Evaluaciéon molecular y fenotipica de la sensibilidad al fungicida
fenamidone en aislamientos de Peronospora sparsa

Molecular and phenotypic characterization of the resistance level
to fenamidone in Peronospora sparsa isolates
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Resumen: El Mildeo velloso es uno de los mayores
limitantes del cultivo de la rosa en Colombia. Esta en-
fermedad es causada por el Oomycete holobi6trofo
Peronospora sparsa que fue detectado en la década de
1970 en la Sabana de Bogota. En los tltimos afios su
efecto negativo sobre la floricultura aument6 condu-
ciendo a los cultivadores al empleo excesivo de fungi-
cidas con accién sistémica, muchos de los cuales no
cuentan con estudios de lineas base de sensibilidad ni
con el diseno de estrategias anti-resistencia apropia-
das. A fin de determinar el grado de sensibilidad de
diez aislamientos de P sparsa al fungicida fenamidone,
representante del grupo de resistencia cruzada Qol,
se realizaron pruebas de sensibilidad in vitro y eva-
luaciones moleculares. Los resultados muestran que
este patogeno presenta un alto grado de sensibilidad
a dicha molécula (EC;, promedio: 0,51 mg- L")y que
no hay evidencia de la presencia de las mutaciones
puntuales G143A y F129L asociadas con fenotipos
resistentes a Qol. Este estudio aporta las bases para el
desarrollo de una metodologia de deteccion molecu-
lar de individuos con resistencia a fungicidas Qol que
puede ser utilizada para monitorear las poblaciones
del patégeno en nuestro medio.

Palabras clave: citocromo b, EC;,, fungicidas
Qol, Mildeo velloso, mutacion puntual.

Abstract: Rose downy mildew caused by Peronospora
sparsa 1s a disease of increasing importance for the Co-
lombian flower industry. The disease was first reported
in the 1970’ and, during the last years, its aggressive-
ness has increased dramatically. This has meant that an
increasing and unacceptable number of fungicide ap-
plications are required to control it. This situation has a
negative impact on the environment and public health,
and requires a program to manage fungicide resistance,
including participation of flower growers, fungicide
companies, government agencies, and research institu-
tions. The aim of this study was to build up a baseline of
sensitivity of P sparsa isolates to fenamidone, a systemic
Qol fungicide, in order to support chemical strategies
used to control P sparsa, and specifically those directed to
avoid a loss of sensitivity to these fungicides. The results
were linked to the presence of point mutations in the
cytochrome b gene, which have previously been linked
to resistance to these fungicides. Fungicide evaluations
showed a high level of sensitivity of P sparsa isolates to fe-
namidone (ECy;: 0.51 mg - L"), which was linked to the
absence of point mutations G143A and FI129L in the
cytochrome b gene. A test is currently being designed to
monitor Qol fungicide sensitivity in P sparsa populations
in the rose growing regions of Colombia.
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Introduccion

CoLOMBIA ES EL SEGUNDO exportador de flores en el
mundo, con una participacién cercana al 14% del mer-
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cado internacional y un area cultivada de 6.544 ha con
diversas variedades de rosas, claveles, crisantemos y al
menos otras quince especies de plantas ornamentales
(AsocoLFLORES, 2005). El cultivo de rosas representa
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el 48% de las exportaciones de este sector, de manera
que constituye la base fundamental de la floricultura del
pais. La produccion de rosas se ve afectada por diferen-
tes factores bidticos y abioticos, entre los que sobresalen
las plagas y enfermedades como los mas limitantes, des-
tacandose en los Gltimos afos el Mildeo velloso, causado
por el Oomycete Peronospora sparsa (Arbelaez, 1999). Este
patogeno fue originalmente reportado en Inglaterra en
1862 y se detectd en Colombia en la década de 1970,
ocasionando dafios menores en los cultivos de rosas de

la Sabana de Bogota (Horts, 1983; Gomez, 2004).

El problema del Mildeo velloso en Colombia se ha
incrementado durante el tltimo lustro a tal punto que,
bajo condiciones de alta susceptibilidad de las varie-
dades sembradas, las pérdidas ocasionadas por esta
enfermedad se estiman en un 10% de la produccion
bruta anual (Gémez y Arbelaez, 2005). Son varias las
hipotesis que plantean los investigadores y productores
de rosas como las causas del resurgimiento del Mildeo
velloso en Colombia; entre otras se destacan la intro-
duccién y siembra de nuevas variedades de rosa sus-
ceptibles al patogeno, los cambios climaticos asociados
con el calentamiento global, la modificacion de los siste-
mas de produccién de flores y el uso indiscriminado de
fungicidas sistémicos para su control (Arbeldez, 1999;
Ayala et al., 2005).

El aumento del nivel de enfermedad del Mildeo vello-
so de la rosa ha incrementado los costos de produccién
en este cultivo; ello ha precipitado un empleo excesivo
de productos fungicidas y a su aplicacién calendario,
llegando incluso a encontrarse cultivos en los cuales
se realizan tres aplicaciones por semana, con las gra-
ves consecuencias ambientales, de salud publica y de
seleccion de variantes resistentes del patogeno que esto
implica. Entre los fungicidas empleados para el control
del Mildeo velloso se destacan fosetil-al, iprovalicarb,
propineb, dimetomorf, cimoxanil, oxadixil, metalaxil y
mas recientemente el fenamidone (Quiroga, 2004; Wal-
tera et al., 2004).

