia suspendiendo la produccién de ATP, que
constituye el principal vector de intercambio energético para los procesos vitales de la célula
(Anke, 1995) (Fig. 3.1). Ello conlleva a la detencion de funciones basicas celulares como la
sintesis de proteinas, ARN y ADN debido a la deficiencia en ATP. Esta deficiencia es
especialmente importante en organismos cdPofusca que necesitan de una enorme
cantidad de ATP durante las primeras etapas de la germinacion de su espora. Dependiendo
del patégeno, el fungicida puede actuar sobre una o mas fases del ciclo vital del organismo.

Se observan inhibiciones en las fases tempranas como la germinacion de la espora, y asi
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mismo una marcada sensibilidad en fases avanzadas del desarrollo, como es la formacion del
haustorio o desarrollo superficial. Ademas, el bloqueo de la respiracién genera electrones en

estado de alta energia que provocan una rapida aparicion de especies reactivas de oxigeno,

gue hacen que los fungicidas Qol tengan mucha eficacia (Hollomon y Wheeler, 2002).

Espacio intermembrana

NADH NAD* 0, HO 0, HO ADpspi ATP

Matriz mitocondrial

Figura 3.1. Cadena de transporte electrénico mitocondrial. Cuando los fungicidas Qol actuan sobre
su dana (centro Qo del complejo Ill), se bloquea el transporte de electrones y protones a través de los
complejos vecinos y por tanto la sintesis de ATP. Adaptado de Fernandez-Ortufis0&t8hl.

st
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(Riesk)
FeiS protein

Cytochrome b

Figura 3.2. Estructura del citocrombc; (también conocido como complejo Il o ubiquinona—
citocromo ¢ oxidorreductasa), sitio de oxidacion del ubiquinol o Qo (quinone outside). Complejo
compuesto por el citocromo b (cytochrome b), citocramcytochrome g y dominios de la sulfo-
protena de Rieske (2FE/2S-centey, Yol heme y Fe/S protein). La zona no marcada es la parte mas
intema del complejo Il es conocida como Qi (quinone inside). Creado por Pymol, adaptado de

C31004 en Wikipedia
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4. FUNGICIDAS DMI

Los fungicidas DMI son fungicidas pertenecientes al grupo de fungicidas SBI, inhibidores de
la sintesis de ergosterol. El ergosterol es el esterol predominante en las membranas
plasmaticas de la mayoria de los hongos y responsable de funciones estructurales y
fisiologicas importantes de la célula (Benveniste, 2004). Dentro de los fungicidas DMI, los
azoles representan el grupo mas grande e importante de agentes antimicoticos que ha estado
disponible desde mediados de la década de los 60 y que actualmente constituye una cuarta
parte del mercado mundial de fungicidas (Anénimo, 2013c). En la actualidad se distinguen 6
grupos de fungicidas DMI, que componen un total de 36 materias activas, clasificadas en
funcion de los nitrogenos del azol y las diferencias en las cadenas laterales (Hof, 2001). Entre
estos grupos cabe destacar los triazoles (p.e. triadimenol y miclobutanil), imidazoles,
piridinas y pirimidinas. En Espafa la mayoria de estos fungicidas DMI estan autorizados para
su uso frente al oidio de las cucurbitaceas (Anénimo, 2014).

Los fungicidas DMI también tienen un amplio espectro de actividad contra la mayoria de
levaduras y hongos filamentosos patdégenos de plantas. Son utilizados contra mildius, tizones,
royas y oidios. Controlan enfermedades en cereales, vides, hortalizas, arbustos y arboles. Son
fungicidas sistémicos con una actividad protectora y curativa en el control de la enfermedad,
asi no solo se aplican en la prevencion de la infeccién de la planta, sino también para el
tratamiento. Ademas tienen una baja toxicidad para los mamiferos y por lo tanto son
utilizados como antimicéticos también en el reino animal para la infeccibn por hongos y
levaduras (Terrell, 1999). Esto hace que sean fungicidas de especial importancia en los

estudios de resistencias.

