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El control quimico de las enfermedades es una de las medidas de manejo mas empleadas
en la agricultura, debido a que los fungicidas se han convertido en una parte integral de la
produccion eficiente de alimentos. En muchas ocasiones la utilizacion de fungicidas
constituye una medida eficiente, rapida, practica, y econdmicamente viable. Sin embargo,
y al igual de lo que sucede con el uso de herbicidas e insecticidas, las poblaciones de
hongos objeto de control pueden generar resistencia, tornando a los insumos fitosanitarios
destinados a la proteccion vegetal ineficientes, generando graves problemas a los
productores, empresas y a la comunidad en general (Garran et al., 2001; Hollomon, 2015;
Mikaberidze y McDonald, 2015). La vida util o efectiva de un fungicida se define como el
tiempo que va desde el inicio de uso en un cultivo en una regiéon cuando se lanza al
mercado hasta que el mismo pierde el control efectivo de la enfermedad que se pretende
controlar (Hobbelen et al., 2013). La apariciéon de resistencia a los diferentes principios
activos fungicidas es hoy en dia uno de los aspectos mas importantes de la agricultura
moderna (Deising et al., 2008; Hollomon, 2015; Lucas et al., 2015).

La resistencia a los fungicidas es un término que refiere a una adquirida y heredable
reduccion de la sensibilidad de un hongo a un principio activo anti-fungico especifico
(Beckerman, 2013). Es decir que constituye una propiedad fundamental, heredable y
estable, de los organismos fungicos por la cual obtienen la habilidad de adaptacién a
diferentes condiciones ambientales (normalmente adversas), lo que les permite sobrevivir.
En simples palabras “los hongos comienzan a acostumbrarse” a los fungicidas. Este
proceso se explica por el hecho de que algunos individuos de la poblacién fungica logran
sobrevivir, multiplicarse y propagarse, a pesar de haber sido expuestos a la aplicacion de



un fungicida que normalmente controlaba a esa poblacion (Hobbelen et al., 2014). Este
proceso involucra la sustitucion genética de la poblacién susceptible original del patégeno
mediante una nueva poblacién genéticamente y bioquimicamente distinta, que confiere
resistencia. Las cepas resistentes se originan de mutaciones genéticas raras, tan raras
que en un inicio la poblacién apenas se ve alterada. La sustitucion de formas susceptibles
por las resistentes sucede porque, en presencia del fungicida, la forma resistente se
multiplica mas rapidamente que la forma susceptible. Finalmente, estas cepas
sobrevivientes empiezan a dominar esa poblaciéon haciendo totalmente ineficiente al
fungicida en cuestion (van den Bosch et al., 2011). De esta manera, la evolucién de la
resistencia a fungicidas puede ser dividida en dos fases: emergencia y seleccion (Brent et
al., 1990; Brent y Hollomon, 1998). Durante la fase de emergencia, las cepas resistentes
surgen o se generan a través de escasas y raras mutaciones y subsecuentemente
invaden la poblacion del patégeno. En esta fase, el numero de lesiones resistentes al
fungicida es muy pequeno y las cepas resistentes pueden extinguirse debido a variacion
aleatoria. La longitud de la fase de emergencia (tiempo de emergencia) puede ser definido
como el tiempo que va desde la introducciéon de un nuevo modo de accién fungicida hasta
que la cepa resistente logra establecer una subpoblacién suficiente como para no ser
exterminada aleatoriamente. La evolucion de la resistencia entra entonces en la fase de
seleccion, en la cual la aplicacion de fungicidas incrementa la frecuencia de las cepas
resistentes en la poblacion patogénica global. El tiempo de emergencia de la resistencia
(tiempo en que tarda en surgir la resistencia a un determinado principio activo fungicida en
la poblacion de un determinado patégeno desde el inicio de uso) es funcién del efecto
combinado de la dosis sobre la densidad de la poblacién del patégeno, la tasa de
mutacion y la probabilidad de invasion (fase de seleccién) (Hobbelen et al., 2014).
Adicionalmente, estas cepas de hongos que son resistentes a ese fungicida, muy
probablemente seran también resistentes a otros fungicidas relacionados, aun cuando
todavia no han sido expuestos a aquellos, ya que poseen el mismo mecanismo
bioquimico de accion (MOA) (resistencia cruzada).

