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I. Resumen

Los oidios (Erysiphales) son hongos biotrofos estrictos que provocan las enfermedades més
extendidas en plantas designadas con el mismo nombre, los oidios, afectando a mas de
10.000 especies de angiospermas (Hirose et al. 2005). Su sintomatologia es una de las mas
facilmente reconocible, comenzando con la formacién de manchas blancas de aspecto
polvoriento en la superficie, pudiendo llegar a cubrir la mayoria de la superficie vegetal y
afectando a la capacidad fotosintética de la planta (Averre y Wehnet, 1996). Existen
diversos métodos de control de estas enfermedades, como son las practicas culturales, el
control quimico, el empleo de cultivares resistentes o el control bioldgico. Las practicas
culturales se basan en todas aquellas acciones que puede realizar el agricultor para evitar
el contacto entre el patégeno y el huésped, como son la rotacidn de cultivos, el saneamiento,
el control de las condiciones del suelo, la densidad de los cultivos, etc. (Ridout, 2009). El
control quimico protege a la planta antes de la infeccién, o la cura si ya ha ocurrido,
mediante el empleo de distintos compuestos que pueden tanto eliminar al patégeno como
activar las defensas propias de la planta (Pérez-Garcia et al. 2006). El empleo de cultivares
resistentes se basa en el uso de diversos cultivares optimizados para evitar el desarrollo del
patégeno (McCreight, 2006). Por ultimo, los métodos biolégicos emplean organismos
antagonistas o agentes de control biolégico capaces de reducir la cantidad del inéculo del
patégeno (Sarhan et al. 2020). Aunque hoy en dia el método de control mas extendido para
controlar a los oidios es a través del empleo de fungicidas, varias de las principales especies
(Blumeria graminis, Erysiphe necator y Podosphaera xanthii, entre otras) han sido
catalogadas por el Fungicide Resistance Action Committee (FRAC) como especies de alto
riesgo de desarrollo de resistencia a fungicidas (FRAC, 2020). Para conocer mas sobre esta
problematica, en esta tesis doctoral se presenta una revision actualizada analizando todos
los estudios de resistencia a fungicidas documentados para los oidios en general a nivel
mundial, incluyendo los mecanismos moleculares implicados, si hubieran sido

identificados.

En este trabajo observamos que las especies de oidio que han desarrollado resistencia a un
mayor nimero de familias de fungicidas son las mas importantes a nivel agronémico: B.
graminis f. sp. tritici (patégeno del trigo), B. graminis f. sp. hordei (cebada), E. necator (vid)
y P. xanthii (cucurbitdceas); aunque también se encontraron trabajos de resistencia en otras
especies, como son Golovinomyces cichoracearum, Sphaerotheca pannosa, Erysiphe betae,
Leveillula taurica, y P. leucotricha. En general, los mayores casos de resistencia a fungicidas,

tanto en oidios como en otros hongos patégenos de plantas, se han registrado frente a las
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dos familias de fungicidas méas comercializadas: los inhibidores de la quinona externa (Qol)
y los inhibidores de la demetilacién (DMI). Sin embargo, también se han publicado trabajos
en relacién con otras 6 familias quimicas: aril-fenil-cetonas, aza-naftalenos, hidroxi-(2-
amino) pirimidinas, metil benzimidazol carbamatos (MBC), inhibidores de succinato
deshidrogenasa (SDHI) y dos materias activas cuyo modo de accién es desconocido,
ciflufenamida y flutianilo. A pesar de que son numerosos los estudios que registran casos de
resistencia tanto en el laboratorio como en el campo, el nimero de trabajos relacionados
con el mecanismo molecular implicado en la misma es notablemente menor. Dentro de
estos, la gran mayoria de los trabajos estan enfocados en elucidar el mecanismo molecular
de resistencia a los fungicidas Qol, estando implicado el cambio aminoacidico G143A y, en
algunos casos, fendmenos de heteroplasmia. También son muy numerosos los trabajos
sobre los mecanismos de resistencia a los fungicidas DMI, donde se han detectado 3 cambios
aminoacidicos relacionados con el fenotipo resistente y una mutacién puntual que
incrementaba la expresion del gen diana de este grupo de fungicidas, el gen cyp51. Con
respecto a los fungicidas MBC y SDHI, familias cuyo mecanismo de resistencia molecular
también ha sido descrito, s6lo se han publicado trabajos en P. xanthii, describiendo el
cambio E198A en -tubulina para los fungicidas MBC, y 5 cambios aminoacidicos diferentes
para los fungicidas SDHI en dos de las tres subunidades de succinato deshidrogenasa que
forman el bolsillo de unién del fungicida. Para el resto de las familias, el mecanismo
molecular de resistencia no esta del todo claro. Centrandonos en las especies nombradas en
esta revision, el oidio de las cucurbitaceas es la especie que mas publicaciones relacionadas
con la disminucion de sensibilidad tiene registrados, siendo incluso a todas las familias de
fungicidas descritas en esta revision. Este dato es de especial importancia, puesto que
Andalucia es una de las principales productoras nacionales de hortalizas, representando la
familia de las cucurbitaceas el 23.1% de este total (Informe Anual del Sector Agrario en
Andalucia, 2020). Dentro de las mas de 200 enfermedades que pueden atacar a estos
cultivos, el oidio, causado por P. xanthii, es una de las mas importantes tanto en invernadero
como en cultivos al aire libre (Seebold, 2010; Informe Anual de la Junta de Andalucia, 2022;

Fernandez-Ortufio et al. 2006; Lépez-Ruiz et al. 2010; Bellon-Gémez et al. 2015).

En trabajos realizados anteriormente en nuestro pais, se describieron altos niveles de
resistencia de P. xanthii a diferentes familias de fungicidas, como los fungicidas Qol
(Fernandez-Ortufio et al. 2006), los fungicidas MBC (Bellon-Gomez et al. 2015) y los
fungicidas DMI (Lopez-Ruiz et al. 2010). Sin embargo, no existian datos de resistencia a una
de las ultimas familias registradas y comercializadas para el control del oidio de las

cucurbitaceas, los fungicidas SDHI. Es por ello que otro de los objetivos de esta tesis doctoral
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fue conocer la presencia/ausencia y niveles de resistencia para esta familia. En un primer
momento se analizé la sensibilidad basal de 26 cepas de P. xanthii, aisladas durante los afos
1996-2016, realizando para ello un ensayo de discos con concentraciones crecientes, desde
0.01 a 10 mg/L, de dos fungicidas SDHI, boscalida y fluopiram. Los 26 aislados se agruparon
en tres categorias diferentes de acuerdo con su sensibilidad: aislados con una Concentracion
Minima Inhibitoria (CMI) igual a 1 mg/L, con una CMI < 10 mg/L y con una CMI = 10 mg/L.
Basandonos en estos datos, se estableci6 10 mg/L como dosis discriminatoria para
diferenciar aislados sensibles de resistentes, aunque también se incluyeron tres
concentraciones superiores (25, 50 y la dosis de campo de 100 mg/L) para poder detectar
aislados con diferentes niveles de resistencia. Con estas concentraciones se realizdé un
estudio de monitorizaciéon para ambos compuestos durante las campaias de 2018-2019,
recogiéndose y analizdndose un total de 296 aislados tomados desde las principales
regiones productoras de cucurbitaceas del sur de Espana: Almeria, Granada, Malaga y
Murcia. Este estudio consisti6 en un ensayo de discos con las concentraciones
anteriormente mencionadas, clasificAndose los aislados de acuerdo con su capacidad de
crecer en cada una de ellas: baja resistencia [low resistance (LR); 25 mg/L], media
resistencia (MR; 50 mg/L), resistencia (R; 100 mg/L con crecimiento normal) y alta
resistencia [high resistance (HR=; 100 mg/L con crecimiento vigoroso]. Para boscalida, se
detectaron 185 aislados sensibles (96 en 2018 y 89 en 2019; 62,1%) y 113 aislados con
diferentes fenotipos de resistencia (40 LR, 13,4%; 36 MR, 12,1% y 37 R, 12,4%). Las
provincias de Malaga y Granada fueron las que presentaron los menores porcentajes de
resistencia a boscalida (0 y 0,7%, respectivamente), mientras que las provincias de Murcia
(con un LR global del 1,7%, 6,4% MRy 7,4% R) y Almeria (11,7% LR, 5,7% MRy 4,4% R)
tuvieron la mayor frecuencia de resistencia. Para fluopiram, se describieron 167 aislados
sensibles (95 en 2018 y 72 en 2019; 56%), mientras que 131 tenian alglin nivel de
resistencia (1% LR, 3% MR, 22,5% Ry 17,4% HR). Los resultados por provincias fueron
similares a los obtenidos para boscalida, con frecuencias mas bajas de resistencia en Malaga
y Granada (0 y 0,7%) y las mas altas en Almeria, seguida de Murcia (24,5 y 18,8%,
respectivamente). Sin embargo, cuando se realizd un ensayo in planta con aislados
representativos de cada uno de los fenotipos observados en los ensayos de discos, sobre
plantas de mel6n tratadas con la dosis recomendada en campo de 100 mg/L para boscalida
y fluopiram, todos fueron capaces de crecer vigorosamente a esta concentracién. Aunque
esta diferencia podria estar basada en la naturaleza de los ensayos, donde las plantas
empleadas en el ensayo in planta podrian estar incorporando una concentracién menor de
fungicida en comparacion con los discos de cotiledon, estos resultados llevaron a

cuestionarnos qué mecanismo molecular podria estar implicado en esta resistencia. Para
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esclarecerlo, se amplificaron y secuenciaron las subunidades B, C y D, implicadas en el
bolsillo de unién de los fungicidas SDHI, en 9 aislados sensibles y 66 aislados resistentes con
diferentes fenotipos de resistencia in vitro. Tras el analisis de secuencias, se observaron dos
mutaciones puntuales, una que resultaba en el cambio aminoacidico A86V, presente en
todos los aislados resistentes, independientemente del fungicida o del fenotipo, y otra en el
cambio G151R, observado Unicamente en dos aislados resistentes a boscalida y sensibles o
poco resistentes a fluopiram. Por otro lado, se analiz6 la posible penalizaciéon para la
supervivencia que estas dos mutaciones podrian estar provocando en estos aislados y, para
ello, se llevaron a cabo ensayos de germinacién de conidios y desarrollo micelial. Los datos
obtenidos, mostraron que no existia ninguna diferencia significativa entre los aislados

sensibles y resistentes a los fungicidas SDHI.

Por otra parte, en esta tesis doctoral también nos planteamos esclarecer el mecanismo de
resistencia a otra importante familia de fungicidas inhibidores de la respiracion
mitocondrial, los Qol, atin desconocido de acuerdo con un estudio anterior (Fernandez-
Ortufio et al, 2006). En este trabajo no se habia observado la principal mutacién
responsable de la resistencia a los fungicidas Qol, el cambio aminoacidico G143A, en los
aislados resistentes analizados. Por ello, fue planteada la hipdtesis de que la proteina de
Rieske, la cual, junto con la proteina citocromo b forma parte del bolsillo de unién de estos
fungicidas, pudiera tener alguna relacién con la resistencia. Para confirmarla, se amplificé y
secuenci6 el gen risp en 6 aislados de P. xanthii, 3 sensibles y 3 resistentes, no encontrandose
ninguna diferencia entre ambos fenotipos. A partir de aqui, nos planteamos si la
heteroplasmia mitocondrial (presencia simultdnea de alelos diferentes de un gen
mitocondrial en una misma célula) era responsable de la resistencia a los fungicidas Qol.
Este fendmeno ya se habia observado en otros hongos fitopatégenos, como Venturia
inaqualis, donde una frecuencia de mas del 62% de los alelos resistentes (A143) otorgaba
ese fenotipo (Villani y Cox, 2014). Para corroborar esta hipoétesis, se seleccionaron 22
aislados de P. xanthii, 10 sensibles y 12 resistentes, y se clon6 el gen cytb en cada uno de
ellos, seleccionandose 10 colonias de cada construccion y secuenciandose. En los resultados
obtenidos se pudo observar la presencia de construcciones con el alelo cytb sensible, sin el
cambio G143A, y construcciones con el alelo resistente portadores de la mutacién A143,
para el mismo aislado. La frecuencia de los alelos mutados incluia desde el 10% al 60% en
los aislados sensibles, y del 70 al 100% en los aislados resistentes, confirmandose la
heteroplasmia como mecanismo molecular de resistencia a los fungicidas Qol. Sin embargo,
y para poder analizar de una manera mas rapida el porcentaje de estos alelos, se desarrollé

una técnica de PCR especifica de alelo junto con una PCR cuantitativa, denominada ARMS-
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gPCR de sus siglas en inglés Amplification-Refractory Mutation System. Para ello, se
disefiaron cebadores especificos para amplificar por separado el alelo sensible y el alelo
resistente. La capacidad de cuantificacién se comprobd en una qPCR usando como molde
diferentes proporciones de las construcciones portadoras de los alelos sensibles y
resistentes, comprobado que los datos empiricos coincidian con los teéricos. Una vez puesta
a punto la técnica, se analizaron 14 aislados con fenotipos sensible y resistente para los
fungicidas Qol, obteniéndose un porcentaje de alelos mutados de menos del 70%
aproximadamente en los aislados sensibles y mayor del 70% en los aislados resistentes,
valores similares a los obtenidos anteriormente en la secuenciacién de las construcciones.
Debido a la naturaleza mitocondrial de esta resistencia, inicamente la técnica del ARMS-

gPCR podria servir como una alternativa rapida de diagnéstico molecular.

Finalmente, el ultimo objetivo de esta tesis doctoral se centr6 en la buisqueda de
herramientas moleculares que pudieran ser incorporadas en programas de monitorizaciéon
de la resistencia a gran escala, pudiendo asi analizar un gran ndmero de aislados en un
menor periodo de tiempo, agilizando la generaciéon de resultados y su transmisién a los
agricultores. Para completarlo nos centramos en aquellas familias de fungicidas cuya
resistencia viniera determinada por mutaciones puntuales, como es el caso de los fungicidas
MBC y SDHI. La amplificacién isotérmica mediada por bucle o LAMP por sus siglas en inglés
(Loop-Mediated Isothermal Amplification) es una técnica de amplificacién que emplea una
DNA polimerasa con actividad de desplazamiento de cadena, de tal manera que la
amplificaciéon se puede realizar a una temperatura constante. En combinacién con esta
polimerasa se emplean cuatro parejas de cebadores, dos externos y dos internos,
hibridando estos ultimos con seis regiones diferentes del ADN. Esta técnica presenta una
serie de ventajas con respecto a la PCR clasica debido a su alta eficacia, rapidez, sensibilidad
y especificidad y, es por ello, por lo que ha sido desarrollada para el diagnéstico de la
resistencia a diferentes fungicidas en otros patégenos fingicos como son Botrytis cinerea
(Fan etal. 2018), Sclerotinia sclerotiorum (Duan et al. 2016) o Fusarium graminearum (Duan
et al. 2014). En esta tesis doctoral se ha desarrollado la técnica LAMP para la deteccién de
las mutaciones responsables de la resistencia a los fungicidas MBC y SDHI (E198A y
A86V/G151R, respectivamente) en aislados de P. xanthii obtenidos en Espafia y en otros
paises europeos. Primero se disefiaron cebadores especificos de los alelos resistentes,
haciendo coincidir los extremos 3’ de los cebadores internos con la mutaciéon puntual
responsable de la resistencia. Posteriormente se optimiz6 la reaccion de amplificacion,
tanto en la concentracion de los componentes como en sus condiciones de tiempo y

temperatura, y se comprobo la especificidad, sensibilidad y repetibilidad de la técnica. Una
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vez puesta a punto la técnica con ADN gendmico extraido mediante técnicas convencionales,
se optimizo la obtencién de genémico de P. xanthii empleando un choque térmico para la
liberacion del ADN desde las esporas, buscando reducir al maximo el tiempo de diagnostico.
Ademas, se comprob6 la eficacia de la técnica a la hora de analizar no sélo aislados
monospdricos, formados por un Unico individuo de P. xanthii, sino muestras vegetales
tomadas del campo, formadas por una poblacién de aislados del oidio de las cucurbitaceas
ademas de otros patégenos y posibles agentes interferentes de la ampliacién. Para las
lecturas de los resultados, en el caso de los fungicidas MBC se emple6 un indicador de
metales, el azul de hidroxinaftol, el cual vira de color violeta a azul cielo cuando la
concentracién de magnesio libre en el medio disminuye a causa de la amplificacién del ADN.
Para los fungicidas SDHI se cuantificdé la amplificacion mediante la deteccién de
fluorescencia, la cual es medida a tiempo real de manera similar a la PCR cuantitativa. En el
caso de los fungicidas MBC, se obtuvo amplificaciéon de los aislados portadores de la
mutaciéon E198A a los 75 minutos en una reaccién LAMP incubada a 65°C. Los resultados
obtenidos fueron confirmados mediante ensayos de sensibilidad a fungicidas en discos de
cotiledon. Ademas, la técnica LAMP resultd ser 100 veces mas sensible que la PCR cuando
se empleaba material vegetal cuyo ADN no habia sido extraido de forma convencional. En el
caso de los fungicidas SDHI, la mutaciéon A86V fue amplificada especificamente en 16
minutos a 65°C, mientras que la mutaciéon G151R amplificé alos 21 minutos y 30 segundos,
a 62,7°C. Al igual que en el caso anterior, la técnica también se ensay6 empleando material
vegetal cuyo ADN fue extraido de forma rapida mediante choque térmico. Por otro lado, la
amplificacién del cambio A86V se obtuvo a los 27 minutos. En resumen, las dos
aproximaciones de la técnica LAMP presentadas en esta tesis doctoral presentan ventajas a
la hora de ser implementadas en programas de monitorizacién de resistencia a fungicidas,
ya sea por la sencillez de la ejecucion o por la rapidez de esta. En el caso de los fungicidas
MBC, al emplear un indicador de metales que cambia de color para la lectura de los
resultados, para poder llevar a cabo la técnica tan solo es necesario un bafio que mantenga
la temperatura constante, permitiendo observar los resultados directamente en el tubo

donde ha sido llevada a cabo la reaccion.