4.1. Mecanismos de accion

Estoscompuestos tienen una Unica diana bioquimica, la esterol-@inetilasa (CYP5))

una enzima esencial en la ruta biosintética del ergos&Y®#151 cataliza la desmetilacion del
eburicol (en hongos filamentosos) o lanosterol (en levaduras), ambos precursores del
ergosterol que forma parte de la membrana celular en hongos y levaduras @Haitao
2003) (Fig. 4). El anillo heterociclico de los azoles enlaza selectivamente con el grupo hemo
de CYP51, interrumpiendo la eliminacion del grupo C14-metil y la formacion del ergosterol
(Joseph-Horne y Hollomon, 1997). La acumulacion de eburicol/lanosterol interfiere en las
funciones del ergosterol como un componente de la membrana (Steffets 1996),

alterando asi la estructura de la membrana plasmatica y la actividad de varias enzimas
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asociadas con la sintesis de nutrientes y el transporte de quitina (Georgopapadakou y Walsh,
1996).

Cl4a-
demetilasa
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Figura 4. Ruta de biosintesis del ergosterol. Cuando los fungicidas DMI actian sobre su diana (Cl4a
denwtilasa), se bloquea la sintesis de ergosterol, y se acumula eburicol, produciéndose un
desequilibrio estructural y funcional en la membrana plasmatica del hongo.

5. MECANISMOS DE RESISTENCIA A FUNGICIDAS

La resistencia a fungicidas se define como la habilidad, existente en la naturaleza y heredable,
de algunos individuos dentro de una poblacién de una especie fungica, que les permite
sobrevivir a la aplicacion de un fungicida que, en condiciones normales, resulta letal para el
hongo. Un producto fungicida por si solo no induce intrinsecamente resistencia, sino que
actla como un agente de seleccion. El desarrollo de la resistencia se produce cuando se
siguen practicas inadecuadas para la situacion especifica del cultivo y del patégeno (Brent,
1995). Existen factores genéticos y factores externos que rigen el riesgo de desarrollo de
resistencia a un fungicida.

El riesgo de resistencia intrinseco es el resultado de la interaccién entre la capacidad del
patdgeno a desarrollar resistencia y la predisposicién del fungicida a provocarla. Se debe a la
interaccion entre el patdgeno y el fungicida cuando la exposicion del hongo al fungicida es
maxima y sin restricciones de empleo. Se conocen ciertas caracteristicas que son compartidas
por los hongos que presentan un riesgo alto de desarrollar resistencia a fungicidas. Estas

caracteristicas son: ciclo de vida corto y muchas generaciones dentro del mismo cultivo,
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fecundidad alta, alta variabilidad genética, la existencia de resistencias cruzadas y alta
adaptabilidad de las cepas resistentes.

Por otro lado, el riesgo de factores externos influye sobre la presion de seleccion que conduce
al desarrollo de la resistencia, influenciado por las caracteristicas especificas del cultivo, la
zona geogréfica y el modo de uso (Brent y Hollomon, 1998).

P. fusca es un patégeno clasico en lo que al desarrollo de resistencia a fungicidas se refiere
(McGrath, 2001) por lo que es necesario implantar estrategias adecuadas para controlar la
aparicion de éstas. Con respecto a las distintas clases de fungicidas, hay grupos que poseen
distintos riesgos en la pérdida de la eficacia.

En el caso de los fungicidas de contacto (p.e. azufre) al presentar modos de accion muy
diversos y actuar sobre diversos procesos metabdlicos, presentan un bajo riesgo de desarrollo
de resistencias.

En el caso de fungicidas sistémicos, los fungicidas MBC (p.e. metil-tiofanato) y los
fungicidas Qol poseen un alto riesgo de pérdida de eficacia ya que mediante la mutacion de
un gen, los patégenos pueden desarrollar facilmente resistencia al alterar la diana del
fungicida (Andénimo, 2013b). Otros fungicidas sistémicos de base oligogénica como los
fungicidas DMI, los fungicidas AZN (p.e. quinoxifén) y las pirimidinas (p.e. bupirimato)

poseen un menor riesgo de desarrollar resistencias en el patégeno (Anénimo, 2013b).