El fungicida fenamidone pertenece al grupo quimi-
co de las imidazolinonas, el cual presenta como modo
de accion la inhibicién de la respiraciéon mitocondrial
al bloquear el transporte de electrones a nivel de la
ubihidroquinona en el complejo III (citocromo-C-
oxidoreductasa), también llamado ‘complejo bcl’, ra-
z6n por la que se incluye como fungicida del grupo
Qol (por quinone outside inhibitors) con las estrobilurinas
(azoxistrobin, picoxistrobin, piraclostrobin, kresoxim-

|150

metilo, trifloxistrobin, metominostrobin, fluoxastrobin)
y oxazolidinedionas (Genix y Villier, 2003; Neuburger
et al., 2003; Frac, 2005a). Su accibén es especialmente
eficaz contra un gran nimero de patogenos de la clase
Oomycetes como Plasmopara viticola, Phytophthora infes-
tans y varias especies de Peronospora; asi mismo, tam-
bién controla algunos Ascomycetes (Mycosphaerella spp.,
Venturia inaequalis) y hongos mitosporicos (Alternaria sp.)
(Mercer y Latorse, 2003).

El fenamidone es eficiente tanto a nivel preventivo
como curativo, ya que actua sobre diferentes sitios del
ciclo de vida de los hongos y pseudo-hongos que con-
trola. En el caso de los Oomycetes inhibe la liberaciéon
de zoosporas y la germinaciéon directa a partir de espo-
rangios, presentando también un efecto antiesporulante
y una alta accion translaminar (Mercer y Latorse, 2003).
A pesar de que la comercializacién de los fungicidas Qol
es relativamente reciente, el reporte de aislamientos resis-
tentes de hongos y pseudo-hongos a Qol se ha venido in-
crementando rapidamente en diferentes cultivos (Blume-
ria graminis L.sp. tritict en trigo; P viticola en vid; 1/ inaequalis
en manzano) debido a su mecanismo de accién Gnico, a
la ocurrencia de resistencia cruzada entre fungicidas Qol
y ala carencia de practicas adecuadas para su utilizacién

(Neuburger ¢t al., 2003; Frac, 2006).

La resistencia a fungicidas Qol se ha asociado con la
presencia de mutaciones puntuales en el gen cifocromo
b en aislamientos de diferentes hongos, detectandose
inicialmente en individuos con fenotipos resistentes
de Saccharomyces cerevisiae (D1 Rago et al., 1995) y con-
firmandose en los fitopatogenos B. graminis f.sp tritici
y Pseudocercospora cubensis en cultivos de trigo y cucur-
bitaceas, respectivamente (Sierotski et al., 2000; Ishii
et al., 2001). En dichos estudios se han identificado
cerca de 11 mutaciones potencialmente asociadas con
resistencia a Qol, ademas de un posible mecanismo
de detoxificaciéon que esta mediado por un sistema
de respiraciéon alterno como respuesta a la inhibicién
de la cadena de transporte de electrones (Zheng et al.,
2000; Sierotzki et al., 2000). Investigaciones posterio-
res han determinado que los fenotipos resistentes se
encuentran estrechamente asociados con la sustitu-
cién del aminoacido guanina por citosina en el codén
143 (GGT) que codifica para el aminoacido glicina de
la proteina citocromo b (Sierotzki et al., 2000; Zheng et
al., 2000; Ishii et al., 2001; Sirven y Beffa, 2003). Una
segunda mutacion que induce al cambio de fenilalami-
da por leucina en el codén 129 también se ha asociado
con la resistencia a dichos fungicidas en Pyricularia gri-
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sea (Farman, 2001), Pythium aphanidermatum (Bartlett et
al., 2002) y V inaequalis (Zheng y Koller, 1997).

El efecto detrimental que ocasiona el fenémeno de re-
sistencia a fungicidas sobre el ambiente, la salud puabli-
ca y la economia de las regiones agricolas, trasciende el
ambito de las compafiias productoras de agroquimicos y
se constituye en un problema social con profundos efec-
tos, tanto sobre las poblaciones rurales mas vulnerables,
como sobre los consumidores concentrados en los centros
urbanos. En este escenario se requiere la cooperacion de
entidades de investigaciéon y organismos de control del
Estado para disefiar estrategias anti-resistencia, es decir,
que prevengan en campo el desarrollo de mecanismos de
resistencia a los fungicidas Qol por parte de los Oomice-
tos. Dichas estrategias se basan en la realizacion de estu-
dios regionales de eficacia de fungicidas bajo las condi-
ciones propias de cada agroecosistema, la determinacion
de lineas base de sensibilidad y la ejecucién de investiga-
ciones que predigan el riesgo biologico de la apariciéon de
poblaciones de fitopatdgenos resistentes a los fungicidas,
en especial aquellos susceptibles de generar resistencia
cruzada (Kéller, 2001; Damicone, 2004).

Debido a la carencia de informacion sobre la efecti-
vidad del fungicida fenamidone para el control del Mil-
deo velloso de la rosa en Colombia se determinaron los
niveles de sensibilidad a este fungicida en 10 aislamien-
tos de P sparsa procedentes de la Sabana de Bogota y el
Norte de Antioquia. Dichas evaluaciones se acompa-
naron del analisis molecular para detectar la presencia
de las mutaciones G143A y F129L en el gen citocromo b,
asociadas con fenotipos resistentes a fungicidas Qol en
otros patdogenos.