El desarrollo de resistencia a los fungicidas en patégenos esta directamente influenciado
por la biologia y la variabilidad intrinseca del patégeno (diferentes cepas, etc), asi como el
sitio y modo (o mecanismo bioquimico) de accién del fungicida en la célula fungica (Brent
y Hollomon 2.007). La resistencia a un determinado fungicida generalmente resulta de
una alteracion en el sitio de accion del fungicida en la célula del patégeno objeto de
control, determinado por un cambio genético heredable (molécula de ADN). De esta
manera, los fungicidas, por su propia naturaleza, pueden ser productos quimicos
altamente especificos que afectan a hongos patégenos. Esta especificidad a menudo
puede resultar en una rapida evolucién de los patdégenos. El sitio de accion del fungicida y
el grado de especificidad de éste, es uno de los aspectos mas importantes que impulsan
la evolucion de patdégenos, de manera que fungicidas que tienen un solo sitio o
mecanismo bioquimico de accién por lo general tienden a favorecer una evoluciéon mas
rapida de la resistencia, como por ejemplo los inhibidores de la quinona externa
(estrobilurinas) (Gisi et al., 2002; Fisher y Meunier, 2008; Ishii, 2010; Sierotzki H, 2015) y
los inhibidores de la succinato deshidrogenasa (carboxamidas), entre otros (Avenot y
Michailides, 2010; Fraaije et al., 2012; Scalliet et al., 2012; Stammler et al., 2015). Este



fendmeno se denomina resistencia “cualitativa” y puede extenderse hacia todas las
moléculas con el mismo modo o mecanismo bioquimico de accion (FRAC, 2015). Este
tipo de resistencia no puede ser invertido facilmente, incluso si se interrumpen o
discontindan los tratamientos. Sin embargo, otros grupos de fungicidas como por ejemplo
los inhibidores de la desmetilacién (DMI ej triazoles) y por lo tanto de la biosintesis de
esteroles fungicos como el ergosterol (triazoles), si bien poseen un solo sitio de accion,
tienden a desarrollar resistencia “cuantitativa”, gobernada por varios factores génicos, la
cual se acumula en el tiempo dando cambios graduales en la sensibilidad de la poblacion
de hongos, que pueden disminuir cuando se retiran las aplicaciones de fungicida
(Stergiopoulos et al., 2003; Fraaije et al., 2011; Leroux y Walker, 2011; Ziogas y
Malandrakis, 2015). Por lo tanto, el conocimiento del modo o mecanismo bioquimico de
accioén fungicida (MOA) de un principio activo puede indicar el nivel de riesgo a generar
resistencia por parte de los hongos patdgenos. Un MOA de accién mono-sitio, altamente
especifico (un unico sitio de accion en la célula fungica donde actua), en comparacion con
otro multi-sitio (varios sitios de control), es un indicador de riesgo (Steffens et al., 1996;
Brent y Hollomon, 1998). Asimismo, la resistencia cruzada implica que moléculas
fungitdxicas que pertenecen al mismo grupo quimico con el mismo mecanismo bioquimico
de accion (gobernados por el mismo factor génico), tienen la mayor probabilidad de no ser
efectivas contra una cepa que ha generado resistencia contra otra molécula del mismo
grupo de resistencia cruzada, aun cuando nunca fueron utilizadas contra ese patdégeno
(Brent y Hollomon, 1998; Carmona, 2007a).

Entre las principales y posibles causas agrondmicas que originan la aparicion de cepas
fungicas resistentes a los fungicidas se destacan: 1) Uso continuo de moléculas con el
mismo mecanismo de accion, 2) utilizacién de sub-dosis, y/o aplicaciones divididas, 3)
cambios en los intervalos de aplicacion u aplicaciones tardias, 4) inexistencia de medidas
de manejo integrado, 5) ausencia del uso de diversidad quimica en las aplicaciones, etc.