5.1. Bases moleculares de la resistencia fungicidas Qol

La rapida aparicion de resistencia a fungicidas Qol en diferentes hongos patdégenos ya apunta
a que el principal mecanismo por el que los hongos desarrollan resistencia, es la existencia de
mutaciones puntuales en los genes que codifican para la proteina diana del fungicida, que en
este caso es €YTB (Fisheet al, 2004). En literatura se han descrito principalmente tres
sustituciones como las responsables de conferir resistencia a estos compuestos, conferidas por
un polimorfismo de nucledtido simple (SNP: single nucleotide polymorphism). En la mayoria
de los casos, la resistencia se ha descrito debido a la mutacién G143A, en la cual la glicina es
reemplazada por una alanina, en la posicion del aminoacido 143 y confiere una resistencia
total (Sierotzki et al 2000).

La resistencia a fungicidas Qol también puede estar mediada por la induccion de una
respiracion alternativa, en la que esta implicada la enzima oxidasa alternativa (AOX), que
provoca una desviacién en la cadena de transporte de electrones a nivel del complejo

succinato-deshidrogenasa (complejo 1) (Fig. 3.1). En las cepas espaiBldssi=a el papel
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de la respiracion alternativa fue descartado y los mecanismos responsables de la resistencia a

fungicidas Qol permanecen sin ser caracterizados (Fernandez-Ortufi@@0a4).

5.2. Bases moleculares de la resistencia a fungicidas DMI

En el caso de los fungicidas DMI la resistencia a menudo surge como resultado de varios
mecanismos de resistencia (Sanglard, 2002). En hongos filamentosos principalmente hay dos
mecanismos que han sido descritos por conferir resistencia a fungicidas DMI. i) Alteracion
en la diana del fungicidaClyP51), disminuyendo asi la afinidad del inhibidor (Zbaal,

2006), ii) Sobreexpresion del gen diam@YP51), por lo que se seguiria realizando la
produccion de ergosterol aunque parte pueda ser inhibido (Ma 2066).

Datos recientes sobre el analisis molecular del@¢R51 en aislados sensibles y resistentes

a fungicidas DMI, mostraron una correlacién entre ciertas sustituciones de aminoacidos en
CYP51 y la resistencia a fungicidas DMI observada en los diferentes fenotiposudea,

pero no mostraron diferencias en la expresiorCa®51 (Lopez-Ruiz, 2009). Aunque ya
partimos de estos datos, las variaciones cuantitativas en los fenotipos resistentes no pueden
ser completamente explicadas por mutaciones en un Unico gen, lo que sugiere la presencia de

mecanismos adicionales en la resistencia a estos compuestos.

5.3. El papel de los transportadores de membrana en la resistencia a fungicidas

En la naturaleza, los hongos filamentosos estan expuestos a una amplia variedad de
compuestos toxicos como pueden ser antibidticos producidos por otros organismos,
productos de defensa de la planta como las fitoalexinas, ademéas de multitud de antibioticos o
micotoxinas producidos por ellos mismos, para poder competir con otros organismos que
colonizan su nicho. Asi, gracias a la participacién de los transportadores de membrana, los
hongos pueden autoprotegerse contra la accion de toxinas exogenas y endogenas (Fig.5). La
sobreexpresion de estos transportadores juega un papel fundamental en la resistencia a una
amplia gama de compuestos no relacionados quimicamente, lo que se conoce como
resistencia multidroga (MDR: MultiDrug Resistance). Los transportadores de membrana del
tipo ABC (ATP-Binding Cassette) y MFS (Major Facilitator Superfamily) son los

transportadores mas importantes involucradas en la proteccion frente a fungicidas en hongos
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(Stergiopouloset al, 2002). La importancia de estos transportadores en la resistencia a
fungicidas Qol y DMI han sido descritos en numerosos hongos filamentosos, ya que tienen la
capacidad de secretar estos compuestos téxicos al entorno externo, impidiendo su
acumulacion dentro de las células (Andratlal, 2000; Reimann y Deising 2005; de Waard

et al, 2006).
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Figura 5. Funciones de los transportadores de membrana en hongos filamentosos. Tomado de
Stagiopoulos et al. (2002).