Materiales y métodos

Obtencion de aislamientos

Esta investigacion se desarroll6 en los laboratorios de
Estudios Moleculares y de Biologia Celular y Molecular
de las facultades de Ciencias y Ciencias Agropecuarias,
Universidad Nacional de Colombia, en Medellin. Las
plantas de rosa empleadas para el mantenimiento de £
sparsa fueron sembradas en los predios de la universidad
y los aislamientos del pseudo-hongo se obtuvieron a
partir de foliolos de rosa con sintomas de Mildeo vello-
so en cultivos ubicados en la Sabana de Bogota (Bogota
D.C., Cogua, Cota, Gachancipa, Suba, Suesca, Tenjo)
y el Oriente (Carmen de Viboral, La Unién) y Norte
(San Pedro de los Milagros) de Antioquia.
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Mantenimiento del patéogeno

Debido a la condicion holobiétrofa de P sparsa es nece-
sario mantener de manera permanente los aislamientos
del hongo sobre material vegetal; para esto se utilizaron
hojas jovenes provenientes de plantas de rosa variedad
Charlotte, la cual es altamente susceptible a la enferme-
dad. La purificacion de los aislamientos del oomiceto se
realiz6 mediante el paso de un pincel fino humedecido
por el envés a partir de foliolos obtenidos en el campo
con signos del patégeno, y su posterior contacto con fo-
liolos de rosa sanos en estado joven, previamente desin-
festados mediante lavado con abundante agua destilada
y una solucién de hipoclorito de sodio al 1% durante
1 min. Los foliolos inoculados fueron mantenidos en
cajas de Petri plasticas acondicionadas como camaras
htmedas, con el haz dirigido hacia la base e incubadas
en un fitotron (Indulab® CAB-30, Medellin, Colom-
bia) a 18°C, humedad relativa entre 90 y 100% y 12
horas de luz/oscuridad por 7 dias. Este procedimiento
se repitio hasta obtener suficiente material del pseudo-
hongo para la extraccion de ADN y la realizacion de las
pruebas de sensibilidad.

Niveles de sensibilidad de Peronospora sparsa
al fungicida fenamidone

Para la construccion de la linea de sensibilidad al fungi-
cida fenamidone se seleccionaron 10 aislamientos de £
sparsa representantivos de las diferentes zonas de colec-
ci6n (tabla 1). Se utilizé un disefio completamente al azar
con arreglo factorial 10x7 y tres repeticiones. La unidad
experimental estuvo conformada por una caja de Petri
con cuatro discos de hoja de 14 mm proveniente de fo-
liolos jévenes de plantas de rosa de la variedad Charlotte.
El primer factor corresponde alos 10 aislamientos y el se-
gundo a siete concentraciones del fungicida (0; 1,5; 3; 6;
12; 25y 50 mg - L"), las cuales fueron definidas siguiendo
una escala exponencial con su limite superior basado en
la dosis recomendada en campo. El experimento com-
pleto fue repetido dos veces en el tiempo para mejorar la
precision de la informacion obtenida.

Los discos fueron sumergidos en cada una de las dosis
durante 1 min, para luego ser localizados en cajas de
Petri con medio de sobrevivencia suplementado con 2
mg- L' de kinetina e incubados durante 24 horas bajo
las condiciones antes descritas. Para el establecimiento
de la dosis del tratamiento control (0 mg - L") se sumer-
gieron los discos de hoja en agua destilada estéril y se
inocularon en forma similar a los demas tratamientos.
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Tabla 1. Aislamientos de Peronospora sparsa seleccionados
para la evaluaciéon de la linea de sensibilidad.

Aislamiento Hospedante Cultivo Localidad
(variedad)

Ps13 Charlotte Andalucia Tenjo
Ps43 Akito Tropics Tenjo
Psd4 Sari Alpes Tenjo
Psd5 Bella Perla Deyavd Gachandipd
Psdé Vendella Luis Ramirez Gachandipd
Psd7 Vendella El Olivo Cogua
Ps48 Charlott Flores Aurora Suesca
Ps49 Bella vista Jaroma Gachandipd
Ps50 Asmer Gold Inversiones Coquette San Pedro
Ps51 Vendella Inversiones Coquette San Pedro

Para la inoculacion del patoégeno se colectaron en
agua destilada estéril los esporangios desarrollados lue-
go de siete dias de incubacion, preparandose suspensio-
nes de 40,000 esporangios/mL, mediante el empleo de
un hematocitometro. Posteriormente, una gota de 10
pL de las concentraciones citadas fue depositada en el
centro de cada disco foliar y las cajas fueron incubadas
durante 8 dias, periodo después del cual se evaltio so-
bre cada disco el porcentaje de area foliar afectada con
Mildeo velloso por comparacién con una escala 0-5, en
donde 0O se refiere a la ausencia de sintomas y 5 a un
porcentaje de area foliar afectada superior a 50% (Mer-
cer y Latorse, 2003).

Para el analisis estadistico del experimento se procedio
a codificar los valores discretos de la escala de severidad
en una escala porcentual que indica el area foliar afec-
tada, donde los intervalos 0-1 corresponde a valores de
0a12,5%; 1-2, 12,5 a 25%; 2-3, 25 a 37,5%; 3-4, 37,5
a 50% y 4-5, 50 a 100%. Inicialmente se realiz6 un ana-
lisis de varianza combinado considerando un modelo
mixto donde los efectos fijos fueron aislamiento y dosis,
y los efectos aleatorios fueron la variacién entre experi-
mentos, entre cajas de Petri dentro de experimentos, y
las interacciones del efecto de los experimentos con los
aislamientos y las dosis. Fue considerada la heterogenei-
dad de varianzas dentro de cada uno de los experimen-
tos. Se obtuvieron las medias ajustadas por minimos
cuadrados y su respectivo error estandar para cada uno
de los aislamientos en cada una de las dosis. Con estos
valores se realiz6 la estimacion de la EC;, ponderada
por el reciproco del error estandar para cada uno de los
aislamientos mediante el procedimiento PROBIT de SAS
System v. 8,2" (SAS, 1999). Adicionalmente se obtuvie-
ron los intervalos de confianza al 95%.
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Para verificar la accion del fungicida como antiespo-
rulante se realiz6 el conteo de esporangios por dosis y
por aislamiento en cada uno de los experimentos, y se
obtuvieron los promedios de estos valores.