Aunque en el caso de los fungicidas SDHI sea necesario una maquinaria especial para la
medida de la fluorescencia, esta permite una cuantificacién mas objetiva de los resultados,
ademas de que podria ser realizada directamente en el campo ya que la maquina utilizada
podria ser transportada facilmente. La implementacion de estas técnicas en programas de
monitorizacién permitiria un seguimiento de la resistencia a fungicidas de una manera

rapida y asequible para laboratorios pequefios. Esta monitorizacién permitiria al agricultor
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que los productos quimicos empleados en su finca sean realmente eficaces, evitando asi
tanto la pérdida econémica como el vertido al medio ambiente de productos innecesarios.
Esto junto con el empleo de otras técnicas de control, como es el uso de cultivares
resistentes o el control biolégico, permitirian un control mas eficaz y sostenible de la

enfermedad, pudiendo asi evitar los perjuicios asociados a la resistencia a fungicidas.
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1. Los oidios.

El oidio, término empleado tanto para la enfermedad como para el hongo causante de la
misma, es una de las enfermedades de plantas mas extendida y facilmente reconocible. Esta
enfermedad afecta a mas de 10.000 especies de angiospermas (Hirose et al. 2005). La
sintomatologia comienza con la aparicién de pequefias manchas blancas de aspecto
polvoriento en la superficie de la hoja del cultivo. Conforme la enfermedad va avanzando,
estas manchas se van uniendo hasta cubrir por complejo la superficie de la hoja. Las hojas
afectadas sufriran clorosis hasta secarse por completo, afectando de esta manera a la planta
al completo. La capacidad fotosintética se ve reducida, provocando la disminucién del
rendimiento del cultivo o incluso la senescencia prematura (Averre y Wehner 1996). Otras
partes aéreas, como peciolos, tallos y frutos, pueden verse también afectadas. Al tratarse de
un hongo biotrofo estricto, requiere del mantenimiento del huésped vivo para poder asi
obtener nutrientes de este durante todo el transcurso de la infecciéon y, para ello, los oidios
han desarrollados mecanismos especificos como por ejemplo evitar los mecanismos de
defensa de la planta o tomar nutrientes sin llegar a matar a las células huésped. Esto hace
que la mayoria de las especies de oidio posean un rango de huésped muy limitado (Hirose

etal. 2005).

Respecto a su taxonomia, la clasificacion clasica se revisé en base a los datos de las
secuencias espaciadoras transcritas internas del ADN ribosémico o ITS (“Internal
Transcribed Spacer”), definiéndose de una manera mas precisa las relaciones entre los
distintos géneros (Braun et al. 2002). De esta manera, los oidos se clasifican dentro de los
Ascomycetes, formando el orden Erysiphales con una Unica familia, Erysiphaceae. Esta
familia estd subdivida en cinco tribus (Blumerieae, Cystotheceae, Erysipheae,
Golovinomycetinae, Phyllactinieae) que a su vez contiene mas de 20 géneros diferentes

(National Center for Biotechnology Information 2022).

1.1. Ciclo de vida de los oidios.

En general, los oidios poseen un ciclo de vida tanto asexual como sexual (Figura 1.1). El ciclo
de vida asexual comienza después de que un conidio se deposite sobre un huésped
susceptible. El conidio germina y produce un tubo germinal primario corto que se alarga
para producir una estructura especializada, el apresorio. Este apresorio es responsable de
penetrar en la cuticula y la pared celular de la célula epidérmica de la planta mientras
permanece intacto en la membrana plasmatica del huésped (Eichmann et al. 2008). La alta

presion de turgencia generada en el apresorio, junto con la actividad de una combinacién
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II. INTRODUCCION

de enzimas liticas, permite que una hifa especializada penetre en la célula epidérmica del
huésped y forme un haustorio primario, que comienza a tomar nutrientes desde este
(Tucker et al. 2002). Si la infeccion tiene éxito, las hifas primarias se ramifican y forman
hifas secundarias, de las cuales emergen los conidiéforos verticalmente, produciendo un
numero variable de conidios (uno o mas) segun el género (Heffer et al. 2006; Sidhu et al.
1988; Pérez-Garcia et al. 2009; Gadoury et al. 2012; Saharan et al. 2019). Varios dias tras la
infeccidn, el crecimiento epifito de estas hifas da como resultado sintomas tipicos de la
enfermedad que son visibles a simple vista como colonias blancas en la superficie de las

plantas.
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Figura I1.1. Ciclo de vida de los oidios.
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En el caso de la reproduccion sexual, dos hifas compatibles, especializadas para este tipo de

reproduccién, se fusionan y forman un cuerpo fructifero llamado casmotecio
(chasmothecium), que contiene, segln el género, uno o mas ascos portadores de las esporas
sexuales o ascosporas (Heffer et al. 2006). Se considera que los casmotecios son una fuente

de indculo para sobrevivir durante el invierno y el verano en ausencia del huésped
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compatible (Sidhu et al. 1988; Gadoury et al. 2012; Saharan et al. 2019). Una vez que las
ascoporas, normalmente transportadas por el viento, se depositan sobre un huésped

susceptible vuelve a dar comienzo un nuevo ciclo de infeccion (Figura 1.1).

1.2. Especies de oidios agronémicamente importantes.

Aunque los oidios son capaces de infectar a numerosas angiospermas, existen diversas
especies cuyos huéspedes poseen especial importancia tanto agronémica como econdémica,
provocando importantes pérdidas en todo el mundo. Estas especies son Blumeria graminis,
patégeno de diferentes especies de cereales, Erysiphe necator, patégeno de la vid, y

Podosphaera xanthii, patégeno de las cucurbitaceas (Figura I1.2).

Figura IL.2. Sintomatologia de las diferentes especies de oidio. Las manchas blancas pueden llegar a

cubrir la planta entera. A) B. graminis f. sp. tritici, B) E. necator, C) P. xanthii.

Dentro de la especie B. graminis se pueden diferenciar diferentes subespecies basandose en
la capacidad de infectar a huéspedes con genes de resistencia especificos (Gacek 1983). De
esta manera, dentro de B. graminis podemos diferenciar B. graminis f. sp. tritici, que infecta
al trigo; B. graminis f. sp. hordeli, la cebada; B. graminis f. sp. avenae, la avena; B. graminis f.
sp. secalis, el centeno, y B. graminis f. sp. triticale, el triticale (Troch et al. 2012; Walker et al.
2011). Este oidio posee un ciclo de vida tanto asexual como sexual, siendo el casmotecio una
fuente de infeccidn en regiones como el sureste de Europa o los Estados Unidos. Las ascas
se liberan en condiciones meteorolégicas favorables y dan lugar a infecciones primarias,
llegando a desplazase por el viento y provocado infecciones secundarias a cientos de
kilometros (Zadoks 1967; Hermansen et al. 1978; Gotz et al. 1996). La infecciéon se produce

en un amplio rango de temperatura, de entre 5-30 °C, siendo la éptima 20 °C, y con una
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humedad de 50-100 %, viéndose favorecido en situaciones de alta humedad relativa
(Pietrusinska y Tratwal 2020). Normalmente los primeros sintomas de la enfermedad se
suelen observar en los cereales de invierno, concretamente en el otofio tardio o en el

principio de la primavera.

E. necator parasita especificamente a géneros pertenecientes a la familia Vitaceae, como son
Cissus, Parthenocissus, Ampelopsis y Vitis (Pearson y Gaudory 1992), perteneciendo a este
ultimo la vid, V. vinifera, un cultivo de gran importancia econdmica y altamente susceptible
a E. necator. Al igual que B. graminis, se ha descrito tanto reproduccion sexual como asexual
para este patogeno, formando casmotecios para sobrevivir la temporada de invierno y
formar un in6culo primario cuando las condiciones ambientales son las adecuadas (Pearson
y Gadoury 1987). La infeccion por ascosporas suele estar favorecida por precipitaciones de
2-3 mm3 con temperaturas por encima de los 10 °C (Gadoury y Pearson 1990). Sin embargo,
aunque la lluvia es necesaria para la infeccién, la humedad constante no es necesaria para
la germinacién e infeccién de las ascosporas (Gadoury et al. 2012). El micelio de E. necator
es capaz de crecer y esporular entre 23 y 30 °C, con un 6ptimo de 26 °C (Delp 1954), y una
humedad relativa del 85 % que vaya disminuyendo progresivamente (Carrol y Wilcox
2003). En estudios genéticos realizados en Europa, Australia e Israel se observo que las
poblaciones de E. necator estaban formadas por tres grupos genéticamente distintos, A, B e
IL, de acuerdo con diferencias en marcadores moleculares (Amrani y Corio-Costet 2006;
Délye et al. 1997a; Gur et al. 2021; Miazzi et al. 2003; Nunez et al. 2006; Péros et al. 2005;
Stummer et al. 2000). El significado biolégico de estos dos grupos no estd adn claro
(Gadoury et al. 2012), aunque si se han observado diferencias entre la distribucién de los
grupos y en su agresividad al infectar diferentes tejidos (Miazzi et al. 2008; Montarry et al.

2008).

La enfermedad del oidio en el cultivo de las cucurbitaceas puede ser causada por tres
especies diferentes: P. xanthii, Golovinomyces cichoracearum y G. orontii Los tres patégenos
causan los mismos sintomas en la planta, pero pueden ser facilmente diferenciados con el
uso de un microscopio de campo claro debido a diferencias fenotipicas en sus conidios,
como es la presencia de cuerpos de fibrosina en el caso de P. xanthii (Braun et al. 2002). En
algunos paises europeos como Italia y Francia, ambas especies coexisten (Bardin et al. 1999;
Pirondi 2013). Sin embargo, en Espaiia, sélo se ha observado a P. xanthii como el tGnico
agente causal del oidio en las principales regiones productoras de nuestro pais (Del Pino
2002; Fernandez-Ortufio et al. 2006; Lopez-Ruiz et al. 2010; Bellon-Gomez et al. 2015). Al

contrario que otras especies de oidio, en P. xanthii la fase sexual se ha observado raramente
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en el campo y, por lo tanto, no se ha determinado la relevancia epidemioldgica de este ciclo
de vida (Pérez-Garcia et al. 2009; Pirondi et al. 2015). El desarrollo de P. xanthii esta
determinado por diversos factores tanto abidticos (temperatura, humedad relativa o
iluminaciéon) como bibéticos (edad de la planta o susceptibilidad del huésped). La
temperatura dptima para el desarrollo de esta especie se encuentra entre los 20y 27 °C en
cultivos de meldn, aunque la infeccidon puede ocurrir también desde los 10 hasta los 32 °C
(Alvarez 1993; Averre y Wehner 1996). La espora requiere de una humedad relativa del
100% para germinar, disminuyendo la tasa de éxito conforme lo hace el porcentaje de
humedad (Alvarez 1993). Sin embargo, hay que tener en cuenta que, de manera general, un
exceso de agua seria perjudicial para el desarrollo de los oidios. En cuanto a los ciclos de luz,
los fotoperiodos de 12 horas favorecen la tasa de crecimiento micelial y la germinacién de
los conidios (Alvarez 1993). Ademas, P. xanthii presenta diferentes patotipos o espectro de
huéspedes, es decir, cada aislado es capaz de infectar a un rango de especies concretas
dentro del grupo de las cucurbitaceas. P. xanthii presenta también diferentes razas, sobre
todo en meldn, llegdindose a describir hasta 28 razas diferentes en todo el mundo

(McCreight 2006).

2. Métodos de control de los oidios.

De manera general, tanto para el control del oidio como para el manejo de otras
enfermedades fuingicas se emplean diferentes métodos que engloban desde las practicas
culturales, el control quimico, el empleo de cultivares resistentes o el control biolégico. Las
practicas culturales se basan en todas aquellas acciones que puede realizar el agricultor
para evitar el contacto entre el patégeno y el huésped, como son la rotacion de cultivos, el
saneamiento, el control de las condiciones del suelo, la densidad de los cultivos, etc. (Ridout
2009). El control quimico protege a la planta antes de la infeccidn, o la cura si ya ha ocurrido,
mediante el empleo de distintos compuestos que pueden tanto eliminar al patégeno como
activar las defensas propias de la planta (Pérez-Garcia et al. 2009). El empleo de cultivares
resistentes emplea diversos cultivares optimizados para evitar la infeccién por parte del
patégeno (McCreight 2006). Por ultimo, los métodos bioldgicos usan organismos
antagonistas o agentes de biocontrol capaces de reducir la cantidad del indculo del patégeno
(Sarhan et al. 2019). Centrandonos en los oidios y, debido a su facilidad de transmisién por
el aire y la rapidez de su extension por el cultivo, los métodos mas empleados hoy en dia son

el control quimico y bioldgico en combinacidn con ciertos cultivares resistentes (Figura I1.3)
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Figura I1.3. Diferentes métodos de control empleados para el control de los oidios.

2.1. Empleo de cultivares resistentes.

Existen variedades de diferentes cultivos que son resistentes a los oidios debido a la
presencia de determinados genes de resistencia, introducidos mediante mejora vegetal,
para generar distintas variedades de uso comercial. Sin embargo, el empleo de estas
variedades no asegura una erradicacion total, sino que simplemente retrasa la infeccién.
Debido a ello, el patdgeno se ve sometido a una gran presion de seleccion, provocando que
aparezcan nuevas razas capaces de superar la resistencia, aunque en muy baja proporcion.
Dependiendo del cultivar, se pueden describir dos clases de resistencia: la monogénica, que
puede ser dominante o recesiva (Hiickelhoven 2005), y la resistencia otorgada por genes
recesivos ligados (Shanmugasundaram et al. 1971). La resistencia monogénica también
conocida como resistencia cualitativa o especifica de raza, sélo proporciona resistencia total

frente a ciertas cepas de oidio, pudiendo perderse dicha resistencia al cabo de los 2-5 afios
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(Alvarez y Torés 1997). La resistencia por genes recesivos, también conocida como
resistencia parcial o cuantitativa, no otorga una resistencia absoluta. Al estar implicados un
conjunto de genes, su eficacia es mas duradera (Alvarez y Torés 1997). Este tipo de
resistencia es la que suele ser mas empleada en los programas de mejora vegetal, al ser mas

sencilla de incorporar en variedades agrondmicamente importantes.

En general, el uso de cultivares resistentes ha sido una buena herramienta para el control
de B. graminis (Bennet 1984; Summet y Brown 2013); sin embargo, la capacidad de
mutacion, la migracién de las esporas a largas distancias y la recombinacién sexual, ha
provocado el fallo de los genes de resistencia de estos cultivares (McDonald y Linde 2002;
Niewehner y Leath 1988; Parks et al. 2008; Cowger et al. 2009). Es por ello, por lo que se
mantiene una investigaciéon continua de nuevos genes que se puedan incorporar a los
cultivares. Hasta ahora se han identificado 67 genes de resistencia cualitativa (Pm1-Pmé67)
en el trigo (Simeone et al. 2020). Un gen bastante estudiado es MLO (Mildew-Locus-0),
descubierto en la cebada en 1942 (Jorgensen 1972) y posteriormente en el trigo (Varallyay
et al. 2012), el cual ha demostrado que otorga resistencia a B. graminis (Jorgensen 1972;

Lyngkjaer et al. 2000; Wang et al. 2014; Acevedo-Garcia et al. 2017).

Practicamente la totalidad de la produccién de vid estd centrada en una Unica especie, V.
vinifera, la cual solo ha coevolucionado con el oidio desde finales del siglo 19 debido a la
introduccién accidental de E. necator desde Norte América a Europa (Rienth et al. 2021).
Por este motivo, este cultivar es altamente sensible al ataque de este patégeno (Kunova et
al. 2021) y su control esta casi totalmente centrado en el empleo de fungicidas (Gaduory et
al. 2012). Sin embargo, en otras especies salvajes si se pueden encontrar genes de
resistencia a diversos patoégenos (Fedorina et al. 2022), pudiendo cruzarse con V. viticola y
generando pies de planta mas resistentes tanto a estreses abidticos y bidticos (Fedorina et
al. 2022), incluso a E. necator, gracias a la introduccién del gen de resistencia Run1 (Wang

etal. 2020).