Este afio ha sido categorizado como Nifio casi en forma unanime por la mayoria de los
climatélogos del mundo (CIIFEN, 2015; NOAA, 2015; SMN, 2015). La consecuente mayor
temperatura invernal, y los excesos de lluvia repercuten y lo seguirdan haciendo sobre
varios aspectos del control quimico con fungicidas. Entre ellos se pueden destacar:

e Mayor severidad de ataque de patdgenos que dafian la parte aérea (debido a la mayor
humedad del canopeo) y mas horas de mojado predisponentes, mayor nimero de ciclos
de infeccion, aumento significativo de la cantidad de esporas de cada poblacion, mayor
variabilidad, y por todo ello, mayor presion de enfermedades y el consecuente mayor
riesgo de generacion de resistencia a moléculas.

e Asimismo, este afio los productores y asesores sufren una inestabilidad de precios y
condiciones financieras que los obligan a repensar sus inversiones y costos como nunca.

e En este complejo escenario llama la atencién la difusién de una recomendaciéon que se
estd generalizando y que consiste en usar mitad de dosis de marbete comercial de
fungicidas, especialmente en cultivos de cebada y trigo para frenar las explosiones
tempranas de manchas foliares y roya naranja.



¢ Principalmente para el caso de la cebada cervecera, existe una firme recomendacién
de bajar a la mitad la dosis de fungicidas formulados a base de carboxamidas en mezclas
para el control del hongo Ramularia (causante del salpicado necrético), especialmente en
regiones donde este patdgeno esta presente en rastrojos y semillas a consecuencia de
epidemias previas.

La recomendacion de aplicar a la mitad de dosis o aplicar la dosis dividida, es parte del
arte de seducir y proponer complicidad a los productores en medio de una crisis
econdémica financiera inédita, soslayando los principios del manejo integrado de
enfermedades con la falsa idea de bajar costos sin perder eficiencia y rentabilidad. Es
mas una recomendacion psicolégica que técnica, que busca la tranquilidad solo en miras
de un supuesto ahorro de costos y una mayor rentabilidad.

Debe quedar claro que cualquier medida que signifique disminuir dosis o hacer
aplicaciones divididas, debe necesariamente ser comprobada cientificamente en
laboratorio y a campo antes de ser recomendada y siempre dentro de un programa de
manejo integrado que implique monitoreo de la resistencia de la poblacion de cepas en la
region, uso de variedades resistentes, rotacion de cultivos, tratamiento de semillas
efectivo, y practicas culturales entre otras medidas.

Si bien se trata de adversidades diferentes, el gran riesgo que existe de generar
resistencia concreta a campo queddé ampliamente demostrado ante la utilizacion de las
mismas moléculas herbicidas con subdosis y dosis crecientes en un mismo lote durante
anos, con la consecuente actual falta de rentabilidad ante el manejo de malezas
resistentes.

Se deja constancia de que el empleo de subdosis (es decir, por debajo de lo
recomendado), aun en mezclas de principios activos, lleva a aumentar el riesgo de
generar resistencia a esos fungicidas que se utilicen.

Los motivos fundamentales de esta afirmacion son:

1) La mayoria de la evidencia cientifica mundial sugiere que la divisién de una dosis de
fungicida dada entre dos 0 mas aplicaciones selecciona con mas fuerza cepas resistentes
a fungicidas, que la seleccion ejercida por una aplicacion unica a dosis mas altas (van den
Bosch et al., 2011; Gressel, 2011; Hollomon, 2012; van den Bosch et al., 2015). Esto se
debe a que si la dosis por aplicacién se reduce a la mitad o se divide, el periodo de tiempo
durante el cual la seleccion se lleva a cabo se duplica (van den Bosch et al., 2014a). Por
lo tanto, la probabilidad de generacién de resistencia aumenta con el uso de subdosis al
generar una mayor presion de seleccion favoreciendo la supervivencia de una fraccion de
cepas dentro de la poblacion de hongos que no sean tan sensibles a los principios activos
aplicados. El fungicida esta ejerciendo una fuerte presién de seleccién sobre la poblacién
de patégenos ya que estd matando a la poblacion inicial sensible, pero no mata a la
poblacion que ha cambiado (o mutante) (Gressel, 2011). Al reproducirse los