Evaluacion del producto
comercial Mildex"®

Con fines comparativos se realizé un experimento en
el cual se evalué el nivel de sensibilidad al fungici-
da Mildex® —que tiene como formulacién comercial
44,4 g- kg" del ingrediente activo (i.a.) fenamidone
y 667 g- kg de fosetil-al- de dos aislamientos de P
sparsa que presentaron los mayores y menores valores
EC;, en la evaluacion de la linea base. Los proce-
dimientos de aplicacién del fungicida, inoculacién
y analisis estadistico, fueron similares a los descritos
anteriormente, con la variaciéon de la utilizaciéon del
producto comercial Mildex” como fuente para la ob-
tencién de las seis dosis de i.a. fenamidone, indicadas
anteriormente y la realizaciéon de un disefio comple-
tamente al azar con arreglo factorial 4x7.

Extraccion del ADN de Peronospora sparsa

Con el objeto de relacionar los resultados obtenidos
en la evaluacion de la linea base con la secuencia de
nucleotidos de la region del gen citocromo b en la que
previamente se han identificado mutaciones puntua-
les asociadas con el grado de sensibilidad a fungicidas
Qol de hongos y pseudo-hongos (Sierotski et al., 2000;
Sirven y Beffa, 2003), se seleccionaron los tres aisla-
mientos que presentaron los menores valores de EC;,
y los tres aislamientos con menor grado de sensibilidad
al fungicida fenamidone a fin de proceder al analisis
molecular de la region mitocondrial del gen citocromo
b. En la extraccién del ADN de cada aislamiento se
tomaron las estructuras somaticas y reproductivas del
pseudo-hongo mediante la aplicacién directa de 150
pL de bufter de extraccion (CTAB 2%, NaCl 1.4 M,
EDTA 20 mM, Tris-HCI 100 mM pH 8,0) sobre el te-
jido foliar afectado y la obtencién de dicha suspension
con la ayuda de una micropipeta, para proceder a su
maceracion fisica mediante un pistilo estéril y su pos-
terior incubacion al bano Maria a 65°C por 10 min.
Luego se adicion6é un volumen de fenol:cloroformo,
se centrifugé a 13.000 rpm por 10 min y se realizd
un lavado adicional con 1 volumen de cloroformo. El
sobrenadante fue transferido a otro tubo Eppendorf
y los acidos nucleicos fueron precipitados durante 2
horas a —20°C con 0,6 volimenes de isopropanol y 0,1
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volimenes de acetato de sodio 3 M, colectandose por
centrifugacién a 13.000 rpm por 30 min. El micro-pe-
llet obtenido fue lavado con 100 pL de etanol al 70%,
secado al vacio en un equipo Speed Vac® (Eppendorf
5301, Hamburgo, Alemania) y resuspendido en 20 pL
de agua bidestilada estéril.

Confirmacion molecular de
la naturaleza del ADN recuperado

Debido a la condicién holobidtrofa de P sparsa, y a la
baja cantidad de material biolégico utilizado para la ex-
traccion de ADN, fue necesario confirmar la naturaleza
del ADN extraido utilizando los primers especificos para
P sparsa PS3 (5> ATT TTG TGC TGG CTG GC 3) y
PSI (5> TGC CAC ACG ACC GAA GC 3’) disenados
previamente por Aegerter ef al. (2002) para amplificar
las regiones ITS1, 5.8S e I'TS2 de este pseudohongo.
Las reacciones de PCR incluyeron 0,1 pM de cada pri-
mer, 1 U de Taq ADN polimerasa recombinante (Fer-
mentas, Vilnius, Lituania); 0,2 mM de cada dNTP, 1X
de buffer de enzima (100 mM Tris-HCI (pH 8,8); 500
mM KCI; 0,8% Nonidet P40); 2 mM MgCl,, 5 pL de
una dilucion 1/10 de ADN y un volumen total de reac-
cion de 25 plL.

Las condiciones de amplificacién consistieron en una
desnaturalizacion inicial a 94 °C por 3 min, seguida por
35 ciclos de 94°C por 2 min, 60°C por 1,3 min, 72°C
por 2,5 min y un periodo final de extension a 72°C por 7
min, utilizandose un termociclador PTC-100" (M]. Re-
search, INC., Whaltam, EUA). Luego de la reacciéon se
tomaron 5 pL de los productos y se separaron por elec-
troforesis en gel de agarosa al 1,5% suplementado con 3
uL de bromuro de etidio (10 mg- mL"). La visualizacién
de las bandas se realiz6 bajo luz ultravioleta utilizando el
sistema digital de analisis BioDoc Analyze” (Biometra,
Hamburgo, Alemania). Cinco de los productos de PCR
obtenidos en igual nimero de aislamientos fueron purifi-
cados mediante el kit Wizard PCR Preps ADN Purifica-
tion System” (Promega, Madison, EEUU) para proceder
a su secuenciaciéon directa en ambas direcciones utili-
zando un secuenciador ABI Prism 3730x1” (PE Applied
Biosystems) de la compaiiia Macrogen (Corea del Sur)
con los primers PS1 - PS3 y el kit Big Dye Terminator
Cycle Sequencing Ready Reaction” (PE Applied Biosys-
tems, Foster City, California, EUA). Las secuencias obte-
nidas fueron editadas con la ayuda del software EprrseQ”
y se compararon, utilizando el programa Brast (2006),
frente a aquellas reportadas para P sparsa en las bases de
datos moleculares.
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Analisis de la secuencia parcial
del gen citocromo b

La amplificacion del gen citocromo b se realizd emplean-
do los primers: CB1 (5’ ATT TTT TTG GAT TCG GTT
CG3)yCB2 (’GTTTTC ATT GGATTT GCT TC
3’) reportados por Sirven y Beffa (2003) como especi-
ficos para Oomycetes; éstos amplifican una region de
aproximadamente 700 pb que contiene los codones 129
a 146, en la cual se han detectado mutaciones asociadas
con resistencia a fungicidas Qol. Las reacciones se rea-
lizaron en un termociclador PTC-100" (M] Research,
Inc.) y consistieron de una desnaturalizacion inicial a
94°C por 3 min, seguida por 35 ciclos de 94°C por 1,3
min., 52°C por 1,3 min, 72°C por 2 min y una exten-
sion final a 72°C por 10 min.