En el caso de P. xanthii, variedades de melon, con una resistencia cualitativa, y de pepino,
con una resistencia cuantitativa, se han empleado para el control de este patégeno (Perez-
Garcia et al. 2009; Fukino et al. 2013; Nunes et al. 2017). Sin embargo, no siempre es posible
el desarrollo de un cultivar de cucurbitaceas resistentes. En el caso del género Cucurbita,
que engloba cultivos como el calabacin o la calabaza, atin no se han definido los genes que
otorgan resistencia a las razas a las que son susceptibles (Jahn et al. 2002), aunque en el

caso de la calabaza se han empezado a publicar posibles candidatos (Guo et al. 2019; Zhang
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et al. 2021). El cultivo de la sandia se consideraba naturalmente resistente al oidio, sin
embargo, en los dltimos afios también se han reportado razas de P. xanthii especialmente
agresivas capaces de atacar a las diferentes variedades (Jahn et al. 2002, Cohen et al. 2004).
A pesar de que el empleo de cultivares resistentes es una opcién respetuosa con el medio
ambiente y ayuda a retrasar la infeccion del patdgeno, la aparicién de estas cepas capaces

de superar la resistencia dificulta en gran medida la mejora de las diferentes variedades.

2.2. Control bioldgico.

El control biolégico se define como el uso de organismos vivos, como hongos, bacterias,
nematodos o insectos, para el control de plagas o enfermedades de cultivos de plantas
(Ehlers 2011). Su mecanismo de accién es diverso y depende del organismo que se emplee:
puede actuar de forma directa mediante la depredacidn, parasitismo o producciéon de
antibidticos; de forma indirecta mediante la induccidn de defensas de la planta; o mediante
interacciones medioambientales como la competencia por nutrientes o espacio (Lucas
2017). Sin embargo, este método de control presenta una serie de inconvenientes
relacionados con el uso de organismos vivos, ya que se necesitan unas condiciones
ambientales concretas para la germinacién de las esporas (en el caso de hongos y bacterias),

y para que se inicie la accion bidtica.

El control biol6gico del oidio ha ido adquiriendo cada vez mas importancia a lo largo de los
ultimos afios debido a los problemas derivados del empleo del uso de fungicidas (Bélanger
et al. 1998; Paulitz y Bélanger 2001). En Espafia actualmente hay registrados 9 productos
biolégicos centrados en el control del oidio de la vid y el de las cucurbitaceas, ademas de
otras especies de oidios y de patdégenos; dos de ellos empleando hongos y siete usando
bacterias (Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacién 2022). Sin embargo, no hay
registrado ningn producto para el control bioldgico del oidio de los cereales. Dentro de las
formulaciones comerciales a base de hongos encontramos los productos AQ10 (CBC Iberia)
y Polyversium (Agrichem). AQ10 emplea al hongo hiperparasito Ampelomices quisqualis,
capaz de penetrar con sus hifas tanto en el micelio como en los conidi6foros del oidio. En el
caso de Polyversium, formulado con el hongo oomiceto Pythium oligandrum (cepa M1), se
consigue activar el sistema inmune de la planta, ademas de penetrar en las hifas de manera
parasitaria y producir enzimas hidroliticas que la descomponen. Respecto a los productos
que emplean bacterias, sus formulados usan diversas especies del género Bacillus, como son
B. amyloliquefaciens, B. pumilus y B. subtilis. En el caso de B. amyloliquefaciens encontramos
registrados tres productos comerciales, Taegro (Novozymes France, cepa FZB24), AMYLO-

X y Valcure (Mitsui Agroscience International, cepa D747). Estos productos se consideran
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de amplio espectro y poseen tres modos de accién. Por un lado, mediante la produccién de
metabolitos secundarios como iturina A y surfactina se inhibe el crecimiento de las hifas y
la germinacion de las esporas. Por otro, se produce la competicidn por el espacio sobre las
superficies vegetales y, por ultimo, se lleva a cabo la activacion de las defensas de la planta.
En el caso de B. pumilus, s6lo la cepa QST 2808 esta registrada para formar parte del
producto Sonata (Bayer Cropscience). El efecto de esta bacteria es especifico para oidios ya
que, ademas de activar las defensas de la planta, afecta a la enzima responsable de la fijaciéon
de la glucosa en la pared celular del hongo. Por tltimo, B. subtilis tiene dos cepas registradas
formando parte de los compuestos Serenade Aso y Serenade MAX (Bayer Cropscience, cepa
QSTR 713) y Mildore (Idainature, cepa IAB/BS03). Estas poseen un modo de acciéon multiple
entre los que encontramos la inhibicién de la germinacién de esporas y la destruccién del

tubo germinativo y micelio.

2.3. Control quimico.

El control quimico, basado en el empleo de fungicidas, sigue siendo la principal herramienta
para el control de enfermedades ftngicas de plantas. En 2019, de las 61.343 toneladas de
plaguicidas empleados en Espafia, englobando herbicidas, insecticidas y fungicidas, mas de

la mitad (38.067 toneladas) correspondieron a fungicidas (FAOSTAT 2021).

Los fungicidas se clasifican de diferentes maneras de acuerdo con sus caracteristicas, siendo
las mas comunes el modo de acciéon (multisitio o sitio especifico; FRAC 2021), la movilidad
en planta (contacto o sistémicos; Beckerman 2018) y el tipo de protecciéon (preventivos o
curativos; Oliver y Hewitt 2014). Segiin su modo de accién, encontramos los fungicidas
multisitio, los cuales son capaces de inhibir diferentes rutas metabdlicas o estructuras
celulares, afectando a multitud de hongos, incluso de géneros y especies diferentes. Por otro
lado, los fungicidas con un modo de accién especifico inhiben puntos concretos de rutas
metabdlicas, enzimas o proteinas necesarias para el desarrollo e infecciéon del hongo
fitopatogeno (FRAC 2021). Respecto a la movilidad en planta, los fungicidas de contacto son
aquellos que permanecen en la superficie de las plantas, sin ser absorbidos por la misma;
mientras que los fungicidas sistémicos, son absorbidos y redistribuidos. Dentro de estos
ultimos, hay compuestos que avanzan muy poco, por ejemplo, de un lado al otro de la hoja,
y son clasificados como locales o translaminares; otros se introducen en la xilema y avanzan
desde el punto de aplicacion hacia arriba, conociéndose como sistémicos de movimiento
xilematico; por ultimo, los fungicidas sistémicos amfimoviles o sistémicos reales, se
distribuyen por el floema y llegan a todos los puntos de la planta, independientemente de

su punto de aplicacién (Beckerman 2018). Finalmente, dependiendo del tipo proteccion,
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encontramos los fungicidas protectores (normalmente también de contacto), que protegen
a la planta antes de la llegada del patdégeno, dificultando la infecciéon, y los fungicidas
curativos (normalmente sistémicos), que pueden erradicar la enfermedad incluso cuando

ya se ha producido (Oliver y Hewitt 2014; Figura I1.4).

Fungicidas multisitio Fungicidas sitio especifico

Sistémicos
Contacto ¢
e

>

. Sistémico
' anfimévil

Fungicidas protectores

Figura I1.4. Esquema de los diferentes tipos de fungicidas, agrupados segiin su modo de acciéon (multisitio o sitio
especifico), tipo de movilidad (contacto o sistémico, estando dentro de estos los translaminares, de movimiento

xilemar y anfimoéviles) y el tipo de proteccién (protector o curativo).

El empleo de fungicidas como método de control se remonta a 1824, cuando William
Forsyth introdujo el azufre para el control del oidio de arboles frutales (Brent 1985).
Posteriormente, en 1885, Millardet present6 el cobre como un prometedor compuesto para
combatir el mildiu de la vifia Plasmopara viticola (Viennot-Bourgin 1985). Los primeros
fungicidas organicos fueron compuestos organomercuriales, los cuales se registraron a
principios del siglo XX para tratar semillas de trigo. A partir de aqui, comenzé el desarrollo
de una gran variedad de fungicidas organicos, muchos de ellos ain empleamos hoy en dia.
En los afios 30 aparecieron los primeros fungicidas organicos con un modo de accion
“multisitio”, como fueron los ditiocarbamatos y la ftalimida. El problema de estos
compuestos fue que no siempre eran totalmente eficaces, teniendo que ser aplicados
frecuentemente y en concentraciones altas, lo que los hacia fitotéxicos (Morton y Staub
2008). Entre 1960 y 1970, aparecieron los primeros fungicidas con un modo de accién
especifico: los benzimidazoles (fungicidas MBC), las carboximidas y los primeros
inhibidores de la sintesis de esteroles (SBI). La ventaja de estos fungicidas con respecto a

los multisitio era que, al actuar sélo sobre ciertos patdégenos, su eficacia era mayor y
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requeria de concentraciones menores. Sin embargo, no todos estos fungicidas eran
sistémicos, por lo que eran necesarias varias aplicaciones para su correcto funcionamiento.
A partir de estos afios comenzaron a registrarse un gran niimero de fungicidas, la mayoria
de ellos sistémicos reales o de movimiento xilematico, los cuales rapidamente dominaron el
mercado fitosanitario. Gracias a su modo de acciéon especifico y propiedades sistémicas, el
fungicida no era eliminado por la lluvia y se necesitaban menores dosis y aplicaciones para
una eficacia mayor que sus antecesores. Por ejemplo, los inhibidores externos de la quinona
o fungicidas Qol aumentaron sus ventas un 20% desde 1994 a 2015, y los inhibidores del
succinato deshidrogenasa o fungicidas SDHI llegaron a producir 1000 millones de euros, un
8% de las ventas, en 2015, pocos afios después de su introduccién (Hermann and Stenzel

2019).

3. Resistencia a fungicidas.

Aunque el descubrimiento de los fungicidas sistémicos supuso un hito en la proteccién de
cultivos, junto a ellos apareci6 asociado el fendmeno de la resistencia, es decir, la capacidad
del patégeno diana para sobrevivir a dosis que, en condiciones normales y para la mayoria
de la poblacion del hongo, serian letales. Este problema se detecté poco después de
registrarse el compuesto benomilo (perteneciente a la familia de los benzimidazoles) en
1970. Las ventajas que otorgaba este fungicida sistémico con respecto a las herramientas
disponibles en ese momento, como el azufre, el cobre o los fungicidas “multisitio”, hizo que
fuera aplicado muy frecuentemente por parte de los agricultores. Por lo que, pocos afios
después de su registro, se detectaron fallos en el control de diversas enfermedades como el
oidio o la sarna del manzano (Damicone 2014). Hoy en dia, debido a que la mayoria de los
fungicidas que se emplean son sistémicos, la resistencia es un problema extendido a nivel
mundial afectando a mas de 200 enfermedades causadas por hongos y casi a la mitad de las

familias de fungicidas registradas (Damicone 2014).

Existen diversos mecanismos por los cuales los hongos fitopatégenos desarrollan
resistencia, entre los cuales destacan la alteracidn del sitio de unién del fungicida de tal
manera que ya no es reconocido por el mismo, una mayor produccién de la proteina diana,
el desarrollo de una ruta metabdlica alternativa, la detoxificaciéon del fungicida o la
expulsion de este a través de transportadores de membrana (Brent y Hollomon 2007). Entre
todos ellos, el mecanismo mas comun es la alteraciéon del sitio de unién del compuesto
mediante el desarrollo de mutaciones puntuales por parte del patégeno. Esto hace que la

aparicion de resistencia a los fungicidas sistémicos sea mas facil y comin comparandolos
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con los fungicidas “multisitio”, ya que la probabilidad de que aparezcan mutaciones
simultdneas en diferentes proteinas a la vez es muy baja. Dependiendo del nimero de
mutaciones que haya en el sitio diana del fungicida, se han descrito dos tipos de resistencia:
la cualitativa (o disruptiva) y la cuantitativa (o direccional; Brent y Hollomon 2007). Si la
resistencia es provocada por una Unica mutacion puntual que altera la diana, hablamos de
una resistencia cualitativa. En estos casos, el fallo de control de la enfermedad aparece
bruscamente, teniendo claramente una poblacién sensible al fungicida y otra resistente.
Este es el caso de los fungicidas MBC (Hawkins y Fraaije 2016) o los fungicidas Qol
(Fernandez-Ortuno et al. 2008). Si son varias las mutaciones que ocurren en el sitio diana o
regiones relacionadas con el mismo, hablamos de resistencia cuantitativa. En este caso, la
resistencia suele aparecer gradualmente y suele ser parcial, estando la poblacion flingica
formada por individuos con diferentes grados de resistencia, por lo que cuando se deje de
aplicar el fungicida, la poblacién del hongo suele revertir hacia la sensibilidad. Un claro
ejemplo de resistencia de tipo cuantitativo suele ser la resistencia a los fungicidas

inhibidores de la C14-demetilacion o fungicidas DMI (Lépez-Ruiz et al. 2010).

Sin embargo, el desarrollo de la resistencia no ocurre por igual para todas las clases
quimicas y patégenos, sino que un conjunto de factores puede provocar que cierta pareja
fungicida-patégeno sea mas propensa a desarrollar una resistencia que derive en un fallo
del control significativo, llegando a afectar al manejo de la enfermedad a niveles
comerciales. Dentro de los factores de riesgo asociados al fungicida podemos encontrar la
familia quimica a la que pertenece el compuesto quimico y su modo de accién. Gracias a
estudios de monitorizacion realizados en el pasado, se ha observado que ciertas clases
quimicas son mas propensas a desarrollar resistencias que otras (Brent y Hollomon 2007).
Por ejemplo, los fungicidas basados en cobre o azufre, los ditiocarbamatos o el cloronitrilo
no han mostrado, o muy esporadicamente, resistencia en campo incluso después de muchos
afios de uso. Las 2-amino-pirimidinas, las aminas o la fenhexamida, entre otros, han
presentado un riesgo medio, ya que se ha detectado una disminucién de la eficacia y algunos
aislados resistentes, pero a un nivel limitado (Brent y Hollomon 2007); sin embargo, los
benzimidazoles, dicarboximidas, fenilalamidas y los fungicidas Qol son considerados
fungicidas de alto riesgo, ya que han sufrido una disminucién drastica de la eficacia,
comprometiendo el control de la enfermedad en campo, después de 2-10 afios tras su
registro comercial (Brent y Hollomon 2007). Ademas, en aquellos fungicidas que tengan un
modo de accién similar puede ocurrir el fenémeno conocido como “resistencia cruzada”,

como en el caso de los fungicidas Qol, donde la resistencia a una sola materia activa confiere
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una sensibilidad reducida al resto de los compuestos que forman parte de la misma clase

quimica (Fernandez-Ortufio et al. 2006).

Los factores de riesgo relacionados con el patégeno se basan fundamentalmente en aspectos
relacionados con su epidemiologia, como es el tiempo de generacién o la produccién de
esporas. Aquellos patdgenos que poseen un ciclo de vida formado por generaciones cortas
se exponen mas frecuentemente al fungicida, generdndose mas rapidamente la resistencia
al mismo. Ademas, una mayor esporulacién provoca una mayor presencia de esporas en el
cultivo, estando disponibles mas genomas individuales que puedan mutar. La capacidad de
infeccion del patégeno también puede influir, ya que existen patégenos que pueden infectar
cualquier etapa del ciclo de desarrollo del huésped, siendo necesario repetir el tratamiento
de los fungicidas varias veces durante la misma campana del cultivo. Por dltimo, otro factor
intrinseco del patégeno que influye a la hora de desarrollar resistencia esta relacionado con
habilidad para mutar o desarrollar genes mutantes. De esta manera, la resistencia a los
benzimidazoles se desarroll6 mucho mas lentamente en los patégenos Oculimacula spp. que
en P. xanthii. Oculimacula spp., agente causal de la mancha ocular de los cereales, es un
patoégeno que suele tener una Unica generacidon anual, con una produccién y diseminacién
de esporas limitadas, y su control estad basado en una unica aplicacion quimica por
temporada. Sin embargo, P. xanthii se caracteriza por tener generaciones cortas,
esporulaciéon abundante y una dispersion generalizada que requiere repetidos tratamientos
con fungicidas a lo largo del ciclo del cultivo (Brent y Hollomon 2007; Mikaberidze et al.

2017).