microorganismos que fueron seleccionados por tal ambiente, daran futuras generaciones,
aumentando la proporcién de genes de resistencia dentro de la poblacion a controlar. Al
incurrir en esta mala practica agrondémica, una cierta proporcion baja de patégenos puede
recibir dosis subletales, siendo sometidos a un gran estrés por la molécula fungicida y, sin
embargo, sobrevivir. El estrés es un promotor general de las tasas de mutacion. Por lo
tanto, es muy probable que los supervivientes tengan mas mutaciones que lo normal, y
que éstas incluyan aquellas que conducen a la resistencia a los fungicidas, tanto la
gobernada por genes mayores unicos (resistencia monogénica u oligogénica), como la
gobernada por genes menores (resistencia poligénica, amplificacion de genes,
mutaciones alélicas secuenciales), lo que puede ocurrir en los genes nucleares, asi como
en los genes citoplasmaticos (Gressel, 2011; De Miccolis Angelini et al., 2015).

Van den Bosch et al. (2014a) mostraron como las dosis divididas incrementaron la
seleccion para la resistencia, debido a que el aumento en el tiempo de exposicion es
mayor que el efecto de la dosis disminuida. De un total de 11 combinaciones patégeno-
fungicida estudiadas y publicadas, en 10 se observé un incremento de la seleccion de
resistencia en aplicaciones con dosis divida.

La evidencia experimental que describe el efecto de la de dosis de campo en la seleccion
para la resistencia a los fungicidas, tales como los azoles, conferidos por multiples
cambios genéticos (cada uno contribuye a un cambio continuo en la sensibilidad), sugiere
que las dosis mas bajas reducen la seleccion para la resistencia (Hunter et al., 1984;
Porras et al., 1990; Metcalfe et al., 2000; Mavroeidi y Shaw, 2006). Por lo tanto, si bien
algunas corrientes apoyan la teoria del uso de la dosis minima eficaz (Shaw, 2006), la
dosis efectiva mas baja posible es dificil, sino imposible, de cuantificar debido a la
continua evoluciéon de las variantes del gen que confiere resistencia (CYP51) y a las
diferencias en las clasificaciones de resistencia varietal frente a las diferentes
enfermedades (Walklate et al., 2006). Por lo tanto, la recomendacion de utilizar los
compuestos mas eficaces en dosis mas altas sigue siendo la mejor estrategia para el
control de las enfermedades, aunque la seleccion de los fenotipos mas resistentes podria
ser mas fuerte (Cools y Fraaije, 2012).

2) La teoria dice que la reduccién de la dosis de aplicacion de un fungicida abarata costos
de produccidon y beneficia el medio ambiente. Sin embargo, las subdosis pueden
aumentar el riesgo de resistencia a los fungicidas al permitir que las esporas con
resistencia parcial se acumulen en el tiempo, de manera que cuanto mayor sea la
oportunidad que tienen para multiplicarse, mayor sera el riesgo de que surjan incluso
esporas mas resistentes (Figura 1) (Deising et al., 2008; Vincelli, 2014; van den Bosch et
al., 2015). Si bien es cierto que las dosis muy altas (mayores a las recomendadas)
pueden acelerar el proceso de seleccién de cepas resistentes (resistencia cualitativa,
otorgada por genes “mayores”) (Genet et al., 2006; van den Bosch et al., 2011; Oliver y
Hewitt, 2014), la presion de seleccion causada por dosis mas bajas, subletales, pueden
aumentar las tasas de mutacion de los hongos patogénicos y dar lugar a una evolucién
mas rapida de la resistencia, principalmente de tipo cuantitativa (cepas “tolerantes”), como
por ejemplo en el caso de los triazoles (Deising et al., 2008; Gressel, 2011; Dooley et al.,