Las condiciones del PCR, corrido electroforético y
secuenciacion fueron similares a las descritas anterior-
mente, con la excpecion de los primers utilizados (CB1 y
CB2). Las secuencias obtenidas fueron editadas con la
ayuda del software Editseq” y se compararon utilizando
el programa Brast (2006) con aquellas del gen citocromo
b previamente depositadas en las bases de datos mole-
culares para otros Oomycetes. Las secuencias consenso
se ensamblaron utilizando el programa MegAlign® v se
tradujeron a secuencia de aminoacidos.

Resultados

Aislamientos

Los procedimientos presentados en la seccién de mate-
riales corresponden a los consolidados de una serie de
variantes metodologicas que fue necesario evaluar en
esta investigacion. En total se colectaron 143 muestras
con sintomas de Mildeo velloso en 15 variedades co-
merciales de rosa, de las cuales fue posible la obtencion
de 51 aislamientos del patdgeno.

Establecimiento de los niveles de sensibilidad
de P. sparsa al fungicida fenamidone

La accion del fungicida fenamidone sobre el desarrollo
de la sintomatologia del Mildeo velloso en los discos de
hoja inoculados fue evidente y gradual con el aumento
de las dosis evaluadas. Por su parte, en el tratamiento
control la severidad del patbgeno alcanzo6 valores en la
escala que oscilaron entre 3 y 4 (37,5% y 50% en la
escala transformada) para todos los aislamientos, en el
tratamiento con la dosis 1,5 mg- L dicha severidad se
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redujo a valores de la escala de 2 a 3 (25% a
37,5%); cuando se evalu6 la dosis de 6 mg-
L™, no sobrepaso el nivel 2 (12,5 a 25%) de
la escala. Las dosis del fungicida superiores
a 12 mg- L fueron efectivas para reducir la
severidad del Mildeo velloso a valores entre
0y 1(0% a12,5%) (figura 1).

En el analisis de la esporulaciéon del pa-
togeno se determindé que en promedio,
para el tratamiento control, se produjeron
entre 10.500 esporangios/mL" (aislamien-
to Ps48) y 82.500 esporangios/mL" (aisla-
miento Ps13), niveles que se redujeron con
el aumento de la dosis del fungicida, a tal
punto que, a 12 mg- L', solamente tres
aislamientos esporularon (aislamientos
Ps13, Ps45 y Ps50); a 25 mg- L' ningu-
no de ellos logré esporular. El efecto an-
tiesporulante del fenamidone se confirma
al observar que el aislamiento Ps13, que
produjo un mayor nimero de esporangios
en el tratamiento control, al ser sometido
a las dosis de 1,5 pg- mL" y 3 pg- mL",
redujo su nivel promedio de esporulaciéon
en 74 y 81%, respectivamente (figura
2). Cuando se calcularon los valores de
EC50, se encontr6 que éstos oscilaron
entre 0,29 (aislamiento Ps44) y 0,83 mg-
L (aislamiento Ps46), siendo el promedio
para todos los aislamientos de 0,51 mg-
L' (figura 3).

La evaluacion de la accion del fenamidone
a partir de la formulaciéon comercial Mildex®
en los cuatro aislamientos seleccionados, resul-
t6 con un patrén similar al encontrado cuan-
do se evalu el ingrediente activo (tabla 2). Sin
embargo su eficacia fue menor, ya que las dosis
que redujeron el nivel de severidad a valores
de 1 en la escala utilizada, fueron 25 mg- L'
para los aislamientos Ps13, Ps46, Ps51 y 12
mg- L' para el aislamiento Ps44 (figura 4).
Este resultado se reflej6 en el calculo de los va-
lores de EC;,, que alcanzaron un promedio de
1,3 ug-mL"y oscilaron entre 0,8 (aislamiento
Ps51)y 2 mg- L (aislamiento Ps46) (figura 5).
Un situacion similar se encontrd al evaluar el
grado de esporulacion, en este caso, ninguno
de los cuatro aislamientos detuvo la produc-
cion de esporangios a 25 mg- L, e incluso el
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Figura 1. Evaluacién de la sensibilidad al fungicida fenamidone de diez ais-
lamientos de Peronospora sparsa procedentes de cultivos de rosa de los departa-
mentos de Cundinamarca y Antioquia. La escala de severidad empleada co-
rrespondié a un rango de 0 a 5 que fue transformada a valores de porcentaje.
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Figura 2. Produccién promedio de esporangios en diez aislamientos de
Peronospora sparsa procedentes de cultivos de rosa de los departamentos de
Cundinamarca y Antioquia sometidos a diferentes dosis de fenamidone
luego de ocho dias de incubacion.
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Figura 3. Valores de EC;, (mg- L") para el fungicida fenamidone de-
terminados a partir del ingrediente activo en grado técnico, en diez ais-
lamientos de Peronospora sparsa procedentes de cultivos de rosas en los de-
partamentos de Cundinamarca y Antioquia. Las lineas representan los
intervalos de confianza al 95%.
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Tabla 2. Valores EC;; ¢ intervalos de confianza para el ingrediente ac-
tivo fenamidone en grado técnico y el producto comercial Mildex® en
aislamientos de Peronospora sparsa procedentes de cultivos de rosa de los
departamentos de CGundinamarca y Antioquia.