A estos dos factores de riesgo, los inherentes al fungicida y al patégeno, hay que incluirles
un factor de riesgo externo, conocido como riesgo agrondmico, que también puede
aumentar la presidn de seleccién sobre el patégeno (European and Mediterranean Plant
Protection Organization 2015). Este estd determinado por las condiciones de uso del
fungicida y ciertas practicas llevadas a cabo por el agricultor, junto con caracteristicas
particulares del cultivo y la zona geografica donde se realiza (Brent y Hollomon 2007). El

factor de riesgo agronémico incluye:

e numero de aplicaciones repetidas del fungicida de riesgo;

e tratamientos exclusivos y no combinaciones de ellos;

e cantidad de dosis aplicada inadecuada;

e necesidad de un gran nimero de aplicaciones o exposicidn prolongada para obtener

el control;
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e el uso de cultivos extensos con rotaciones cortas o de monocultivos;

e uso de cultivares susceptibles a la enfermedad;

e aislamiento geografico de las poblaciones, como el uso de invernaderos, que impide
el reingreso de formas sensibles;

e condiciones ambientales que favorecen generaciones mas frecuentes o densidades
de poblacién mas altas del patdgeno, como por ejemplo en cultivos protegidos como
invernaderos o politineles;

e elnousodeun control integrado de la enfermedad que combine diferentes técnicas.

Tal y como se muestra en la Figura I1.5, el riesgo del patégeno se combina con el del fungicida
y la probabilidad total se puede ver incrementada por el riesgo agronémico. En general, el
riesgo combinado tedrico que se obtiene para cada pareja patégeno-fungicida se ajusta a la

experiencia practica que se obtiene en el campo (Lucas 2017).

RIESGO COMBINADO
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Figura IL.5. Representacion de una matriz del riesgo de desarrollo de resistencia. El
riesgo inicial esta formado por el riesgo asociado al fungicida y al patégeno. Dentro
de cada grupo, el resultado se ve a su vez incrementado por el riesgo agronémico,
dando asi el riesgo combinado final. El aumento de intensidad del color indica una

mayor probabilidad de desarrollo de resistencia (basado en Lucas JA 2017).
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Hoy en dia en Espafia se encuentran registrados 30 materias activas pertenecientes a 10
familias diferentes para el control de los oidios (Ministerio de Agricultura, Pesca y
Alimentacion 2022): las aminas o morfolinas (cddigo FRAC 5), con la spiroxamina y el
fenpropidin; las aril-fenil-cetonas (c6digo FRAC 50), con la metrafenona y la piriofenona;
los aza-naftalenos (cddigo FRAC 13), con el proquinazid; los dinitrofenilos (cddigo FRAC
29), con el meptildinocap; las fenil-acetamidas (c6digo FRAC U06), con el ciflufenamid; los
inhibidores de la demetilacion o fungicidas DMI (c6digo FRAC 3), con once materias activas
registradas (bromuconazol, difenoconazol, fenbuconazol, mefentrifluconazol, metconazol,
miclobutanil, penconazol, procloraz, protioconazol, tebuconazol y tetraconazol); los
fungicidas MBC (c6digo FRAC 1), con el tiofanato de metilo; los fungicidas Qol (c6digo FRAC
11), con cuatro materias activas registradas (azoxistrobina, piraclostrobina, kresoxim-metil
y trifloxistrobina); los fungicidas SDHI (cdédigo FRAC 7), con seis materias activas
registradas (bixafen, boscalida, fluopiram, fluxapiroxad, isopirazam y pentiopirad); y,
finalmente, los hidroxi (2-amino-) pirimidinas (c6digo FRAC 8), con el bupirimato. Dentro
de estas 10 familias, las mas comercializadas debido a caracteristicas de sus materias
activas, como su movilidad en planta, su baja fitotoxicidad y su capacidad de controlar no
s6lo el oidio sino también otros hongos fitopatégenos, entre otros, son los fungicidas DMI,
los fungicidas MBC, los fungicidas Qol y los fungicidas SDHI, siendo esta tltima la familia
mas recientemente introducida. Estas ventajas con respecto a otros fungicidas han hecho
que se hayan empleado con mas frecuencia e intensidad, provocando una mayor apariciéon

de resistencia no sélo en oidios, sino también en otros hongos.

3.1. Resistencia a los fungicidas DMI.

Los esteroles son componentes fundamentales en el mantenimiento de la integridad de la
membrana, estando presentes en todos los eucariotas. El ergosterol, el esterol principal en
la mayoria de los hongos, es sintetizado de novo a partir del acetil-CoA, y una reduccion de
este provoca alteraciones en la membrana y pérdidas de electrolitos (Oliver y Hewitt 2014).
Los fungicidas SBI basan su modo de accién en la inhibicion de la biosintesis de este esterol.
Esta ruta de biosintesis esta conservada en todos los hongos (incluyendo Ascomicetos y
Basidiomicetos), por lo que el espectro de accién de estos fungicidas incluye a todos ellos,
pero excluye a los Oomicetos, los cuales adquieren el ergosterol a partir del huésped que
infectan (Oliver y Hewitt 2014). Los fungicidas SBI inicialmente se desarrollaron para
combatir diversas enfermedades fungicas humanas (Hippe 1991), pero debido a su buen
rendimiento, al final de los afios 60 ya se estaban comercializando compuestos similares

para el control de enfermedades flingicas en diferentes cultivos (Oliver y Hewitt 2014).
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El grupo mas importante dentro de los SBI son los fungicidas DM], siendo el grupo con més
materias activas registradas (37 en 2022; FRAC 2022). Estos fungicidas inhiben la
eliminacion del grupo C14-metilo del lanosterol, provocando la disminucidn del ergosterol
y laacumulacién de este y otros compuestos 14-metilados potencialmente toxicos (Steffend
et al. 1996; figura 11.6). Esto conlleva a una desestabilizaciéon de la membrana plasmatica,
haciéndola mas vulnerable, y de la actividad de proteinas de membrana, como aquellas
encargadas del transporte de nutrientes y biosintesis de la quitina (Georgopapadakou y
Walsh 1996). El sitio de unidén de los fungicidas DMI es la enzima CYP51, una P450
monoxigenasa, siendo las diferencias de unidn a la fraccién hemo de esta enzima lo que

puede explicar la diferencia de rendimiento entre los diferentes DMI (Gisi et al. 1986).

En cuanto a los mecanismos moleculares que confieren resistencia, al contrario que ocurre
con la mayoria de los fungicidas especificos de sitio, donde una tnica mutacién puntual
confiere resistencia, en los fungicidas DMI suele venir asociada por una combinacion de
diferentes mecanismos (Lamb et al. 1999; Lupetti et al. 2002; Sanglard 2002). En hongos

filamentosos se han descrito cinco mecanismos:

1. Disminucién en la permeabilidad de la membrana y cambios en la composicion de
la pared celular (Georgpapadakou y Walsh 1996);

2. Alteracion del sitio de unién, que produce una reduccion de la afinidad del inhibidor,
mediante varias mutaciones puntuales como los cambios Y136F, K147Q o S509T
(Délye et al. 1997b; Délye et al. 1998; Wyand y Brown, 2005; Zhan et al. 2006);

3. Aumento del transporte activo mediado por la sobreexpresion de transportadores
como transportadores dependientes de ATP o transportadores ABC (ATP-Binding
Cassette) y los transportadores MFS (Major Facilitator Superfamily) (Stergiopoulos
et al. 2002; Cools et al. 2005);

4. Aumento del nivel de expresion del gen cyp51 (Stergiopoulos et al., 2003; Schnabel
y Jones, 2001);

5. Mutaciones compensatorias en la A56-desaturasa (Georgopapadakou y Walsh 1996;
Sanglard et al. 2003), inactivandola y evitando la formacién de compuestos

intermediarios toxicos.

3.2. Resistencia a los fungicidas MBC.

Los fungicidas MBC son una familia de fungicidas sistémicos cuyo modo de acciéon esta
basado en inhibir el ensamblaje de la B-tubulina durante la mitosis (figura I1.6). Existen

varias materias activas englobadas en esta familia, las cuales estan organizadas en dos
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grupos: los benzimidazoles, a los que pertenecen el benomilo, la carbendazima, el

fuberidazol y el tiabendazol; y los tiofanatos, formados por el tiofanato y el metil tiofanato.

Los fungicidas MBC se registraron por primera vez en los afios 60 con la materia activa
benomilo, y debido a ser uno de los primeros fungicidas sistémicos y a su amplio espectro
de accidn, su uso se extendi6 rapidamente por todo el mundo. Hoy en dia se emplean para
controlar diferentes enfermedades flingicas en méas de 60 cultivos. Su modo de accidn esta
basado en la integridad de la B-tubulina (Oliver y Hewitt 2014). Los microtibulos, formados
por hélices alternas de a- y B-tubulinas, son una parte esencial del citoesqueleto, de la
formacién del huso y de la segregacion de los cromosomas en la divisiéon celular. Los
fungicidas MBC interrumpen la mitosis durante la metafase de la divisiéon celular,
provocando la muerte de la célula (Davidse 1986). Son las diferencias estructurales en los
sitios de unioén de los microtiibulos, una estructura muy conservada en los eucariotas, lo que
permite que los fungicidas MBC inhiban especificamente a los todos los hongos Ascomicetos
y algunos Basidiomicetos, y no a los Oomicetos ni a las plantas (Oliver y Hewitt 2014; Young

2015).

Gracias a las técnicas de biologia molecular, se han descrito dos cambios aminoacidicos que
estan relacionados con la resistencia: el cambio de fenilalanina a tirosina en la posiciéon 200
del gen de la B-tubulina (F200Y), y el cambio de arginina a histidina, glicina o lisina en la
posicion 198 (E198A/G/K). Un gran namero de especies han desarrollado resistencia a
través de estas mutaciones y han provocado serios problemas de control de la enfermedad

en campo (Hawkins y Fraaije 2016).

3.3. Resistencia a los fungicidas Qol.

Los fungicidas Qol son uno de los grupos mas comercializados hoy en dia, empleandose en
mas de 80 cultivos para controlar importantes enfermedades fingicas en mas de 70 paises
(Sierotzki 2015), generando ingresos anuales de mil millones de ddlares (Oliver y Hewitt

2014).

El desarrollo de los fungicidas Qol tiene lugar gracias al descubrimiento un grupo de
moléculas de origen natural derivadas del acido [-metoxiacrilico. En 1977, Anke y
colaboradores aislaron la estrobilurina A y estrobilurina B del hongo basidiomiceto
Strobilurus tenacellus, dos moléculas con actividad antifingica (Anke et al. 1977). En 1992,
la multinacional del sector fitosanitario BASF anuncié uno de los primeros fungicidas

agricolas obtenido a partir del analogo sintético del metoximinoacetato, el kresoxim-metil
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(Balba 2007). Debido a su amplio espectro de accidn, cubriendo la mayoria de Oomicetos y
Basidiomicetos y todos los Ascomicetos; ademas de la ausencia de toxicidad en plantas,
animales y personas gracias a su rapida degradacion, su popularidad y, por tanto, uso,
aumento6 rapidamente. Pocos afios después se desarrollaron y registraron el resto de las

materias activas que conforman esta familia (Balba 2007).

El modo de accién de los fungicidas Qol fue elucidado por Becker y colaboradores en 1981.
El fungicida interfiere con la transferencia de electrones al sitio Qo (el sitio externo de la
oxidacién del quinol) del complejo del citocromo bcl o complejo Il de la respiracion
mitocondrial (figura I1.6). Este bloqueo del transito de electrones provoca un déficit de
energia en las células fungicas al no poder sintetizarse ATP (Becker et al. 1981). La
resistencia a los fungicidas Qol ha sido descrita en todo el mundo, observandose aislados
resistentes en mas de 60 enfermedades de plantas, viéndose reducida la eficacia de estos

compuestos en la naturaleza (Ishii y Hollomon 2015).

El gen del citocromo b, cytb, esta codificado en el ADN mitocondrial y forma parte de la diana
molecular de los fungicidas Qol. En la literatura, se han descrito dos mutaciones puntuales
que son responsables de la resistencia en la mayoria de patégenos de plantas: el cambio de
glicina a alanina en la posicidén 143 (G143A) y de fenilanalina a leucina en la posicién 129
(F129L) (Sierotzki 2015). El cambio G143A es el que tiene asociado niveles de resistencia
mas altos, ademas de ser el mas comun en patégenos fingicos, provocado por una serie de
interferencias estéricas con el sitio de union al fungicida (Esser et al. 2004; Sierotzki et al.
2007). El otro cambio, F129L, se encuentra ubicado en el grupo hemo de la proteina e
interfiere con una de las partes de union a la molécula Qol, siendo los niveles de resistencia
que otorga mucho menor en comparacion con el cambio G143A (Esser et al. 2004; Sierotzki
et al. 2007). Se han descrito algunos trabajos, tanto en oidios como en otros hongos
fitopatdgenos, donde no todos los aislados con resistencia a los fungicidas Qol mostraban
estos cambios aminoacidicos (Fernandez-Ortuio et al. 2008; Ishii et al. 2001). Existe un
fendmeno en el ADN mitocondrial conocido como heteroplasmia, descrito como la
presencia simultanea de diferentes alelos en el ADN mitocondrial de una misma célula,
otorgando el fenotipo final aquel que se encuentre en un mayor porcentaje (Stefano et al.
2017). Este fendmeno ha sido confirmado, a través del cambio G143A, como el mecanismo
de resistencia en patoégenos como B. graminis f. sp. tritici (Fraaije et al. 2002), Botrytis
cinerea (Hashimoto et al. 2014), P. leucotricha (Lesemann et al. 2006) y Venturia inaequalis

(Villani y Cox 2014).
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3.4. Resistencia a los fungicidas SDHI.

En los ultimos afos, una de las familias de fungicidas que mas importancia estd adquiriendo
en el mercado de los fitosanitarios son los fungicidas SDHI. Hoy en dia hay registradas 23

materias activas organizadas en once clases quimicas (FRAC 2022).

A partir de los afios 60, los primeros fungicidas SDHI registrados fueron las oxicarboxina y
carboxina (Ulrich y Mathre 1972). Estos dos compuestos se empleaban fundamentalmente
para el control de Basidiomicetos como Rhizoctonia spp., Ustilago spp. y Tilletia caries en
algodon, cereales, colza, leguminosas y maiz (Oliver y Hewitt 2014). En 1974 se
comercializaron los analogos estructurales benodanilo y fenfuram, y entre los afios 80 y 90
las materias activas mepronio, flurolanilo, furamerpyr y tifluzamida; todos ellos atiin con un
espectro de accién muy especifico. Sin embargo, en 2003 se lanzé al mercado la boscalida,
un fungicida SDHI capaz de controlar un mayor nimero de patégenos fungicos en diversos
cultivos como cereales, uvas y verduras (Stammler et al. 2008). Con esta materia como
punto de partida, en menos de una década numerosas empresas desarrollaron otros

fungicidas SDHI con caracteristicas similares en cuanto a actividad y movilidad en planta.

El modo de accién de los fungicidas SDHI estd basado en la inhibicién del succinato
deshidrogenasa o complejo II de la cadena de transporte de electrones. Esto se produce en
la interaccion del inhibidor con el sitio de uni6én de la ubiquinona (Ruprecht et al. 2009;
figura 11.6). Este sitio de union es un bolsillo hidrofébico formado por las subunidades B, C
y D del succinato y estd muy conservado entre diversos organismos (Hagerhall 1997;
Horsefield et al. 2004). El complejo II contribuye tanto al flujo de electrones como al ciclo
del acido citrico, de tal manera que una inhibiciéon de este provoca el déficit de ATP y la

liberacidn de oxigeno activo, provocando la muerte celular en el patoégeno.

A nivel molecular se ha observado que la resistencia a los fungicidas SDHI viene
determinada por mutaciones puntuales en las tres subunidades que forman el bolsillo de
union de la ubiquinona. Se han descrito mas de 40 mutaciones diferentes en diversos
patégenos, como Alternaria alternata (Avenot et al. 2008, 2009, 2014, 2019; Yang et al.
2015), B. cinerea (Leroux et al. 2010; Veloukas et al. 2011; Yin et al. 2011; Amiri et al. 2014;
Hu et al. 2016; Fernandez-Ortufio et al. 2012), Didymella bryionidae (Avenot et al. 2012) y

Pyrenophora teres (Rehfus et al. 2016) entre otros.
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Figura II.6. Mecanismos de accién de los fungicidas DMI (marrén), fungicidas SDHI (rojo),

fungicidas Qol (rojo) y fungicidas MBC (azul).

4. Programas de monitorizacion de la resistencia a fungicidas.

Los programas de control de la resistencia a fungicidas pretenden retrasar al maximo la
emergencia de ésta el mayor tiempo posible (van den Bosch et al. 2014; Shaw 2006).
Idealmente, el manejo de las resistencias deberia estar formado por tres elementos
principales: la prediccion de la probabilidad de la apariciéon de resistencia, la deteccién
temprana, y el desarrollo de técnicas para reducir la seleccion de esta en la naturaleza una
vez que ya ha aparecido (Lucas 2017). Para evitar la aparicion de resistencias, son varias las
recomendaciones generales que se dan a los agricultores para intentar extender al maximo
la vida util de los fungicidas que tienen disponibles. Algunas de estas recomendaciones
incluyen, por ejemplo, la rotacién de cultivos, la mezcla de las diferentes clases quimicas
registradas y la restriccion del numero de aplicaciones por temporada, entre otras (Wade
1988). Estas estrategias son muy utiles, sobre todo en aquellos patégenos que ain no han
desarrollado resistencia, pero pueden fallar en situaciones donde la multirresistencia a
diferentes clases de fungicidas ya se encuentra presente en la poblacion del patédgeno. Por
ello, es importante mantener una monitorizacidn de los niveles de resistencia, observando
y detectando los cambios en la sensibilidad de una poblacién del patégeno a uno o mas
fungicidas de interés (Corio-Costet 2015). Para que la monitorizacién sea lo mas
representativa posible, deberia llevarse a cabo durante varios afios y en varias
localizaciones y, aunque esto implique monitorizar regularmente grandes areas de trabajo
con el coste que implica, este gasto estara justificado en situaciones de alto riesgo comercial.