2015). De todas maneras, una dosis completa de fungicida (recomendada por el marbete)
retrasa la emergencia de la resistencia al reducir el tamafo de la poblacion sensible del
patégeno y por lo tanto el numero de mutantes resistentes producidos por unidad de
tiempo (Figura 1). Durante la fase de seleccion es poco probable que otras mutaciones
adicionales que ocurren en la poblacion tengan un efecto cuantitativo en el curso de la
seleccion. El nivel de la sub-poblacién de la cepa resistente esta mas alla de la fase
donde su extincion es probable, por lo tanto es relativamente grande. Las mutaciones
adicionales que emerjan durante la fase de seleccién son poco probable que afecten la
dinamica del sistema hasta tal punto que un aumento de dosis reducira seleccién (van der
Bosch et al., 2011; Hobbelen et al., 2014).
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Figura 1. Efecto de areas no tratadas, que actuan como fuente de inéculo, en la fuerza de
la seleccion para la resistencia. (a) A la izquierda se muestra un area que contiene el
cultivo de interés. Una porcion es pulverizada con fungicida. EI numero de individuos
resistentes y susceptibles en cada porcién se muestran en las dos primeras barras de la
derecha. Debido a que la poblacién esta bien mezclada, el cambio general, que se
muestra en el grafico de barras final, es menor que en la parte tratada del cultivo. (b) A
dosis mas altas, aunque la seleccién es mas fuerte en el area tratada, el cambio global es
menor. Si se reducen a la mitad el niumero absoluto de individuos resistentes que



sobreviven en la parte tratada con dosis completa, asi sera la frecuencia en la préxima
generacion. (Fuente: Shaw, 2009)

3) Las mezclas de fungicidas han sido cuidadosamente desarrolladas por las empresas
fabricantes seleccionando los principios activos que la componen (mezclas de
carboxamida con estrobilurina o de éstas con triazol en forma de triple mezcla), la
proporcion de cada uno dentro de la mezcla, la dosis y la formulacién, de tal modo que la
recomendacion de dosis de campo del marbete (y no subdosis) garantiza que la
concentracion de todos los componentes de la mezcla que se introduzcan en la planta no
disminuya por debajo de un nivel critico, garantizando la eficiencia de control, y por lo
tanto disminuyendo al minimo las probabilidades de que los patégenos puedan tornarse
resistentes a dichos principios activos (Mavroeidi y Shaw, 2006; FRAC, 2010; Mikaberidze
et al., 2014; Mikaberidze y McDonald, 2015). Si bien el uso de formulados a base de
mezclas de principios activos con diferente mecanismo bioquimico de accién forma parte
de una estrategia anti-resistencia, pues minimiza la seleccion de cepas resistentes,
también debe recordarse que ninguna mezcla probablemente evite por completo el
eventual desarrollo de resistencia a un componente de la misma (FRAC, 2010;
Mikaberidze et al., 2014). La seleccidon que favorece la resistencia es inversamente
proporcional al control logrado, pero la relacion es especifica para cada mezcla. Las
propiedades de toda mezcla especifica de principios activos fungicidas y sus respectivas
proporciones dentro de la mezcla y dosis global de campo necesitan ser demostrados
experimentalmente (Genet et al., 2006; Mavroeidi y Shaw, 2006).

4) El uso de dosis en menores proporciones que las indicadas por el fabricante, ya sea
para abaratar costos o0 porque se considera que la poblacién a controlar no es lo
suficientemente grande, no solo no logra los efectos esperados al aplicar el producto, sino
que tarde o temprano potencia la capacidad de generar resistencia. El uso de dosis
completas (recomendadas en el marbete) minimiza la seleccién de cepas con sensibilidad
intermedia cuando la resistencia es poligénica (resistencia cuantitativa), como en el caso
de los triazoles y estrobilurinas (FRAC, 2015). Las dosis mas bajas que lo recomendado
no brindan un control efectivo, y de esta manera permiten que cepas o razas con
resistencia intermedia sobrevivan (Gallian et al., 2006). Las dosis recomendadas en los
marbetes incluyen un factor de seguridad que garantiza el buen funcionamiento del
producto bajo una amplia gama de condiciones. El mencionado factor surge de afos de
investigacion, desarrollo y testeo a campo, antes de liberar comercialmente cada producto
(Mikaberidze y McDonald, 2015). La dosis recomendada por el fabricante en los marbetes
(Figura 2) es aquella que consistentemente otorga un alto nivel de control de
enfermedades a campo (Figura 3), entre variadas localidades a lo largo de varias
campanas agricolas (multiples ensayos de investigacion), tipicamente entre un 80-90% de
control en el 80-90% de los ensayos (Paveley, 2000). Es importante notar que la pérdida
de rentabilidad en el margen econdémico de la aplicaciéon de fungicida es mayor si la dosis
se reduce por debajo de la dosis apropiada o recomendada en el marbete por el
fabricante, de que si se aumentara por encima de aquella. Por lo tanto, si existiera