6. COSTE BIOLOGICO

En la seleccion impuesta por los compuestos antifungicos, las poblaciones de hongos con
frecuencia seleccionan individuos resistentes. Uno de los aspectos mas interesantes del
fendmeno de la resistencia a fungicidas, es que esta resistencia supone normalmente un coste
bioldgico para el patégeno (fithess cost) (Coweml, 2001). El efecto de la resistencia al
fungicida es un factor importante en el mantenimiento a largo plazo de este fenotipo en las
poblaciones de hongos. Asi, aunque se conozcan los mecanismos moleculares para la
resistencia, se realizan medidas del impacto de estos mecanismos en la biologia del patégeno
a diferentes condiciones ambientales (Anderson, 2005). Si existe un coste bioldgico asociado
a la resistencia al fungicida, la frecuencia de aislados resistentes disminuira en ausencia de
este fungicida. Esto se ha demostrado en otros oidios Bameeriagraminisf. sp. tritici,

donde se detectd una disminucion en la frecuencia de aislados resistentes a fungicidas DMI
en ausencia del fungicida (Al-Mughrabi y Gray, 1995).
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En la literatura también encontramos el caso contrario, donde no existe un coste biologico
asociado a la resistencia al fungicida. De esta manera, la frecuencia de aislados resistentes no
disminuird en ausencia del fungicida. Esto se detect6 en el oidio de cucurbitadceas en Japon,
donde se detectaron que los aislados resistentes a fungicidas Qol persistian tras varios afios en
ausencia del fungicida (Ishii et. a2002).

De cualquier manera, la observacion de un posible coste biolégico asociado a la resistencia a
un determinado fungicida es una informacion relevante desde el punto de vista del manejo de
la resistencia, ya que una moratoria en el uso del fungicida permitiria reducir las poblaciones
resistentes del patégeno y de esta manera alargar la vida util del fungicida. Por tanto, los
estudios encaminados a determinar el coste biologico asociado o0 no a la resistencia a un
fungicida son relevantes y pertinentes para ayudar a establecer estrategias de manejo de

resistencia mas adecuadas.
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Resumen

El cultivo de las cucurbiticeas es de especial importancia en Espafa. Una limitacion
importante de estos cultivos es el desarrollo de enfermedades. El oidio de las cucurbitaceas
(Podosphaera fusca) ha sido descrito como una de las principales enfermedades que afecta a
estos cultivos. Los sintomas se caracterizan por la aparicion de manchas redondeadas de color
blanquecino y aspecto pulverulento, que se extienden gradualmente sobre las hojas y tallos,
provocando la senescencia temprana de la planta, asi como importantes reducciones en la
cantidad, calidad y tamafio de los frutos.

El uso de cultivares resistentes, organismos antagonistas y fungicidas, son las principales
herramientas para el control de la enfermedad. Actualmente aunque se desarrollan estrategias
de control integrado que combinan todas estas herramientas, el uso extensivo de fungicidas es
la principal estrategia de control, ya que alRefusca un hongo de desarrollo externo en la
planta, el fungicida entra facilmente en contacto con él. Destaca el uso de fungicidas
sistémicos, que son absorbidos por la planta y transportados por el xilema, siendo inocuos
para la planta y suelen actuar de forma especifica en los hongos. El uso de estas materias se
convierte en un arma de doble filo, ya que al ser compuestos muy especificos afectan a
puntos concretos del patégeno, pero este puede desarrollar facilmente mecanismos de
resistencia.