Por dltimo, hay que tener también en cuenta que las pérdidas de eficacia de un fungicida no
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siempre deben traducirse en aparicion de resistencia por parte del patégeno, ya que pueden
estar involucradas practicas culturales inadecuadas, tales como dosis insuficientes y

tratamientos mal dirigidos o erréneos.

4.1. Ensayos bioldgicos: Determinacion de la sensibilidad basal y dosis

discriminatoria.

La identificacion de la sensibilidad basal se basa en realizar una monitorizacion temprana
para obtener los datos de sensibilidad de una poblacién antes de que haya sido expuesta a
cualquier uso extensivo de un fungicida (Brent y Hollomon 2007). Para calcular la
sensibilidad basal, se recogen muestras del patégeno de areas donde no se haya empleado
el fungicida de estudio (o no de forma extensiva), siendo necesario que provenga de varias
localizaciones, y se estiman dos valores, la Concentracién Efectiva 50 (CEso) y la
concentracion de la Concentracién Minima Inhibitoria (CMI; Figura 1.7). La CEso se define
como la concentraciéon ala cual el 50% de la poblacién del patégeno se ve inhibida; mientras
que la CM], es la concentraciéon minima que inhibe totalmente el desarrollo del patégeno

(Russel 2006).

Los ensayos de sensibilidad se pueden realizar in vitro mediante ensayos de germinacion o
de crecimiento del tubo germinativo (Weber y Hahn 2011), o a través de ensayos de
desarrollo del micelio (Brent 1988). Basandose en los resultados in vitro, se seleccionan
aislados con bajo, medio y altos valores de CEso (representando asi el rango entero de
sensibilidad) que, posteriormente, se emplean en ensayos in vivo, infectando el huésped
diana con el patogeno y aplicandole diferentes concentraciones seleccionadas del fungicida
de estudio. Se espera que los aislados con altos valores de CEso (o incluso aquellos con
valores medios) sean capaces de desarrollar la enfermedad en planta. Comparando los
resultados de la sensibilidad basal de los ensayos in vitro e in vivo se pueden determinar una
o varias dosis discriminatorias (DD) que permitan diferenciar entre aislados sensibles y
resistentes en ensayos de monitorizaciéon a gran escala en los que se analizan un gran
numero de aislados (Schnabel et al. 2015; Russel 2006). Esta DD suele ser entre 5y 10 veces
mas alta que la media de la CMI o al menos 10 veces mayor que la CEso (Corio-Costet 2015).
Sin embargo, dependiendo del tipo de resistencia, la determinaciéon de esta dosis
discriminatoria puede ser mas o menos sencilla. Por ejemplo, si la resistencia es cualitativa,
la dosis discriminante es facil de determinar y suele ser tinica (Chen et al. 2007; Corio-Costet
etal. 2011; Gisi et al. 2002; Grasso et al. 2006). Sin embargo, si la resistencia es multigénica
0 cuantitativa, se necesitan varios afios para observar la aparicién de resistencia en el

campo. En estos casos es mas dificil determinar una inica dosis discriminante por lo que en
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ensayos de monitorizacidn a gran escala suelen utilizarse varias concentraciones de dosis
discriminantes, buscando detectar los diferentes fenotipos otorgados por este tipo de

resistencia (Corio-Costet 2015).

Ademas de la informacion obtenida con la sensibilidad basal, también es importante
observar las diferencias de crecimiento y patogenicidad entre aislados con diferentes CEso.
Diferencias entre la ratio de crecimiento, la esporulacién, el aspecto del micelio y la
patogenicidad nos podria aportar mas informacién sobre la posible supervivencia del

aislado resistente en la naturaleza (Corio-Costet 2015).

4.2. Ensayos moleculares: Deteccion y cuantificaciéon de mutaciones puntuales.

Cuando se conocen los mecanismos moleculares de la resistencia y estos estan basados en
mutaciones puntuales en la diana del fungicida, las técnicas moleculares pueden sortear las
limitaciones asociadas a los ensayos bioldgicos in vitro. Con las técnicas moleculares, la
deteccién de la resistencia a fungicidas se puede conocer mas rapidamente y, por tanto,
permite dar recomendaciones a los agricultores sobre las diferentes estrategias anti-
resistencia de las que dispone con suficiente antelacion antes de la pérdida del cultivo

(Dodhia et al. 2021).

Alo largo del tiempo se han ido desarrollando diversas técnicas basadas en la deteccion de
los Polimorfismos de Nucleétido Unico (SNPs) y en la Reaccién en Cadena de la Polimerasa
o PCR (Sambrook et al. 1989), buscando identificar genotipos resistentes. Normalmente el
ADN es purificado del material vegetal infectado, evitando asi la necesidad de aislar
previamente el patdgeno y mantenerlo en el laboratorio. Algunas de las técnicas mas
utilizadas para la deteccion molecular de la resistencia a fungicidas se describen a

continuacion (Figura 1.7).

4.2.1. Deteccién mediante el empleo de sondas alelo-especificas.

El empleo de sondas alelo-especificas se basa en la actividad 5' exonucleasa de la Tag
polimerasa y el uso de sondas especificas marcadas. Estas sondas poseen un fluoréforo
unido a su extremo 5' y un inhibidor de este en el extremo 3', y siempre que estén préximos
se inhibirad cualquier sefial de fluorescencia (Lee et al. 1993). Durante el proceso de
amplificacidn de la PCR, cuando la sonda es alcanzada por la Taq polimerasa, la actividad 5'
exonucleasa degradara el extremo con el fluoréforo, liberandolo y separando del inhibidor,
emitiendo fluorescencia que podra ser detectada con el equipo adecuada. Esta fluorescencia

es directamente proporcional al fluoréforo liberado y a la cantidad de molde de ADN
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presente en la reaccion PCR. Si la sonda es disenada para hibridar especificamente a la
mutacién del aislado resistente, la deteccion de fluorescencia sera equivalente a la presencia
del cambio de nucledtido responsable del cambio aminoacidico. Estas sondas han sido
usadas para la identificacion de las mutaciones responsables de la resistencia al fungicida
fenhexamida en B. cinerea (Billard et al. 2012), 1a deteccion del cambio G143A en citocromo
b en E. necator para los fungicidas Qol (Miles et al. 2020), en el andlisis de la resistencia a
los fungicidas MBC a través de las sustituciones en 3-tubulina F167Y, E198Q/L/K y F200Y
en Fusarium graminearum (Zhang et al. 2016) o E198A/L y F200Y en V. inaequalis

(Koenraadt y Jones 1992), entre otras.

4.2.2. Detecciéon mediante RFLP-PCR (Restriction Fragment Length Polymorphism).

Las enzimas de restriccion reconocen secuencias cortas y especificas del ADN y escinden las
dos cadenas en estos sitios. Mediante el empleo de estas enzimas, el cambio de un nucleétido
en dicha secuencia es facilmente reconocible al crear o destruir un sitio de restriccion
nuevo. Para la deteccidn de resistencia a un determinado fungicida de un aislado, el gen de
interés es amplificado mediante PCR y el producto resultante seria digerido con una enzima
de restriccion cuyo sitio de corte incluya la mutacién responsable. Posteriormente, el
producto de la digestion se separaria en un gel de agarosa y se podria diferenciar el aislado
sensible del resistente segtn el patron de cortes que presente cada uno. Aunque esta técnica
no es cuantitativa, al no necesitar equipamiento sofisticado, ha sido muy empleada en
estudios de monitorizacion como, por ejemplo, la deteccion de la resistencia a los fungicidas
Qol en aislados de A. alternata (Wang et al. 2021), Cercospora beticola (Rosenzweig et a.
2015) y C. sojina (Standish et al. 2015); a los fungicidas MBC en B. cinerea (Saito et al. 2009),
C. beticola (Rosenzweig et a. 2015), Pyrenopeziza brassicae (Carter et al. 2013); la
resistencia a los fungicidas DMI determinada por la insercion ‘Mona’ en Monilinia fruticola
(Luo et al. 2008); la resistencia a los fenilcarbamatos en B. cinerea (Saito et al. 2009) y al
fungicida fenamacril, perteneciente a los cianoacrilatos (c6digo FRAC 47) en F

graminearum (Li et al. 2020).

Si el sitio de corte en el que se encuentra la mutacion es reconocido por una enzima que no
sea asequible, se puede emplear una técnica alternativa denominada PIRA-PCR (Primer
Introduced Restriction Enzyme Analysis PCR) basada en la introduccion de sitios de corte de
enzimas de interés. Esta técnica ha sido empleada para la deteccion de resistencia a
carbendazima en F. graminearum (Luo et al. 2009) y la resistencia a boscalida en B. cinerea

(Veloukas et al. 2011).
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4.2.3. Deteccion mediante AS-PCR/ARMS-PCR (Allele-Specific PCR/Amplification Refractory
Mutation System PCR).

La PCR especifica de alelo o Sistema de Mutacién Refractario a la Amplificaciéon por PCR se
basa en la deteccion de alelos que difieren en cambios puntuales de nucledtidos usando
cebadores que poseen el extremo 3’ complementario a dichos cambios (Gaudet et al. 2009).
De esta maneray a modo de ejemplo, para un cambio de guanina a adenina, un cebador cuyo
extremo 3’ es complementario a la guanina presente en el alelo mutante no amplificara el
alelo silvestre, el cual presenta una adenina en la misma posiciéon. Ademas de cambiar la
base de la dltima posicién del cebador, se puede afiadir un nucleétido que no hibride con su
complementario en la secuencia diana en la pentltima posicién y dificultar la amplificacion
del alelo no deseado. Esta técnica se ha utilizado para detectar numerosas mutaciones
implicadas en la resistencia a distintas clases quimicas y diversos patégenos fingicos (Délye
et al. 1997b; Baumler et al. 2003; Jiang et al. 2009; De Miccolis Angelini et al. 2014; Vela-
Corcia etal. 2014; Hu et al. 2018; Lichtemberg et al. 2018).

En otros trabajos, esta técnica ha sido combinada con otras metodologias, como es el
marcaje con sondas (Avenot et al. 2008). El empleo del marcaje de sondas con fluorocromos
que emitan fluorescencia con diferentes longitudes de onda permite la combinacién de
cebadores en una misma reaccion, permitiendo asi la deteccién simultanea de varias dianas

(Yin etal. 2010; Yin et al. 2013; Mallik et al. 2014).

4.2.4. Deteccion mediante qPCR (Quantitative PCR).

En el manejo de la enfermedad no sélo se requiere informacién de la presencia o ausencia
de aislados resistentes, sino también conocer su frecuencia en la poblacion y, para ello, el
método mas empleado para la cuantificaciéon de alelos es la PCR cuantitativa o qPCR. Para
usar esta técnica es necesario anadir un colorante fluorescente que se intercale en la doble
hebra de ADN, y la emisiéon de fluorescencia ser medida al final de cada ronda de
amplificacién. La medida en que esté presente un alelo de resistencia en la cantidad de ADN
inicial determinara cuantos ciclos de qPCR se necesitan antes de que la fluorescencia supere
el umbral de deteccion; es decir, si el alelo resistente esta presente en la poblaciéon en una
proporcion alta, el nimero de ciclos sera menor. La gPCR se ha empleado para detectar y
cuantificar alelos resistentes para el cambio G143A para los fungicidas Qol en A. solani
(Rosenzweig et al. 2008a), B. graminis f. sp. tritici (Dodhia et al. 2021; Fraaije et al. 2002), V.
inaequalis (Turan et al. 2016) y Zymoseptoria tritici (Fraaije et al. 2014); las mutaciones

A495T e Y136F para los fungicidas DMI en E. necator y B. graminis f. sp. tritici,
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respectivamente(Pintye et al. 2020; Yan et al. 2009); o las mutaciones F129L y E198A, para
los fungicidas MBC, en A. solani (Rosenzweig et al. 2008a, 2008b) y en M. fruticola (Luo et

al. 2007), respectivamente.

Esta técnica también ha sido empleada en combinacién con la PCR especifica de alelo (AS-
PCR) para la deteccién cuantitativa de diferentes genotipos resistentes a los fungicidas Qol
(Fraiije et al. 2002; Hashimoto et al. 2014), MBC (Chen et al. 2009) y SDHI (De Miccolis
Angelini et al. 2014).

4.2.5. Deteccion mediante LAMP (Loop-Mediated Isothermal Amplification).

Existen algunas ADN polimerasas, como la Bst polimerasa, que son capaces de separar la
doble hebra de ADN y comenzar la amplificacién a una temperatura constante en un proceso
conocido como amplificacion mediante desplazamiento de cadena. Esta propiedad fue
usada por algunos investigadores japoneses para desarrollar una alternativa a la PCR
conocida como Loop-Mediated Isothermal Amplification o LAMP (Notomi et al. 2000; Tomita
et al. 2008). Esta técnica combina el uso de la Bst polimerasa y dos parejas de cebadores,
dos internos y dos externos, que hibridan con seis regiones del ADN diana. Este disefio de
cebadores permite que el ADN amplificado genere bucles que poseen extremos 3’ libres
donde se pueda empezar otro ciclo de amplificaciéon de forma simultanea. El LAMP genera
amplicones mas rapidamente que la PCR y requiere un menor tiempo de reaccién al
realizarse a una temperatura constante y no requerir de ciclos. Esto permite llevarlo a cabo
en bafios a temperatura constante eliminando la necesidad de equipamientos sofisticados.
Ademas, los resultados se pueden visualizar tanto en un gel de agarosa como directamente
en el tubo usado en la amplificacién mediante turbidez, cambio de color o medida de
fluorescencia (Mori et al. 2001; Tomita et al. 2008; Goto et al. 2009; Zhang et al. 2012; Lee,
2013). Debido a su facilidad de uso, esta técnica ha sido ampliamente usada para la
deteccion de alelos resistentes en estudios de resistencias a diversos fungicidas en
numerosos hongos fitopatégenos (Duan et al. 2016; Chen et al. 2018; Fan et al. 2018; Wu et
al. 2019; Zhu et al. 2020;)

4.2.6. Detecciéon mediante dPCR (Digital PCR).

La PCR digital se emplea para la cuantificacion de alelos mutados presentes en la poblacion
en muy baja proporcidn. La reaccién de la PCR digital se basa en los mismos principios que
la PCR cuantitativa, pero la muestra es procesada de manera diferente. En la PCR digital la
muestra es diluida y colocada en una placa con pocillos, de tal manera que estadisticamente

s6lo puede haber una o ninguna molécula en cada uno. La reacciéon y la medida de la
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fluorescencia se realiza de manera individual, por lo que no se necesitan curvas de
estandarizacion para analizar posteriormente los resultados. Basandose en la distribucion
de Poisson, el nimero de compartimentos que presenten fluorescencia permitiran el calculo
del nimero de copias del alelo de interés presente en la muestra (Sykes et al. 1992). Esta
técnica ha sido empleada para cuantificar la presencia de los cambios Y136F y S509T en el
gen cyp51 de B. graminis f. sp. hordei, responsables de la resistencia a los fungicidas DMI

(Zulak et al. 2018) y el cambio G143A en cytb implicado en la resistencia a fungicidas Qol en

E. necator (Miles et al. 2020).
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Figura IL.7. Estrategias de monitorizacién de resistencias a fungicidas. Si no se conoce el
mecanismo molecular o no se puede realizar de esta manera por otros motivos, en el caso de
que no se conozca la dosis discriminatoria, primero se obtendria la sensibilidad basal del
patdgeno al fungicida y después de determinaria una o varias dosis discriminatorias. En el
caso de que estos ensayos se hubieran realizado previamente, se podria realizar directamente
el ensayo biolégico. Si el mecanismo molecular es conocido, se podria realizar un ensayo
molecular para detectar y cuantificar la mutacién responsable de la resistencia. Con los datos

de ambos ensayos se cuantificarian los niveles de resistencia y se modificaria, si es el caso, el

programa de aplicaciones de fungicidas que se estuviera realizando.
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Dentro del territorio nacional, Almeria concentra el 60% de la produccion de horticolas, la
cual alcanzé los 6.5 millones de toneladas en 2019. Respecto al cultivo de cucurbitaceas, en
Andalucia se produjeron mas de 3 millones de toneladas de las cucurbitaceas
econdémicamente mas importantes (pepino, calabacin, sandia y melén), de los cuales mas
del 80 % fueron producidas Unicamente en Almeria (Analistas Econ6micos de Andalucia
2020). Sin embargo, y debido a los requerimientos de temperatura y humedad relativa
necesarios para su cultivo, las cucurbitaceas son susceptibles a mas de 200 enfermedades
(Naqvi 2004; Gullino et al. 2020). Entre todas estas enfermedades destaca sobremanera el
oidio causado por P. xanthii (Seebold 2010). Para intentar controlar esta enfermedad, los
agricultores realizan un control integrado recurriendo a distintas estrategias; entre ellas, el
control bioldgico y el empleo de cultivares resistentes, pero sobre todo el uso, a veces
intensivo, de fungicidas. Hoy en dia hay registradas 19 materias activas pertenecientes a 7
familias quimicas diferentes (aril-fenil-cetonas, fenil-acetaminas, fungicidas DMI, fungicidas
MBC, fungicidas Qol, fungicidas SDHI e hidroxi(2-amino-) pirimidinas), las cuales forman
parte de distintas formulaciones comerciales (Ministerio de Agricultura, Pesca y
Alimentacion 2022). Sin embargo, P. xanthii esta clasificado como un patégeno de alto riesgo
(FRAC 2022), siendo capaz de desarrollar resistencia a estos compuestos en un corto
periodo de tiempo. Estudios anteriores de monitorizacién de resistencia a fungicidas
realizados en Espafia han detectado poblaciones resistentes de P. xanthii a los fungicidas
Qol, DMI y MBC (Fernandez-Ortuiio et al. 2006; Lopez-Ruiz et al. 2010; Bellon-Gémez et al.