incertidumbre sobre la dosis correcta a utilizar en un determinado patosistema, es mas
prudente aumentar la dosis que disminuirla. A mayor incertidumbre, mayor es el margen
de seguridad requerido. EI mencionado factor de seguridad toma en consideracion la
variabilidad en el control logrado de enfermedad entre diferentes localidades, campanas
agricolas y variedades u hibridos comerciales de cada cultivo, es decir, diferentes
patosistemas con diferente presion de enfermedad.
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Figura 2. Curva de respuesta a la dosis de fungicida. El costo de la aplicacion de fungicida
se incrementa en proporcion directa a la dosis aplicada. Como el nivel de dano y pérdida
de calidad es proporcional al nivel de enfermedad, puede encontrarse un punto en la
curva de respuesta en el cual incrementos adicionales de dosis no seran pagados por el
resultante incremento de respuesta de rendimiento. En este punto el margen de la
aplicacién es maximizado y la cantidad de fungicida innecesaria es minimizado, por
definicion equivale a la dosis apropiada. Este nivel de dosis incluye un factor de
seguridad, al estar promediado entre distintas localidades y distintas campafias agricolas,
con significancia estadistica, lograndose el 80-90% de control en el 80-90% de los
ensayos experimentales. La dosis apropiada o recomendada en el marbete es la que
garantiza el maximo control posible a campo y por lo tanto la que minimiza la probabilidad
de generacion de resistencia al fungicida o mezcla comercial formulada de fungicidas
.Fuente: Paveley, 2000.
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Figura 3. Representacion diagramatica de los procesos que vinculan la aplicacién de
fungicida (gr i.a.m™) con el rendimiento en grano (g m) en un cultivo de trigo afectado por
enfermedades foliares. La variable dependiente de una relacién se convierte en la variable
independiente para el paso siguiente dentro del proceso global: (i) el incremento de la
dosis de fungicida disminuye la intensidad de enfermedad (severidad foliar), de acuerdo
con la curva de respuesta a la dosis, (ii) la disminucién de la severidad foliar incrementa el
indice de area foliar verde IAF (iii) el incremento del IAF incrementa la intercepcion de la
radiacion fotosintéticamente activa ,(iv) el incremento de la radiacion aumenta la
acumulacion de materia seca y (v) el rendimiento se incrementa, dependiendo de la
particion de materia seca al destino cosechable. Fuente: Paveley et al., 2001.

5) Si se reduce la dosis recomendada en una mezcla de fungicidas, no existe “el factor
compensacion” de unas con otras, pues como ya fuera dicho existe una proporcién
balanceada de principios activos, formulada para lograr la eficiencia de control que
garantice el control a campo.

6) Si se detectara resistencia a uno o a todos los componentes de la mezcla, sera un
perjuicio directo al productor, a las empresas, a los técnicos y a la comunidad toda
(Hollomon, 2015).

7) en un ano Nifo (CIIFEN, 2015; NOAA, 2015; SMN, 2015), con la consecuente mayor
multiplicaciéon de los patégenos, con hongos de alto a mediano riesgo de generar
resistencia, y la alta presion de indculo en rastrojos, la alta susceptibilidad de los
genotipos sembrados (Factor multiple de riesgos), la probabilidad de generar resistencia,
aun es mucho mayor.