Valores EC, (mg - L") e intervalos de confianza

Aislamiento

Fenamidone Mildex®
Ps13 0,31(0,21-0,41) 1,40 (1,13—1,67)
Ps43 0,58 (0,46 —0,71)
Psd4 0,29 (0,20 —0,40) 0,91 (0,69 —1,13)
Psd5 0,64 (0,53 -0,76)
Psdb 0,83 (0,71 -0,95) 2,05(1,82-2,29)
Psd7 0,32 (0,22 -0,42)
Ps48 0,42 (0,31 -0,53)
Ps49 0,63 (0,51 -0,75)
Ps50 0,61 (0,48 —0,75)
Ps51 0,79 (0,66 —0,93) 0,80 (0,58 —1,03)

EC,, Promedio 0,51 (0,47 - 0,55) 1,27 (1,15 -1,40)

80 4

\ —+-Ps13 —+Ps44 —Ps46 +Pss1|

704
60+
50
40 ;
304

% Severidad

204
10 +

0 10 20 30 40 50
Dosis (mg-L™)

Figura 4. Evaluacion de la sensibilidad al fungicida Mildex” (44,4 g - kg™
de i.a fenamidone y 667 g- kg de fosetyl-al) en cuatro aislamientos de
Peronospora sparsa seleccionados a partir de la linea base de sensibilidad. La
escala de severidad empleada correspondié a un rango de 0 a 5 que fue
transformada a valores de porcentaje.

2,5

2,04 1

15 |

ECq (mg'l-w)
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Figura 5. Valores de EC;, (mg- L") para el fungicida fenamidone deter-
minados a partir del producto comercial Mildex” en cuatro aislamientos
de Peronospora sparsa seleccionados en el estudio de la linea base de sensibi-
lidad. Las lineas representan los intervalos de confianza al 95%
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aislamiento Ps13 produjo en promedio 2.000
esporangios/mL" cuando se someti6 a la ma-
yor dosis (50 mg - L") (figura 6).

Confirmacion molecular de la
naturaleza del ADN recuperado

La metodologia de extraccion de acidos nu-
cleicos empleada resulto eficiente para obtener
la calidad adecuada de ADN requerida para
realizar la prueba de PCR especifica, en la que
se obtuvo un amplicén de aproximadamente
700 pb en los diez aislamientos utilizados en
este estudio. La secuenciacién de estos frag-
mentos permitié confirmar la identidad de la
especie Peronospora sparsa como agente causal
del Mildeo velloso de la rosa en Colombia (ni-
mero de accesion GenBank DQ887772).

alist. a uencia parcia
Analisis de la secuenci 1al del
gen citocromo b

La utilizacién de los primers CB1 y CB2 bajo
las condiciones de PCR descritas permiti6 la
amplificacion especifica de un amplicon de
625 pb. Dicharegion fue confirmada median-
te secuenciacion directa como perteneciente
al gen citocromo b del genoma mitocondrial
(ntmero de accesion GenBank D(Q887773).
El analisis mediante BLAST de la secuencia de
nucleotidos permitié determinar que existia
un alto porcentaje de similitud entre las re-
giones correspondientes a las posiciones 14-
112 (94%), 187-397 (93%) y 430-523 (91%)
de los aislamientos de P sparsa secuenciados
y las regiones del ADN mitocondrial 11428-
11526 nt, 11601-11811 nt, 11844-11937 nt,
del Oomycete P infestans. Asi mismo, se en-
contré que la regiéon analizada presenta un
alto nivel de similitud con secuencias dispo-
nibles del citocromo b en los Oomycetes fitopa-
togenos Hyaloperonospora parasitica (valor E: 4
x 107, para 205 nt), Phytophthora megasperma
(valor E: 9 x 107" para 205 nt) y Plasmopara vi-
ticola (valor E: 9 x 107, para 205 nt). Cuando
la comparacion de la porcion del gen citocromo
b se realiz6 con base en la secuencia de ami-
noacidos los valores de similitud fueron de
96% (valor E: 9 x 10™"), presentandose 177
identidades de los 183 aminoacidos, lo cual
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demuestra el alto grado de conservacion que
presenta la proteina codificada por dicho gen
y sustenta su utilidad como un marcador del
nivel de sensibilidad de los Oomycetes a los

fungicidas Qol. 100000 1
8
El estudio detallado de la regién del gen _g 80000 1
citocromo b, en la cual se han detectado en 5
. . . o 60000 -
hongos mutaciones asociadas a fenotipos 8
resistentes a fungicidas Qol, evidenci6 la 40000 |
ausencia de las mutaciones G143A y F129L
en todos los aislamientos evaluados, lo cual 20000 4
coincide con el alto nivel de sensibilidad
presentado por todos los aislamientos de P 0

sparsa evaluados, tanto en el estudio de la li-
nea base, como en el proceso de crecimiento
bajo dosis subletales (figura 7).

120000 -

Dosis (mg - L)
B6 @12 @25 050

Ho E15 B3

Aislamientos

Figura 6. Produccion de esporangios en cuatro aislamientos de Peronospo-

ra sparsa procedentes de cultivos de rosa de los departamentos de Cundi-

Discusion

namarca y Antioquia sometidos a diferentes dosis de fenamidone aporta-

do por el producto comercial Mildex” luego de ocho dias de incubacién.

En esta investigacion se evalud el nivel de
sensibilidad de P sparsa, agente causal del
Mildeo velloso de la rosa, a la molécula fena-
midone, representante del grupo de fungici-
das de resistencia cruzada Qol. Se encontrd
que las poblaciones de este patégeno tienen
un alto nivel de sensibilidad a dicho i.a.y
que no se presentan mutaciones asociadas
con la resistencia a Qol en diez aislamientos
de P sparsa obtenidos de diferentes cultivos
de rosa del pais.