2015), lo que ilustra la dificultad de controlar este patégeno de una forma eficaz.

Teniendo en cuenta todos estos antecedentes, en esta esta tesis doctoral se definieron los

siguientes objetivos:

1. Realizar un estudio bibliografico de la situacion actual de resistencia a nivel

mundial de los oidios a diferentes familias de fungicidas.

2. Definir los niveles de resistencia a los fungicidas SDHI en P. xanthii en Espafia

y esclarecer los mecanismos moleculares de resistencia a estos fungicidas.

3. Determinar si la heteroplasmia mitocondrial es la responsable de la

resistencia a fungicidas Qol en P. xanthii en Espaia.

4. Diseiiar técnicas moleculares para la detecciéon y/o cuantificacion de la

resistencia a fungicidas MBC, Qol y SDHI en P. xanthii.
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Articulo 1

Fungicide resistance in powdery mildew fungi.

Alejandra Vielba-Ferniandez, Alvaro Polonio, Laura Ruiz-Jiménez, Antonio de Vicente,

Alejandro Pérez-Garcia y Dolores Fernandez-Ortuiio.

Microorganisms, 2020. 8, 1431. d0i:10.3390/microorganisms8091431

Abstract

Powdery mildew fungi (Erysiphales) are among the most common and important plant
fungal pathogens. These fungi are obligate biotrophic parasites that attack nearly 10,000
species of angiosperms, including major crops, such as cereals and grapes. Although cultural
and biological practices may reduce the risk of infection by powdery mildew, they do not
provide sufficient protection. Therefore, in practice, chemical control, including the use of
fungicides from multiple chemical groups, is the most effective tool for managing powdery
mildew. Unfortunately, the risk of resistance development is high because typical spray
programs include multiple applications per season. In addition, some of the most
economically destructive species of powdery mildew fungi are considered to be high-risk
pathogens and are able to develop resistance to several chemical classes within a few years.
This situation has decreased the efficacy of the major fungicide classes, such as sterol
demethylation inhibitors, quinone outside inhibitors and succinate dehydrogenase
inhibitors, that are employed against powdery mildews. In this review, we present cases of
reduction in sensitivity, development of resistance and failure of control by fungicides that
have been or are being used to manage powdery mildew. In addition, the molecular
mechanisms underlying resistance to fungicides are also outlined. Finally, a number of
recommendations are provided to decrease the probability of resistance development when

fungicides are employed.
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Articulo 2

Resistance to the SDHI Fungicides Boscalid and Fluopyram in
Podosphaera xanthii Populations from Commercial Cucurbit

Fields in Spain.

Alejandra Vielba-Fernindez, Alvaro Polonio, Laura Ruiz-Jiménez, Antonio de Vicente,

Alejandro Pérez-Garcia y Dolores Fernandez-Ortuio.

Journal of Fungi, 2021. 7, 733. d0i:10.3390/j0f7090733

Abstract

Powdery mildew is caused by Podosphaera xanthii and is one of the most important diseases
that attacks Spanish cucurbit crops. Fungicide application is the primary control tool;
however, its effectiveness is hampered by the rapid development of resistance to these
compounds. In this study, the EC50 values of 26 isolates were determined in response to
the succinate dehydrogenase inhibitor (SDHI) fungicides boscalid and fluopyram. From
these data, the discriminatory doses were deduced and used for SDHI resistance monitoring
during the 2018 and 2019 growing seasons. Of the 298 isolates analysed, 37.9% showed
resistance to boscalid and 44% to fluopyram. Although different phenotypes were observed
in leaf disc assays, the resistant isolates showed the same phenotype in plant assays.
Compared to sensitive isolates, two amino acid changes were found in the SdhC subunit,
A86V and G151R, which are associated mostly with resistance patterns to fluopyram and
boscalid, respectively. Furthermore, no significant differences were observed in terms of
fitness cost between the selected sensitive and resistant isolates analysed here. Lastly, a
loop-mediated isothermal amplification (LAMP) assay was developed to detect AB6V and
G151R mutations using conidia obtained directly from infected material. Our results show
that growers could continue to use boscalid and fluopyram, but resistance management

practices must be implemented.
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Heteroplasmy for the Cytochrome b gene in Podosphaera xanthii

and its role in resistance to Qol fungicides in Spain.

Alejandra Vielba-Fernandez, Davinia Bellon-Gémez, Juan A. Torés, Antonio de Vicente,

Alejandro Pérez-Garcia y Dolores Fernandez-Ortuiio.

Plant Disease, 2018. 102, 1599-1605. d0i:10.1094/PDIS-12-17-1987-RE

Abstract

In Spain, management of the cucurbit powdery mildew pathogen Podosphaera xanthii is
strongly dependent on chemicals such as quinone outside inhibitor (Qol) fungicides. In a
previous report, widespread resistance to Qol fungicides in populations of P. xanthii in
South central Spain was documented, but the molecular mechanisms of resistance remained
unclear. In this work, the role of the Rieske-FeS (risp) and the cytochrome b (cytb) genes
mutations in Qol resistance of P. xanthii were examined. No point mutations in the risp gene
were found in the three Qol-resistant isolates analyzed. For cytb, sequence analysis
revealed the presence of a G143A substitution that occurs in many Qol-resistant fungi. This
mutation was always detected in Qol-resistant isolates of P. xanthii; however, it was also
detected in sensitive isolates. To better understand the role of heteroplasmy for cytb in Qol
resistance of P. xanthii, an allele-specific quantitative polymerase chain reaction was
developed to quantify the relative abundance of the G143 (sensitive) and A143 (resistant)
alleles. High relative abundance of A143 allele (70%) was associated with isolates resistant
to Qol fungicides; however, Qol-sensitive isolates also carried the mutated allele in
frequencies ranged from 10% to 60%. Our data suggest that G143A mutation in cytb is the
primary factor involved in Qol resistance of P. xanthii but the proportion of G143 and A143

alleles in an isolate may determine its Qol resistance level.
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Articulo 4

Monitoring Methyl Benzimidazole Carbamate-Resistant isolates of
the cucurbit powdery mildew pathogen, Podosphaera xanthii,

using Loop-Mediated Isothermal Amplification.

Alejandra Vielba-Fernandez, Antonio de Vicente, Alejandro Pérez-Garcia y Dolores

Fernandez-Ortuiio.

Plant Disease, 2019. 103, 1515-1524. doi:10.1094/PDIS-12-18-2256-RE

Abstract

Powdery mildew, caused by the fungus Podosphaera xanthii, is one of the most economically
important diseases affecting cucurbit crops in Spain. Currently, chemical control offers the
most efficient management of the disease; however, P. xanthii isolates resistant to multiple
classes of site-specific fungicides have been reported in the Spanish cucurbit powdery
mildew population. In previous studies, resistance to the fungicides known as methyl
benzimidazole carbamates (MBCs) was found to be caused by the amino acid substitution
E198A on B-tubulin. To detect MBC-resistant isolates in a faster, more efficient and more
specific way than the traditional methods used to date, a loop-mediated isothermal
amplification (LAMP) system was developed. In this study, three sets of LAMP primers were
designed. One set was designed for the detection of the wild type allele and two sets for the
E198A amino acid change. Positive results were only obtained with both mutant sets;
however, LAMP reaction conditions were only optimized with the primer set2, which was
selected for optimal detection of the E198A amino acid change in P. xanthii-resistant
isolates, along with the optimal temperature and duration parameters of 652C for 75 min,
respectively. Hydroxynaphthol blue (HNB) metal indicator was used for quick visualization
of results through the color change from violet to sky-blue when the amplification was
positive. HNB was added before the amplification to avoid opening the lids, thus decreasing
the probability of contamination. To confirm that the amplified product corresponded to
the B-tubulin gene, the LAMP product was digested with the enzyme Lwel and sequenced.
Our results have shown that the LAMP technique is a specific and reproducible method that

could be used for monitoring MBC-resistance of P. xanthii directly in the field.
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V. DISCUSION GENERAL

En estudios anteriores llevados a cabo en nuestro grupo de investigacion, se detectaron
altos niveles de resistencia para diversas familias de fungicidas, incluyendo diferentes
materias activas pertenecientes a los principales grupos quimicos utilizados en agricultura
(DMI, MBC y Qol). Por ello, en esta tesis doctoral nos planteamos conocer la
presencia/ausencia y niveles de resistencia para una nueva familia de compuestos, los SDHI,
registrada en los ultimos afios para el control del oidio de las cucurbitaceas. Considerando
la rapida capacidad de este patégeno de desarrollar resistencia a un fungicida al poco
tiempo de ser usado en el campo, no era de extrafiar que detectaramos aislados de P. xanthii
con niveles de resistencia medio-altos para boscalida y fluopiram. Estos resultados hicieron
que nos plantearamos elucidar el mecanismo de resistencia implicado en la misma; ademas
de para otra familia de fungicidas, los Qol, cuyo mecanismo era atin desconocido en Espafia
(Fernandez-Ortufio et al. 2008b). Una vez determinados ambos mecanismos, se
desarrollaron métodos de diagnéstico molecular rapido de la resistencia, a través de las
técnicas ARMS-PCR, para los fungicidas Qol; y LAMP, para los fungicidas SDHI y los MBC, ya
que estos ultimos constituyen una de las familias de compuestos mas antiguas introducidas

en el mercado para el control de diversas enfermedades fungicas.

1. Resistencia a los fungicidas en las diferentes especies de oidio.

De acuerdo con el FRAC, dentro del listado de patégenos de riesgo de desarrollo de
resistencia podemos encontrar seis especies de oidios, dos de alto riesgo (B. graminis y P.
xanthii) y cuatro con riesgo medio (E. necator, Oidium neolycopersici, L. taurica y P. aphanis;
FRAC 2022) aunque, de acuerdo con la Organizacion Europea y Mediterranea para la
Proteccién Vegetal (EPPO), E. necator podria ser considerado como un patégeno de alto
riesgo. Estas especies son patdgenas de especies econémicamente relevantes como son los
cereales, la vid, las cucurbiticeas o solanaceas como el tomate, y cada afio aparecen nuevas
publicaciones sobre problemas de resistencia a diversas materias activas registradas para
su control. Para poder conocer mas sobre la realidad de esta problematica y englobar todos
estos estudios, en esta tesis doctoral se realizd una revision bibliografica de todos los
trabajos relacionados con la resistencia a fungicidas en los oidios. En ella se puede observar
como las especies clasificadas como de “alto riesgo”, por el FRAC o por la EPPO, son las que
han desarrollado resistencia a la mayoria de las familias de fungicidas estudiadas y
disponibles en el mercado de fitosanitarios (Figura V.1): B. graminis, incluyendo las
subespecies del trigo y la cebada, ha mostrado resistencia a cuatro de las ocho familias de
las que se han publicado trabajos; E. necator a seis familias; y P. xanthii a todas. Esto puede
ser debido a las condiciones en las que se desarrollan los diferentes cultivos. Mientras que

los cultivos de cereal y vid crecen al aire libre, permitiendo la entrada y salida de nuevos
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aislados sensibles, el cultivo de las cucurbitaceas se suele realizar (aunque no siempre en
su totalidad) de manera cubierta, ya sea en invernadero o bajo plasticos. Esto podria
provocar un aislamiento de la poblacién de P. xanthii y un fomento de seleccion de las cepas
resistentes. Ademas, al tratarse en todos los casos de cultivos econdémicamente importantes,
su produccién a gran escala obliga a los agricultores a aplicar fungicidas con una mayor

frecuencia e intensidad, buscando evitar grandes pérdidas econdémicas.

Las familias de fungicidas que mas casos de resistencia han presentado son las mas
empleadas a nivel mundial, tanto para el oidio como para otras especies fungicas, e incluyen
los fungicidas DMI, MBC y Qol (Figura IV.1). Esto era esperado, puesto que una de las
cualidades mas interesantes para que los agricultores puedan usarlas es su amplio espectro
de accion, de tal manera que con pocas aplicaciones son capaces de controlar a varios
patégenos. Consecuentemente, para aquellas familias que han sido registradas inicamente
para el control del oidio como, por ejemplo, las aril-fenil-cetonas, los aza-naftalenos, las
hidroxi-(2-amino) pirimidinas, y las materias activas ciflufenamida y flutianil,
pertenecientes a las fenil-acetamidas y tiazolidinas, respectivamente, el nimero de trabajos
relacionados con una disminucién de la sensibilidad a estos compuestos es menor (Dietz
2007). Aunque el incentivo del empleo de estos ultimos compuestos deberia ser realizado,
estas moléculas no son tan versatiles como las familias mas usadas. Por ejemplo, los aza-
naftalenos han presentado un buen control sobre B. graminis y E. necator, presentando so6lo
casos de resistencia en P. xanthii en estudios realizados en los Estados Unidos (McGrath
2017), mientras que en aquellos realizados en Espafia con el mismo patégeno se observaron
altos niveles de sensibilidad (Bellon-Gémez et al. 2015). Aunque los resultados son buenos,
esta familia de compuestos solo podria usarse de forma preventiva, ya que su principio
activo esta centrado en interrumpir las sefales necesarias para la germinacién de la espora
(Dietz 2007), lo cual significa que si el patdgeno ya ha atacado al cultivo se deberia emplear
otro grupo quimico. Sin embargo, no deja de ser una buena alternativa en combinacién con

otros fungicidas y métodos de control.
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B Qol (20%) Bl SHDI (11.86%)
Bl SDHI (7.5%) 3 Flutianilo (1.69%)

Bl Hidroxi-(2-amino) pirimidinas (8.47%)

Figura V.1. Representacion esquematica del porcentaje de trabajos publicados sobre resistencia a fungicidas en
oidios, segtn la familia de fungicidas investigada (a) o el patégeno de estudio (b). Se presentan los resultados de
aquellas especies de las que se dispone de datos sobre mas de una familia quimica (B. graminis f. sp. tritici, B.

graminis f. sp. hordei, E. necatory P. xanthii).

Centrandonos en el oidio de las cucurbiticeas, de las 19 materias activas que se encuentran
registradas para su control en Espafia, sélo para siete (bifaxen, bromuconazol,
mefentrifluconazol, meptildinocap, metconazol, proquinazid y protioconazol) aiin no se han
publicado ningtin estudio de emergencia de resistencia. Sin embargo, cuatro de ellas
pertenecen a la misma familia quimica, los fungicidas DMI (bromuconazol,
mefentrifluconazol, metconazol y protioconazol), y una pertenece a los fungicidas SDHI
(bixafen), para los cuales ya se han reportado casos de resistencia cruzada entre ellos
(Miyamoto et al. 2020). Por tanto, los fungicidas registrados que se podrian emplear para el
control del oidio en los que aln no se haya descrito problemas de resistencia en otros paises
incluirian meptildinocap y proquinazid, siendo el primero un fungicida contacto y el
segundo solo de acciéon preventiva. Esto nos muestra la importancia de una correcta
aplicacion y gestion del control quimico por parte de los agricultores, ya que el oidio puede

desarrollar resistencia a la mayoria de las herramientas quimicas de las que disponen.
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1.1. Resistencia a los fungicidas SDHI en poblaciones de P. xanthii en la mitad sur

de Espaia.