En Espafa, el control del oidio de las cucurbitaceas provocadeoposphaera fusca se

basa principalmente en el uso de compuestos quimicos como los fungicidas Qol (inhibidores
de la cadena respiratoria) y los fungicidas DMI (inhibidores de la sintesis de ergosterol).
Estos productos han perdido parte de su eficacia debido a la aparicion de cepas resistentes, lo
gue ha conducido en muchos casos al fracaso de las estrategias de control de la enfermedad.
Trabajos anteriores, se detectaron elevadas frecuencias de aislados resistenfigscdeen

las principales zonas de produccion de cucurbitaceas. Por ello, entre los objetivos del
presente estudio se ha profundizado en el conocimiento de los diferentes mecanismos
moleculares implicados en la resistencia a los fungicidas

Qol y DMI en P. fusca en Espafia.

Los fungicidas Qol son un importante grupo de fungicidas que actuan inhibiendo la cadena
respiratoria, actuando en el sitio de oxidacion del ubiquinol (Qo) Este Qo se encuentra en el
citocromo bc; (CYTBQG); formado por el citocromd (CYTB), citocromoc; (CYTQG) y

dominios de la sulfo-proteina de Riesk&P). La inhibicion de la respiracion mitocondrial se

logra mediante el bloqueo del transporte de electrones entre el citotra@¥TB) vy
citocromoc; (CYTGQ), que en consecuencia conduce a una interrupcion del ciclo de energia

sugpendendo la produccion de ATP. Hasta ahora, el mecanismo por el cual las poblaciones
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Resumen

deP. fuscaen Espafia adquirian la resistencia a estos fungicidas no estaba claro. En estudios
previos, la induccidn de una respiracion alternativa sostenida por la oxidasa fue descartada.
En este trabajo, el papel de¥TB en la resistencia a fungicidas Qol ha sido re-analizado
mediante el examen molecular de una coleccion de cepas de P. fusca. Nuestros datos sugieren
gue el mecanismo responsable de la resistencia (@@l frsca es la tipica mutacion G143A

en elCYTB y que la proporcién de mitocondrias mutadas es un factor importante para el
desarrollo de la resistencia.

Ademas, existen otros mecanismos alternativos que pueden estar implicados en la resistencia
a fungicidas. En la naturaleza, los hongos filamentosos estan expuestos a una amplia variedad
de compuestos toxicos como pueden ser los fungicidas. Asi, gracias a la participacion de los
transportadores de membrana, los hongos pueden autoprotegerse contra la accion de toxinas
exogenas y endogenas.Estudiamos el papel de estos transportadores en aislados resistentes a
fungicidas Qol y DMI, utilizando moléculas fluorescentes e incubando con diferentes
protonoforos para conocer su caracter bioenergético. Se observo una sobreexpresion de
transportadores tipo ABC en cepas resistentes a fungicidas Qol y DRMIfesca. Ademas,
aislamos un fragmento de un supuesto gen tipo AB®.efusca(PfABC1), del cual se

analizd su expresion en presencia de fungicidas. Los resultados indicaiAB@L parece

estar implicado en la proteccion de P. fusca frente a la toxicidad de fungicidas DMI.

Ademas, debido a las elevadas frecuencias de aislados resisteRtefusiea a fungicidas

Qol y DMI, realizamos estudios de fitness cost asociados a estas resistencias. El fithess cost
asociado a la resistencia a fungicidas es un parametro fundamental para la utilizacion de
fungicidas en programas de gestion de resistencias. Sirve para determinar el resultado de la
competencia entre las cepas resistentes y sensibles de patdégenos, asi como para evaluar la
utilidad de los fungicidas a medio y largo plazo. Estudiamos la germinacién de copnielios,
tamano de la colonia en cepas sensibles y resistentes a fungicidas Qol y DMI. Comparamos
los datos obtenidos a diferentes condiciones de temperatura, entre las diferentes cepas
sensibles y resistentes Befusca a los fungicidas Qol y DMI. Los valores de germinaciéon en