Magnaporthe grisea (R) *

129 146
Peronospora sparsa - Colombia EMGYVLPWGQMSFWGATV
Phytophthorainfestans - Colombia EMGYVLPWGQMSFWGATV
Phytophthorainfestans - Irlanda Emgx&iwg(lmggwgﬁ}g
Phytophihora megasperma FMGYVLPWGSMSFWEATV
Saprolegnia ferax . EMGYVLPWGQMSFWGATV
AR IS EMGYVLPWGQMSFWGATV
Plasmopara viticola ® * FMGYVLPWGQMSFWAATY

LLGYVLP F GQMSLWAATV

t t

*Aislamientos previamente reportados como sensibles (S) y resistentes (R),
al fungicida Fenamidone por (Farman, 2001) y Sirven y Beffa(2003).

Para la realizacién del estudio fue necesa-
rio el establecimiento y estandarizacion de
diversas metodologias fitopatolégicas y mo-
leculares aplicables a hongos y pseudo-hon-
gos obligados bajo las condiciones propias
de nuestro medio, estableciéndose las bases
experimentales para el desarrollo de futuras
investigaciones con este grupo de agentes
fitopatdgenos. En este sentido, procesos como el de pu-
rificacién y mantenimiento de aislamientos de P sparsa
bajo condiciones de laboratorio presentaron gran difi-
cultad y exigieron la aplicacion de diferentes estrategias
metodologicas para su estandarizacion. Aunque en la
literatura mundial existen reportes de trabajos simila-
res realizados con mildeos vellosos (Peronospora destructor,
Plasmopara viticola, Pseudoperonospora cubensis) (Michelmore
et al., 1988, Kamoun, 2003), las metodologias alli esta-
blecidas no correspondian totalmente a las condiciones
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+ Los aminoacidos subrayados corresponden a los sitios 129 y 143.

Figura 7. Alineamiento de las secuencias de varios Oomycetes entre las
posiciones 129 y 146 del gen citocromo b. Los codones 129 y 143 (indicados
por flechas) se han asociado previamente con fenotipos resistentes a fun-
gicidas del tipo Qol.

de este trabajo. Afortunadamente, los trabajos previos
desarrollados en Colombia para P sparsa por Arbelaez
(1999), Gémez (2004) y Filgueira (2004) ofrecieron un
adecuado punto de partida que condujo a adaptaciones
experimentales como la implementacién de camaras
hiimedas mediante el empleo de agar-agua y rejillas
plasticas inmersas en una lamina de agua; inoculacion
del patodgeno utilizando una suspension de esporangios
a partir de volimenes de 250 pL, previa generacién
de microlesiones mediante un pincel fino y el mante-
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nimiento del patdégeno bajo condiciones de luminosi-
dad constante, 18°C y HR superior al 80%. Asi mismo,
se adapté una metodologia eficiente de extracciéon de
ADN a partir de modificaciones de los protocolos de
Lindqvist-Kreuze et al. (2002) y Tian ef al. (2004) y se
estandarizo la técnica de PCR especifica para ampli-
ficar las regiones nuclear del rDNA y mitocondrial del
cttocromo b.

De un total de 143 muestras sintomaticas colectadas
se logré la purificacion de 51 aislamientos representati-
vos de las principales regiones cultivadoras de rosa de la
sabana de Bogota y Antioquia. Debido al caracter holo-
bidtrofo de P sparsa, por motivos logisticos no fue posible
el mantenimiento de dicha colecciéon en el laboratorio,
pero st lo fue el almacenamiento de su ADN para es-
tudios genéticos posteriores. En esta investigacion dicho
procedimiento se realizo y su utilidad se hizo evidente en
un primer trabajo desarrollado por Ayala et al. (2005), en
el cual se estudi6 el nivel de variabilidad genética de 40
aislamientos de P sparsa mediante marcadores molecula-
res RAPD y PCR-RTLP de regiones I'T'S, encontrandose
que en Colombia este patdgeno presenta una estructura
genética fundamentalmente clonal.

La utilizacién del par de primers PS1 y PS3 disenados
por Aegerter ¢t al. (2002) para amplificar en forma es-
pecifica el ADN ribosomal de la region I'TS de P sparsa,
resulté una técnica adecuada para confirmar al agente
causal del Mildeo de la rosa en Colombia como per-
teneciente a esta especie, ademas de garantizar que el
ADN extraido procedia del pseudo-hongo y evaluar la
utilidad del ADN en amplificaciones de PCR. De esta
forma se complement6 el reporte de Arbelaez (1999)
quien habia identificado a P sparsa en cultivos de rosa ba-
sado en caracteristicas morfologicas; confirmaciéon que
se hacia necesaria debido a que las especies de género
Peronospora presentan un alto grado de evolucion conver-
gente (Riethmiiller ez al., 2002; Goker et al., 2003).

La accién fungicida del fenamidone sobre P spar-
sa fue evidente, disminuyendo gradualmente, tanto la
severidad de Mildeo velloso sobre los discos de hoja
inoculados, como el nivel de produccion de esporan-
gios del patdgeno, con el aumento de las dosis de esta
molécula quimica. Diferentes investigaciones realizadas
por compaiias productoras de fungicidas Qol (Mercer
y Latorse, 2003; Sirven y Beffa, 2003; Frac, 2005a) e in-
vestigadores independientes (Farman, 2001; Bartlett e
al., 2002; Neuburger et al., 2003) han determinado que
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este grupo quimico es una alternativa eficiente para el
manejo de algunos Ascomycetes, hongos mitosporicos y
Oomycetes fitopatogenos en diversos cultivos.