El lanzamiento de la segunda generacién de los fungicidas SDHI fue de gran importancia en
el mundo agrario. Después de los problemas de resistencia presentados por los fungicidas
Qol, también inhibidores de la respiracién mitocondrial, los SDHI parecian ser los sustitutos
ideales debido a su buena eficacia en campo. Ademas, las nuevas formulaciones de estos
fungicidas venian acompafiados de mejores adyuvantes facilitando y mejorando su
aplicacion en la naturaleza (Steurbaut 1993). Debido al impacto que tuvieron y su
importante incremento en ventas, su uso para el control de diversas enfermedades fungicas
en las principales regiones productoras del sur de Espafia ha sido un hecho en los dltimos
afios. Por este motivo, en esta tesis doctoral uno de los objetivos que nos planteamos fue
analizar los niveles de resistencia a dos de los fungicidas SDHI mas usados, boscalida y
fluopiram. Los ensayos de monitorizacion de la resistencia fueron llevados a cabo en
Almeria, Granada, Malaga y Murcia durante las campafias de cultivo 2018y 2019. De los 298
aislados totales analizados en estos dos afios, un alto porcentaje de la poblacién mostro altos
niveles de resistencia a estos compuestos: para boscalida, el 37,9% de los aislados
presentaron diferentes niveles de resistencia, aunque ningun aislado creci6 vigorosamente
ala dosis de campo de 100 mg/L. Sin embargo, del 44% de aislados resistentes a fluopiram,
el 22,5% present6 un fenotipo capaz de desarrollarse a 100 mg/L (dosis de campo) y el
17,4% creci6 vigorosamente en esta concentraciéon. Como se ha comentado anteriormente,
el empleo de estos fungicidas se ha visto incrementado de forma considerable durante los
ultimos afios, por lo que la presencia de aislados resistentes era esperable en las poblaciones
de P. xanthii obtenidas del sur de Espafia. En especial, la materia activa fluopiram, cuyo uso
se ha visto incrementado debido a su aplicacién no solo para el control de hongos, sino
también de nematodos (Pedro Vega, comunicacién personal). Ademas, y debido al volumen
de carga de trabajo llevado a cabo por los agricultores, muchas veces los tratamientos no se
realizan correctamente para ahorrar tanto tiempo como dinero, aplicindose estos
productos a dosis subletales (Pedro Vega, comunicacién personal), por lo que el riesgo de
aparicion de aislados resistentes aumentaria. Esta tendencia en el aumento de la resistencia
debido al frecuente uso de estos fungicidas es un fenémeno que se ha extendido a otros
patégenos fungicos de gran interés agricola, como son A. alternata (Avenot et al. 2014,
2019), A. solani (Mostafanezhad et al. 2022; Metz et al. 2019), B. cinerea (Veloukas et al.
2011; De Miccolis Angelini et al. 2014; Weber et al. 2015; Bertetti et al. 2019; Fernandez-
Ortufio et al. 2017), P. teres (Rehfus et al. 2016) y Z. tritici (Dooley et al. 2016; Hellin et al.
2020).
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Por otro lado, también se han llevado a cabo estudios en los que se han mostrado problemas
de resistencia cruzada entre los fungicidas Qol y SDHI, cuyas respectivas dianas forman
parte de la respiracién mitocondrial, los cuales podrian ser responsables del rapido
aumento de resistencia de los tltimos. En el estudio llevado realizado por Li y colaboradores
(2014), se analiz6 el perfil de resistencia de 412 aislados de B. cinerea a diversos fungicidas
en Carolina del Norte y del Sur (EE. UU), observandose que ciertos fenotipos resistentes a
piraclostrobina eran mas propensos a desarrollar resistencia a boscalida. Otros trabajos
realizados con el mismo patégeno en Europa (Bardas et al. 2010; Leroux et al. 2010;
Markoglou et al. 2006), EE. UU. (Kim et al. 2011) y Japén (Ishii 2012) también describieron
el mismo fenémeno en los aislados resistentes. Por otro lado, en un estudio realizado en
Bélgica con los patdgenos A. solani y A. alternata, se observé que el 40% de la poblacién de
A. solani y el 58% de A. alternata poseian resistencia cruzada con los fungicidas Qol
(Landschoot et al. 2017). Aunque no se haya analizado la resistencia cruzada con otras
materias activas en los aislados espafioles analizados en esta tesis, seria interesante analizar
los niveles de sensibilidad a los fungicidas Qol para poder aconsejar el uso o desuso de

materias activas combinadas o alternadas de estas dos familias de compuestos quimicos.

2. Bases moleculares de la resistencia a fungicidas Qol y SDHI.

Dentro de los posibles mecanismos moleculares de resistencia, el mas cominmente descrito
son las mutaciones puntuales en genes de las proteinas diana de los diferentes fungicidas.
En esta tesis doctoral se ha dilucidado las bases moleculares implicadas en la resistencia a

los fungicidas Qol y SDHI en el oidio de las cucurbitaceas.

En el caso de los fungicidas Qol, la resistencia a estos compuestos suele estar gobernada por
el cambio aminoacidico G143A, aunque otros cambios también han sido descritos por tener
cierta implicacién, como son F129L y G137R (FRAC, 2022). Todos ellos estan localizados en
el gen del citocromo b (cytb), de codificaciéon mitocondrial (Fernandez-Ortufio et al. 2008a).
Mientras que el cambio G143A otorga altos niveles de resistencia a todas las materias
activas pertenecientes a este grupo quimico, los otros dos, confieren una resistencia parcial
(FRAC 2022). Para la mayoria de los hongos patégenos de plantas, el alelo mutado A143 se
encuentra de manera homoplasmica, es decir, sélo existe esa copia del alelo en el pull de
ADN mitocondrial. Este es el caso de especies como A. alternata (Ding et al. 2019), A. solani
(Ding et al. 2019), B. graminis f. sp. hordei (Baumer et al. 2003), C. beticola (Kayamori et al.
2019), M. graminicola (Toriani et al. 2008); P. viticola (Toffolati et al. 2007; Chen et al. 2007)
y V. inaequalis (Frederick et al. 2014), entre otras. Sin embargo, en algunos trabajos se ha

observado que la presencia del alelo mutado y los niveles de resistencia a los fungicidas Qol
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no siempre coincidia, como ocurria en B. cinerea (Kansako et al. 2005; Fountaine et al. 2007;
Ishii et al. 2008, 2009; Asadollahi et al. 2013; Hashimoto et al. 2014), C. cassicola (Ishii et al.
2007), Collecotrichum gloeosporiodes (Ishii et al. 2007), Mycovellosiella nattrassi (Ishii et al.
2007), Pseudoperonospora cubensis (Ishii et al. 2007), V. inaequalis (Villani and Cox, 2014)
y V. carpophila (Luo et al. 2013). En el caso de los oidios, este fenémeno se ha observado en
el oidio del manzano, P. leucotricha (Lesemann et al. 2009), y el del tomate, L. taurica
(Mosquera et al. 2015). Ademas, en estudios anteriores realizados con aislados japoneses y
espaifioles de P. xanthii, el fenémeno de la heteroplasmia o la implicaciéon de un mecanismo
diferente a las mutaciones puntuales ya se habia planteado debido a la no deteccion del
cambio G143A y los altos niveles de resistencia a los fungicidas Qol en ensayos in vitro (Ishii
et al. 2007, 2009; Fernandez-Ortufio et al. 2008b). Los resultados de esta tesis doctoral
confirman el cambio G143A en citocromo b como el mecanismo responsable de la
resistencia a los fungicidas Qol y que dicha mutacién se encuentra de manera
heteroplasmica en el ADN mitocondrial. De esta manera, s6lo aquellos aislados que poseian
el cambio G143A en mas del 70% de los alelos mitocondriales presentaban el fenotipo

resistente a los fungicidas Qol.

Respecto a los fungicidas SDHI, s6lo se han detectado dos mutaciones puntuales implicadas
con el fenotipo resistente (independientemente de los niveles de resistencia descritos en
ensayos in vitro). Por un lado, el cambio aminoacidico A86V en la subunidad SdhC se
identifico en todos los aislados resistentes a boscalida y fluopiram o solo a fluopiram;
mientras que la sustitucion G151R en la misma subunidad estuvo relacionada, en la gran
mayoria de los casos, con la resistencia a boscalida. Estos dos cambios aminoacidicos ya
habian sido descritos en aislados de P. xanthii resistentes a los fungicidas SDHI en Jap6n
(Miyamoto et al. 2020), ademdas de en otros hongos fitopatégenos como B. cinerea, C.
cassiicola, S. homeocarpa y Z. tritici (Amiri et al. 2019; Zhu et al. 2020; Yamashita et al. 2018
Stammlet et al. 2015; Popko et al. 2018).

Estas diferencias de sensibilidad por parte de los patégenos resistentes hacia las materias
activas boscalida y fluopiram eran predecibles, puesto que ambos compuestos poseen una
estructura quimica diferente (Figura V.4): la molécula de fluopiram es mas lineal y larga,
presentando grupos fldor; mientras que la de boscalida es mas corta y presenta grupos cloro

(Fraaije et al,, 2012; Musson y Young, 2012).
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Figura V.2. Estructura de los fungicidas SDHI boscalida y fluopiram y representacion de su sitio
de union. (a) Estructura en 2D de los fungicidas SDHI boscalida (arriba) y fluopiram (abajo). (b)
Representacion de la unidon de la boscalida al sitio de unidén de la quinona del succinato
deshidrogenasa. (c) Representacion de la unién del fluopiram al sitio de unién de la quinona del
succinato deshidrogenasa. El potencial electroestatico de la proteina esta coloreado desde el rojo

(carga negativa) hasta el azul (carga positiva) en (b) y (c). Modificado de Fraaije et al. 2012.

Esto provocaria una unién diferente al bolsillo catalitico de succinato deshidrogenasay, por
tanto, un efecto diferente de las diferentes mutaciones implicadas en la resistencia a esta
familia de compuestos. De esta manera, el cambio A86V interaccionaria mediante fuerzas
de Van-der-Waals con el anillo de piridina y la cadena alifatica de fluopiram, una
caracteristica especifica de esta molécula. Por ello, la presencia de mutaciones que deriven
en este cambio estaria relacionadas con factores de resistencia mayores para el fluopiram
que para otras materias activas pertenecientes a los fungicidas SDHI (Amiri et al. 2019;
Scalliet et al. 2012; Stammlet et al. 2015; Yamashita et al. 2018; Zhu et al. 2020). Por otro
lado, esta mutacion esta préoxima a una serina presente en el sitio de unién a la quinona,
muy conservada entre diferentes patégenos y conocida por interaccionar directamente con
los fungicidas SDHI mediante un puente de hidrégeno (Ruprecht et al. 2009; Scalliet et al.
2012). Por tanto, este cambio también impediria la formacién del puente de hidrégeno con

el fungicida, reduciendo asi la sensibilidad a otros compuestos pertenecientes a esta familia
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(Amiri et al. 2019). En cuanto al cambio G151R, esta sustitucion se habia observado en
estudios anteriores en aislados de P. xanthii (Miyamoto et al. 2020) y S. homeocarpa (Popko
et al. 2018), resistentes a boscalida, fluxapirozad, isofetamida y pentiopirad, pero no a
fluopiram. Aunque se han realizado pocos estudios de modelado de proteinas para dilucidar
la implicacion de esta sustitucion en la interaccion con los fungicidas SDHI, se conoce que
esta posiciéon forma parte del sitio unién de diferentes fungicidas SDHI con la subunidad C

del succinato deshidrogenasa (Popko et al. 2018).

Dentro de los resultados presentados en esta tesis, la mayoria de los aislados en los que se
detectd el cambio A86V fueron resistentes a boscalida y fluopiram; sin embargo, once
aislados obtenidos en 2019, que también mostraron este cambio, fueron sensibles a
boscalida, pero resistentes a fluopiram. Esto podria indicar que la resistencia a boscalida
observada en la mayoria de los aislados podria estar mediada por mecanismos diferentes a
la modificaciéon de la diana del fungicida, como, por ejemplo, la implicacién de
transportadores de membrana o la detoxificacién de la molécula. Esta falta de correlacién
entre mutaciones puntuales en la diana de estos compuestos y la resistencia a los fungicidas
SDHI ya habia sido observada en otros patdégenos fungicos como E. necator, M. fruticola y Z.

tritici (Chen et al. 2013; Yamashita et al. 2018; Stergiopoulos et al. 2021).

La implicacién de transportadores de membrana es un mecanismo normalmente asociado
al fendmeno de la multirresistencia a fungicidas (Del Sorbo et al. 2000; De Waard et al. 2006;
Kretschmer 2012). En general, existen dos familias de transportadores implicadas en la
expulsion de toxicos: los transportadores ABC y los transportadores MFS (Del Sorbo et al.
2000; De Waard et al. 2006). Los transportadores ABC son una de las familias mas grandes
de transportadores de membrana conocidas, la cual parece estar implicada en fenémenos
de resistencia multidroga en hongos como B. cinerea y Mycosphaerella graminicola (De
Waard et al. 2006) a diferentes compuestos no relacionados quimicamente. Estas proteinas
son capaces de unir el ATP e hidrolizarlo, obteniendo asi la energia suficiente para
transportar moléculas a través de la membrana, incluso en contra del gradiente
electroquimico (Del Sorbo et al. 2000). Al contrario, los transportadores MFS emplean la
fuerza motriz de protones generada por el potencial de membrana y el gradiente
electroquimico, siendo clasificados por llevar a cabo un transporte activo secundario (Del
Sorbo et al. 2000). Estos transportadores también han sido asociados con la resistencia a
diversos fungicidas en B. cinerea, M. graminicola y P. digitatum (Kretschmer 2012).
Respecto a los fungicidas SDHI, son varios los trabajos que han relacionado la implicacién
de los transportadores ABC y MFS en aislados que presentan una sensibilidad reducida a

estos y otros compuestos antifungicos. Por ejemplo, para S. homeocarpa y Z. triciti se ha

204



V. DISCUSION GENERAL

observado una sobreexpresion de los genes ShPDR1, ShartD y ShDR1, que codifican para los
transportadores ABC (Sang et al. 2015, 2018), o el gen BcMFS1 para los transportadores
MEFS (Roohparvar et al. 2007; Omrane et al. 2017). Curiosamente, en el trabajo realizado en
S. homeocarpa se observo que al emplear el fungicida SDHI boscalida para el control de este
patogeno se seleccionaban aislados resistentes a los fungicidas DMI, demostrando
posteriormente la implicacion de los transportadores ABC (Allan-Perkins et al. 2017). En el
oidio de las cucurbitaceas no se ha publicado ningtin trabajo sobre la presencia y posible
implicacion de este tipo de transportadores en la resistencia a fungicidas, pero si en otros
oidios, como es el caso de B. graminis f. sp. tritici. En el oidio del trigo se ha observado que
el gen BgABC(C1 estd implicado en la sobreexpresion de un transportador ABC implicado en
la resistencia a triadimefon, un fungicida DMI, en semillas (Hu et al. 2008). Estudiar la
posible implicacién de este tipo de mecanismo secundario en la resistencia a los fungicidas
SDHI en P. xanthii podria esclarecer las bases moleculares subyacentes. Ademas, seria
interesante analizar la posible resistencia cruzada en aquellos aislados que puedan estar
sobreexpresando estos transportadores, para tener en cuenta esta informacién y poder
aconsejar a los agricultores correctamente sobre las posibles combinaciones de fungicidas

para controlar la enfermedad en la naturaleza.

3. Deteccion molecular de mutaciones implicadas en la resistencia

a fungicidas Qol, SDHI y MBC.

El andlisis de resistencia clasico se ha basado en ensayos biolégicos centrados la respuesta
del patdégeno frente a distintas concentraciones del fungicida. En aquellos hongos que no
requieren del huésped vivo, estos ensayos suelen estar basados en analizar el desarrollo del
micelio o la germinacién de las esporas (Secor y Rivera 2011) sobre medio no tratado
(control) o tratado con el compuesto de estudio. Sin embargo, los hongos biotrofos
obligados como los oidios requieren del huésped vivo para su desarrollo, lo que complica
seriamente su manejo en el laboratorio. Tanto el mantenimiento como el propio ensayo de
sensibilidad a fungicidas requiere del uso del huésped como base, necesitandose tanto su
crecimiento previo como la adaptacion de las propias técnicas. De esta manera, para poder
analizar el desarrollo del micelio o la germinacién de esporas es necesario emplear discos
de hoja que son previamente incubados con diferentes concentraciones del fungicida. Esto,
por tanto, supone un gasto de recursos y tiempo que limita el nimero de aislados que se
pueden mantener y analizar en el laboratorio. Sin embargo, y como se ha comentado
anteriormente, como la mayoria de las resistencias descritas suelen estar determinadas por

mutaciones puntuales en la diana del fungicida (Ma y Michailides 2005), el empleo de
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técnicas moleculares nos permite conocer de forma mas rapida el genotipo de un
determinado aislado o poblacién en comparacién con los clasicos ensayos de sensibilidad

in vitro.