el grupo de los aislados resistentes a fungicidas Qol presentaron valores significativamente
mas altos que los del grupo de los aislados sensibles, mientras que el grupo de los aislados
resistentes a fungicidas DMI presentaron valores significativamente mas bajos que los del
grupo de los aislados sensibles. Con respecto a los valores de crecimiento no detectamos
diferencias en ninguno de los grupos de resistencia (a fungicidas Qol o DMI) frente al de los
sensibles. Los resultados indicarian que no se detect6 coste de fitness asociado a la resistencia

a fungicidas Qol en ninguno de los parametros estudiados. Sin embargo, soélo algunos valores
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de germinacion presentaron un coste de fithess asociado a la resistencia a fungicidas DMI.
Estos resultados sugieren que el uso de fungicidas Qol deberia limitarse puesto que
implicaria la seleccion de cepas resistentes sin ningun tipo de coste. Esto se traduciria en la
aparicion de una poblacién mayoritaria estable y resistente a fungicidas Qol con el paso del
tiempo. Con respecto al uso de fungicidas DMI, podriamos seguir utilizandolos
moderadamente, o en combinacién con otros fungicidas de diferente modo de accion.

Tras profundizar nuestro conocimiento sobre los mecanismos moleculares implicados en la
resistencia a los principales grupos de fungicidas utilizadosPpdtesca frente, creimos de

gran interés aportar informacion detallada sobre la distribucion y niveles de resistencia a
otros fungicidas utilizados en Espafia para el control del oidio de las cucurbitaceas. Se
realizaron ensayos de discos estudiando la sensibilidad frente a bupirumato, quinoxifen y
metiltiofanato en una coleccion de 237 aislados recolectados entre los afios 2002-2011 en las
principales zonas productoras de cucurbitaceas. Los resultados obtenidos fueron unos
elevados niveles de resistencia frente a metiltiofanato, sugiriendo su falta de utilidad para el
control del oidio de las cucurbitadceas. Sin embrago, no se detecto resistencia a bupirumato y
quinoxifén, lo que indica que siguen siendo materias efectivas contra el control de la

enfermedad.
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Conclusiones

Las principales conclusiones que se derivan del presente trabajo han sido las siguientes:

12 La reexaminacion del papel de citocrom@n la resistencia a fungicidas Bn fusca
sugiere que la sustitucion G143A es la principal responsable de la resistencia a fungicidas
Qol y que la heteroplasmia mitocondrial juega un papel fundamental en la manifestacion de

dicha resistencia.

22 En este estudio se ha puesto de manifiesto por primera vez la actividad y la expresion de
transportadores de membrana tipo ABC en respuesta a fungicidas DMI y Rolusca, o
gue sugiere un papel, todavia por determinar, para los transportadores de membrana en la

resistencia a fungicidas en este patégeno.

32 En las condiciones experimentales ensayadas, las resistencias a fungicidas Qol y a

fungicidas DMI erP. fusca no parecen tener asociada un coste de fitness.

42 Las elevadas frecuencias de resistencia a metil tiofanato observadas en las poblaciones de
P. fusca de la mitad sur de Espafa sugiere su eliminacion del registro de productos
fitosanitarios. Por el contrario, la escasa 0 nula resistencia observada frente a bupirimato,
miclobutanil y quinoxifén hace que se deban mantener como herramientas eficaces para el

control del oidio de las cucurbitaceas.

52 En este estudio se ha detectado por primera vez la existencia de aisl&ldsista
resistentes a varios fungicidas, lo que hace mas patente si cabe el problema de la resistencia a

fungicidas en oidio de las cucurbitdceas en Espafa.
62 La aparicion de resistencia a las principales clases de fungicidas en las poblaciones

espafiolas dB. fusca sugiere la implantacién urgente de estrategias de control integrado para

el manejo del oidio de las cucurbitaceas
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