Para nuestro conocimiento, este trabajo representa el
primer reporte publicado de una linea de sensibilidad
a dichos fungicidas en el patogeno P sparsa 'y, por tanto,
no es posible la comparacion de estos resultados con
poblaciones del pseudohongo procedentes de otras re-
glones geograficas; sin embargo, existen reportes en los
Oomycetes P viticola y P infestans, de los que se puede
deducir que las poblaciones colombianas de P sparsa son
significativamente mas susceptibles a dicho 1.a.: en este
estudio se encontr6 un muy bajo valor de EC;, (0,51
mg- L) en contraste con los rangos de 2,6 a 4 mg- L
reportados para P viticola; de 12 a 19 mg- L' para P
infestans en Europa (Latorse y Gonzalez-Hilt, 2003); y
de 1,83 a2 mg- L encontrados por Argel et al. (2004) y
Escudero et al. (2005) para P infestans en Colombia.

Cuando se evalu6 la acciéon del fenamidone bajo su
formulacion comercial (Mildex®), se encontré que los
valores de EC;, para los cuatro aislamientos de P sparsa
incluidos en este experimento aumentaron en cerca del
100%; ademas, la accién antiesporulante del fungicida
se redujo notablemente con respecto a la prueba en la
que se utilizo el i.a. en grado técnico. Este hecho puede
ser un indicativo del efecto que sobre la sistemicidad
del i.a. fenamidone presenta el fungicida acompafian-
te fosetil-al, el cual requiere del sistema vascular de la
planta para su translocacion; alli es escindido generan-
dose fosfanato, una molécula antifingica e inductora de
resistencia en las plantas (Guest, 2006). Debido a que
en el presente experimento se emplearon discos de hoja,
es explicable entonces la reduccién de la capacidad de
translocacién translaminar del producto comercial Mil-
dex®. Sin embargo, la efectividad de la formulacion se
ajusta a las recomendaciones de la Frac (2006) en el
sentido que el fungicida acompanante (fosetil-al) al po-
seer un modo de accién diferente al fungicida principal
(fenamidone), amplia el espectro de control del produc-
to quimico a aquellos individuos que presentan pérdida
de sensibilidad al producto inhibidor de Qol.

La secuenciacién de una porcién del gen mitocon-
drial citocromo b, en la que se han reportado las muta-
ciones puntuales asociadas con fenotipos resistentes a
fungicidas Qol (Sierotzki et al., 2000; Frac, 2005b), per-
mitié confirmar los resultados obtenidos en la prueba
de sensibilidad, ya que no se detectaron las mutaciones
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G143A y F129L en ninguno de los aislamientos de P
sparsa evaluados, ni en otras posiciones de la porcion
secuenciada del gen citocromo b.

Recientemente Fisher y Meunier (2005) realizaron un
estudio tendiente a re-examinar la asociacién de muta-
ciones puntuales con la ocurrencia de fenotipos resis-
tentes de los hongos Saccharomyces cerevisiae y Pneumocystis
carinit a partir de la inducciéon dirigida de mutaciones
puntuales, encontrando que los mutantes G143A pre-
sentaban un aumento en sus valores EC;, de 16 a 400
veces dependiendo del i.a. Qol, mientras que en aque-
llos con la mutacion F129L, dicho incremento oscild
entre 2 y 12 veces. Segin Frac (2005b), las mutaciones
G143A se han encontrado en 17 de 23 hongos fitopa-
togenos evaluados con fenotipos resistentes, mientras
que la mutaciéon F129L soélo se ha reportado en tres
de ellos. Un hecho significativo del estudio de Fisher
y Meunier (2005) fue la observacion que la ocurrencia
de estas mutaciones no induce efectos adversos sobre la
actividad del complejo bel de los patogenos resistentes,
de tal manera que éstos mantienen su competitividad
ecoldgica invariable, lo cual representa un alto riesgo
desde el punto de vista de su control.

El empleo de la técnica basada en PCR para la de-
terminacion de fenotipos de P sparsa resistentes a fun-
gicidas Qol presenta un alto potencial desde el punto
aplicado, debido a que no se requiere del mantenimien-
to del patogeno bajo condiciones de laboratorio. Estas
pruebas se han incorporado en forma rutinaria en la
evaluacion de los niveles de sensibilidad de poblaciones
de fitopatdgenos de importancia econémica en diferen-
tes regiones del mundo (Frac, 2006) e incluyen el em-
pleo de enzimas de restricciéon cuyos sitios de reconoci-
miento estan ubicados en los lugares donde ocurren las
mutaciones asociadas con resistencia, asi como el uso
de sistemas de PCR en tiempo real basados en SYBR
Green I o en sondas fluorescentes TagMan®, que per-
miten cuantificar la frecuencia de individuos resistentes
en una poblacion (Gist ef al., 2002; Fraaije et al., 2002;
Sirven et al., 2002; Sirven y Beffa, 2003).

Conclusiones

A partir de los resultados encontrados en esta investiga-
cion se confirma la utilidad que presentan los fungicidas
Qol para el control del Mildeo velloso de la rosa en
Colombia. La permanencia del nivel de sensibilidad de
las poblaciones del patogeno al fenamidone dependera
de un empleo adecuado y oportuno de estas molécu-
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las quimicas por parte de los cultivadores de rosa. En
este sentido, la Frac (2006) presenta una guia completa
de recomendaciones tendientes a evitar la presion de
seleccién que induzca la ocurrencia de mutantes con
resistencia a Qol; por su parte, en el presente estudio se
ofrece una base metodologica para implementar un sis-
tema de diagnodstico molecular basado en PCR-RFLP
que puede ser empleado en el monitoreo constante de
la sensibilidad de las poblaciones de P sparsa en las dife-
rentes regiones cultivadoras de rosa del pais.
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