3.1 Deteccion ARMS-qPCR del cambio G143A implicados en la resistencia a
fungicidas Qol.

Si la resistencia viene definida por una mutacién puntual en un gen mitocondrial, como es
el caso del cambio G143A en el gen cytb, el papel de la heteroplasmia mitocondrial puede
suponer un impedimento a la hora de monitorizar la resistencia, ya que una elecciéon
incorrecta de las técnicas a emplear para el analisis molecular puede dar resultados
erroneos. Por ejemplo, el empleo de la Amplificacién por Desplazamiento Multiple (MDA)
en el estudio de la resistencia a los fungicidas Qol en P. xanthii (Fernandez-Ortufio et al.
2008a, 2008b) tenia la ventaja de obtener ADN de forma facil y rapida comparando con
otros métodos de extraccién convencionales; sin embargo, esta técnica amplificaba
selectivamente el alelo G143 del gen cytb, dificultando la deteccién de la mutaciéon G143A.
En otro trabajo, el empleo de técnica PCR-RFLP no siempre detectaba la presencia del alelo
mutado, sobre todo si este se encontraba en un porcentaje bajo en la poblacion,
obteniéndose resultados contradictorios con los bioensayos in vitro (Ishii et al. 2009). La
aproximacion con la que se obtuvieron mejores resultados fue la realizada por Villani y Cox,
los cuales desarrollaron reacciones de PCR cuantitativa para correlacionar un fenotipo
resistente con un 62% de presencia del alelo resistente (A143) en V. inaequalis (Villani and
Cox 2014). Posteriormente, y de la misma manera, Mosquera y colaboradores
correlacionaron la resistencia a fungicidas Qol de L. taurica con la presencia del alelo A143
en torno al 40% en el pull de alelos cytb mitocondriales (Mosquera et al. 2017). En el caso
de P. xanthii, en esta tesis se ha determinado que la presencia del 70 % del alelo A143 en el
conjunto general del ADN mitocondrial confiere un fenotipo resistente a todos los
compuestos que forman parte de los fungicidas Qol. A través de la técnica ARMS-qPCR se ha
podido llevar a cabo la cuantificacién de estos alelos y poder diferenciar entre aislados
sensibles y resistentes de una manera molecular; sin embargo, se requiere de la extraccion

de ADN con métodos convencionales y el empleo de una metodologia sofisticada.

3.2 Deteccion LAMP de los cambios E198A, A86V y G151R implicados en la
resistencia a fungicidas MBC y SDHI.

En aquellos casos en los que la resistencia viene determinada por una mutacién en el ADN
nuclear, como es el caso de la resistencia a los fungicidas SDHI, se pueden emplear técnicas

cualitativas y cuantitativas para su deteccidon. En estudios previos con otros patégenos
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fangicos, se han empleado técnicas basadas en el uso de enzimas de restriccién para la
deteccion de mutaciones en el gen sdhb de B. cinerea (Veloukas et al. 2011) o los genes sdhb
y sdhc en Sclerotinia spp. (Lee et al. 2021). Esta técnica requiere de dos reacciones
consecutivas, una amplificacion mediante PCR y una digestién con la correspondiente
enzima de restriccion, ademas de la visualizacion de los productos en geles de agarosa. A
pesar de ser una eleccion asequible y sencilla para la mayoria de los laboratorios, requiere
tiempo para poder conocer los resultados. Por ello, otra de las técnicas mas utilizadas para
los fungicidas SDHI suele ser la AS-PCR, que ademas puede ser optimizada para detectar
diferentes mutaciones de forma simultdnea. Esta técnica se ha empleado de forma
satisfactoria en hongos fitopatégenos como A. alternata (Lichtemberg et al. 2018), A. solani
(Bauske et al. 2018; Mallik et al. 2014) y B. cinerea (Yin et al. 2011), llegando a detectarse
hasta 5 mutaciones diferentes en un mismo gen (Lichtemberg et al. 2018). Como el
resultado final de esta técnica es cualitativo, puesto que sélo podemos observar la presencia
o ausencia de amplificacién en el gel de agarosa, algunos investigadores han llegado a
optimizarla para que sea cuantitativa (AS-PCR cuantitativa), de tal manera que se puede
saber la cantidad de cada alelo, el silvestre y el mutante, en la muestra problema (De
Miccolis Angelini et al. 2014; Simodes et al. 2018). La ventaja que presenta este tipo de
técnicas es que se pueden analizar varias muestras en una misma reaccion, disminuyendo
tanto el tiempo de diagnoéstico total como la cantidad de reactivo empleado. Ademas, la
forma cuantitativa no requiere de un gel de agarosa para la lectura de resultados, lo cual
agiliza el proceso. Otra técnica que ofrece ventajas similares es la High-Resolution Melting
(HRM), que se basa en el estudio y comparacion de curvas de fusidn de las cadenas de ADN,
la cual ha sido usada con buenos resultados, para la deteccién simultanea de las mutaciones
P225H/F/L/T,N230l, H272L/R/Y del gen sdhb en B. cinerea (Chatzidimopouos et al. 2014;
Samaras et al. 2016).

Aunque las técnicas presentadas anteriormente nos ofrecen resultados mas rapidos que con
los ensayos de sensibilidad a fungicidas in vitro, requieren de un procesamiento largo para
la obtencion del ADN de las muestras, equipamiento adecuado y un tiempo especifico de
reaccion. Por ello, en esta tesis nos planteamos poner a punto, por primera vez en un oidio,
la técnica LAMP para una detecciéon molecular rapida y fiable de la resistencia a los
fungicidas MBC y SDHI. El LAMP sélo requiere de un bafio (en su version mas simple) o de
una maquinaria especifica para tener una lectura de los resultados directa. Con respecto a
los fungicidas SDHI, esta técnica se ha empleado para la deteccion de la mutacion H278R del
gen sdhb en B. cinerea (Fan et al. 2018) y de N75S en el gen sdhc de C. cassiicola (Zhu et al.

2020) en tan solo una hora. Ademas, en el trabajo de Fan y colaboradores (2018) se usé
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como base de la amplificacion ADN obtenido, en tan solo 5 min, desde esporas flngicas,
acelerando el tiempo de obtenciéon de los resultados LAMP. Teniendo en cuenta los
resultados obtenidos en esta tesis doctoral podemos afirmar que esta técnica ha
demostrado ser una buena herramienta para la monitorizacién de la resistencia en P.
xanthii, tanto para los fungicidas MBC como para los fungicidas SDHI. En ambos casos se
realizé una extraccion de ADN rapida a través de choques térmicos sobre las esporas de P.
xanthii, permitiendo el uso de esta técnica empleando directamente muestras recolectadas
del campo. Ademas, se pusieron a punto dos procedimientos diferentes para la ejecucién de
esta: para los fungicidas MBC, el empleo de un bafio y un indicador de metales, y para los
fungicidas SDHI, un equipo especializado para la lectura de resultados tras las
correspondientes amplificaciones LAMP. La finalidad del primer trabajo fue realizar una
aproximacion mas asequible para laboratorios de diagndéstico pequefios u organizaciones
con pocos recursos, al emplearse un bafio para la incubacién y un cambio de color de violeta
a azul cielo para la deteccion de aislados resistentes. De esta manera, y tras la llegada de las
muestras a procesar, se obtendrian resultados en aproximadamente una hora y media,
pudiendo informar al agricultor en un corto espacio de tiempo sobre la problematica o no
de la resistencia a los fungicidas MBC en su parcela. Por otro lado, para los fungicidas SDH],
se usé una maquina especifica de LAMP, que permite detectar, en menos de media hora,
aislados que porten la mutacién de interés, minimizando asi los posibles errores subjetivos
de cambio de color anterior. Mejoras de esta técnica hacia el desarrollo de determinaciones
cuantitativas, han sido llevadas a cabo recientemente para la detecciéon de virus de animales
(He et al. 2020; Gong et al. 2021). En un futuro seria muy interesante desarrollar variantes
cuantitativas también en nuestro patégeno de estudio para estos y otros fungicidas

empleados para su control.
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Figura V.3. Esquema de las aproximaciones usadas para el diagnéstico y la cuantificacién de la resistencia a
fungicidas en P. xanthii empleadas en esta tesis doctoral. En la parte superior se muestras las dos
aproximaciones moleculares utilizadas dependiendo de la naturaleza de la resistencia. En la inferior el ensayo

de discos de hoja utilizado cuando no se conoce el mecanismo o no esta determinado por mutaciones puntuales.

4. Manejo de la resistencia en poblaciones de P. xanthii.

En los resultados obtenidos en los diferentes trabajos presentados en esta tesis doctoral, se
ha demostrado que P. xanthii sigue siendo un patégeno con un alto riesgo de desarrollo de
resistencia a fungicidas, como asi ha ocurrido con los recientemente registrados fungicidas
SDHI. Esta capacidad de desarrollar resistencia también se ha puesto de manifiesto en
diferentes estudios a nivel mundial, publicindose diferentes trabajos sobre la sensibilidad
disminuida a diferentes grupos quimicos: aza-naftalenos (Miazzi y McGrath 2008; McGrath
2013, 2017), benzoilpiridinas (Miyamoto et al. 2020), fenil-acetamidas (Pirondi et al. 2014;
Mike y Quesada-Ocampo 2017; McGrath y Sexton 2018), hidroxi (2-amino-) pirimidinas
(Malathrakis 1986; O’Brien et al. 1988; Moustafa et al. 1990a, 1990b; Bellon-Gomez et al.
2015), fungicidas DMI (O’Brien et al. 1988; O’Brien 1994; Malathrakis 1986; Ohtsuka et al.
1988; Kim et al. 2008; Lopez-Ruiz et al. 2010; Lebeda et al. 2010; McGrath 2008; McGrath y
Shishkoff 2001), fungicidas MBC (Bellon-Gémez et al. 2015; Sedlakova y Lebeda 2008;
Lebeda et al. 2010), fungicidas Qol (Fernandez-Ortuiio et al. 2006; McGrath y Shishkoff
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2003; Sedlakova et al. 2012; Lebeda et al. 2010), fungicidas SDHI (McGrath 2008; Keinath
et al. 2018; Miyamoto et al. 2010, 2020) y tiazolidinas (Miyamoto et al. 2020). Esta falta de
sensibilidad generalizada a diferentes grupos quimicos es de especial interés en P. xanthii,
patégeno cuyo control, hoy en dia, estd basado principalmente en el empleo de fungicidas.
Por ello, y para evitar un uso incorrecto de estas herramientas de fitoprotecciéon que puedan
derivar tanto en un perjuicio econémico para el agricultor como para las empresas
fitosanitarias, existen diversas recomendaciones generales para optimizar la eficacia de

estos compuestos en el tiempo (Bosch et al. 2105; Karlsson et al. 2020):

- Emplear la dosis de campo recomendada por el fabricante, puesto que dosis
subletales pueden favorecer el desarrollo de cepas resistentes, y dosis demasiado
altas incrementan la presion de seleccion.

- Limitar el uso de aplicaciones por campafia, puesto que se ha observado que, al
incrementar las aplicaciones, puede aumentar la presencia de aislados resistentes
(Bosch et al. 2015).

- Emplear mezclas con los fungicidas de riesgo, pudiendo asi disminuir la dosis de éstos
y evitar la seleccion de cepas resistentes, siempre y cuando no pertenezca ala misma
familia quimica.

- Realizar alternancias en las aplicaciones con un fungicida de diferente modo de

accion.

Aunque las medidas propuestas pueden ayudar a disminuir en gran medida la aparicion de
resistencia, un control de éstas seria adecuado para confirmar que estan funcionando. Una
buena estrategia para realizar esta monitorizacion seria emplear alguna de las técnicas de
deteccion molecular que han sido presentadas en esta tesis doctoral, las cuales se
complementarian con ensayos bioldgicos para ciertas clases quimicas de las que no
dispusiéramos de informacién sobre su correspondiente diana y, por tanto, mecanismo

molecular de resistencia.

Con la introduccién del Pacto Verde Europeo (European Commission 2019), siendo uno de
sus objetivos la reduccién al 50% del uso de pesticidas para el 2030, la optimizacion del
empleo de fungicidas esta empezando a convertirse en una necesidad urgente. Uno de los
objetivos dentro de este proyecto europeo es la implementaciéon del Manejo Integrado de
las Plagas o IMP (Integrated Pest Management), que es una propuesta desarrollada para
combatir plagas y enfermedades usando una combinacion de métodos sostenibles,
haciéndose menos dependientes de los pesticidas sintéticos (Karlsson et al. 2020). Este

método esta basado en la idea de que las plantas cultivadas pueden tolerar ciertos niveles
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de dafio sin que su rendimiento se vea afectado econdmicamente (Higley y Peterson 1996).
De esta manera, la densidad minima de plaga que supera este umbral y empieza a causar un
perjuicio definiria el Nivel de Dano Econémico (NDE) (Bueno et al. 2020). El manejo de
plagas se suele realizar antes de alcanzar este nivel, en lo conocido como Umbral Econémico
(UE) (Pedigo et al. 1986) ya que proporciona una ventana de tiempo para aplicar
tratamientos y medidas sin llegar a producirse las pérdidas econémicas. El IPM no esta
formado unicamente por los métodos de control de plagas aplicados en este Umbral, como
son los pesticidas o el control biol6gico, sino que implica también acciones de prevencion,
observacién y monitorizacion del patégeno (Figura I1V.4). Para ello, entre otras
aproximaciones, se puede realizar una combinacién de practicas culturales, un empleo de
cultivares resistentes y una monitorizacion del patégeno, ya sea realizando un seguimiento
de las condiciones climatolédgicas para detectar cudndo son mas favorables para la aparicion
del mismo, realizando un control del aumento de la presencia de esporas en el ambiente o
de los niveles de resistencia presentes en la poblacion, sabiendo asi qué tratamiento sera
mas eficaz de antemano. Cuanto todos los datos obtenidos anteriormente nos indiquen que
nos aproximamos al UE, seria momento de empezar el manejo de la enfermedad mediante
una combinacién de métodos, como son la eliminacién fisica del patégeno, el control

biolégico y, de una forma racional y controlada, el empleo de quimicos (Figura V.4).

O g,

P““C“/ti;,o

@ PREVENCION
o OBSERVACION
O ACTUACION

Figura V.4. Esquema simplificado de las estrategias que integran el Manejo Integrado

de Plagas (IPM). Imagen modificada de CropLife Europe 2022.
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El IPM es crucial para una agricultura sostenible, evitando el uso innecesario de fungicidas,
ya que no solo incluye un uso racional de estos a través de la adopcién de este UE, sino que
también es una combinacién armoniosa de diferentes estrategias (Kogan 1998), cada una
de las cuales puede influir mas o menos en el manejo de las plagas, pero son sus efectos
aditivos los que pueden reducir significativamente las pérdidas de rendimiento (Dara
2019). Este IPM busca integrar los diferentes métodos y la explotaciéon de sus efectos
combinados, por encima de la eficacia individual de cada uno de los componentes (Stenberg
2017). Asi, el control del oidio no sélo dependeria del empleo de quimicos que puede
desembocar en el desarrollo de resistencias en poco tiempo, sino en un conjunto de técnicas
que sirven como alternativa al uso de fungicidas. Si en algin momento estas medidas no
fueran suficientes para evitar el desarrollo de la enfermedad, el empleo de unos fungicidas
cuyo uso no ha sido abusivo seria suficientemente eficaz como para poder erradicarla,
permitiendo asi un control mas sostenible para el medio ambiente y mas econémico para el

agricultor.
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VI. CONCLUSIONES

Las principales conclusiones derivadas de este trabajo han sido las siguientes:

1. Los oidios han desarrollado resistencia a las familias de fungicidas econémicamente
mas relevantes, siendo P. xanthii la especie que parece desarrollar resistencias con

mas facilidad.

2. Se han detectado aislados de P. xanthii con altos niveles de resistencia a los
fungicidas SDHI boscalida y fluopiram en las principales zonas productoras del
sureste de Espaiia, es por ello por lo que se recomienda la implantacién de practicas

para el manejo de dichas resistencias.

3. Laresistencia a SDHI en P. xanthii esta relacionada con los cambios A86V y G151R
en la subunidad C del complejo succinato deshidrogenasa, cambios que no parecen

causar una penalizacion para la supervivencia en los aislados resistentes.

4. La heteroplasmia mitocondrial asociada al cambio G143A en citocromo b es la
responsable de la resistencia a los fungicidas Qol en P. xanthii, resultando un

fenotipo resistente cuando el porcentaje del alelo resistente supera el 70%.

5. Latécnica del ARMS-qPCR permite la cuantificacidn de alelos del gen cytb silvestre
y mutante resistente a Qol en P. xanthii, incluso cuando estos se encuentran en

heteroplasmia.

6. La técnica LAMP es un método rapido y fiable para la detecciéon de las mutaciones
puntuales responsables de las resistencias a fungicidas MBC y SDHI en P. xanthii,
pudiendo ser una buena herramienta molecular para incorporar en los programas

de monitorizacion de resistencia del oidio de las cucurbiticeas.

7. En Espafia, la resistencia a fungicidas en P. xanthii es un problema de importancia
creciente, es por ello por lo que se deberian implantar estrategias de manejo de estas

resistencias de forma urgente, especialmente en las areas de cultivo intensivo.
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