Como conclusion: el punto clave es equilibrar el control efectivo de la enfermedad
y la estrategia anti-resistencia con el beneficio econdomico para el productor. Si
bien las dosis podrian ajustarse a niveles necesarios para el control eficaz de la



enfermedad, denominada dosis Optima, ésta podria diferir entre campanas
agricolas dependiendo de presion de la enfermedad. Sin embargo, asesorar el uso
de media dosis recomendada para el control de enfermedades es una
simplificacion de este complejo proceso. Por lo tanto, hasta tanto no se realicen
experiencias in situ en campos argentinos, y en diferentes campafas agricolas, no
se debe tomar el camino de la simplificacion, sin conocer las profundas
implicancias biolégicas y econémicas que ello puede acarrear. Deberia mas bien
enfatizarse que el uso de mezclas de fungicidas (dos MOA que muestra la eficacia
y persistencia similar) es critica para la buena gestién anti-resistencia.

Cabe destacar que Ramularia es considerado internacionalmente por el Comité de Accién
para la Resistencia a Fungicidas (Fungicide Resistance Action Committee, FRAC por sus
siglas en inglés) como un patégeno de alto riesgo a generar resistencia ante fungicidas,
asi como otros agentes causales de manchas foliares y royas en cebada y trigo, son
consideradas de mediano riesgo (FRAC, 2015). Se destaca la experiencia europea, ya
que hacia fines de la década de 1990, la Ramulariosis fue inicialmente controlada en
Europa con aplicaciones aisladas de fungicidas del grupo Qol (estrobilurinas). Las
primeras “fallas” de control o disminucién de la actividad a campo de tales fungicidas se
observaron durante el afio 2002, en comparacion con anos anteriores (Oxley & Hunter
2005). Luego, investigadores europeos detectaron que estas “fallas” se debieron a la
existencia de cepas o razas de R. collo-cygnii resistentes a las estrobilurinas,
desarrolladas en Reino Unido entre 2001 y 2002 (Fountaine & Fraaije 2009). Desde 1999,
la molécula azoxistrobina fue utilizada y recomendada como tratamiento fungicida efectivo
contra Rcc, pero entre 2001/2002, después de tan solo un par de campafias agricolas de
uso generalizado, se detectaron las primeras cepas resistentes de Rcc desarrollados en el
campo. Una simple sustitucion de un solo aminoacido (glicina por alanina en la posicion
numero 143 del gen que codifica para el citocromo b, integrante del complejo enzimatico
[Il ubicado en la membrana mitocondrial, y que participa en la cadena de transporte de
electrones para generar energia celular en forma de ATP) fue el responsable de la
generacion de este elevado nivel de resistencia (cualitativa) (Fountaine et al., 2014).
Debido a este historial, Rcc se considera un patégeno de alto riesgo en términos de
resistencia a otros grupos de fungicidas, como por ejemplo los SDHIs (inhibidores de la
succinato deshidrogenasa, ej carboxamidas), fungicidas que inhiben la respiracion fungica
mediante la unién al complejo Il de la respiracion mitocondrial. Todos los datos
actualmente disponibles sugieren que el Rcc es todavia sensible a todos los fungicidas
SDHIs (Frey y Sierotzki, 2011; Piotrowska M., com. personal). Sin embargo, el desarrollo
de resistencia a este grupo quimico se clasifica actualmente por FRAC (Fungicida
Resistance Action Committee) de “medio a alto riesgo”. Rcc ya ha sido expuesto a los
fungicidas SDHIs durante algunas campanas agricolas. Por lo tanto, se hace notar que si
bien actualmente no se ha verificado aun la presencia de razas de R. collo-cygnii
resistentes a los fungicidas SDHIs (carboxamidas), la probabilidad de generacién de
resistencia a tal grupo (riesgo) es muy elevada, dado que sélo un Unico punto de mutacién
en el gen que codifica para el complejo Il (Succinato Deshidrogenasa) es necesario para
desarrollar altos niveles de resistencia a los fungicidas en otros patégenos de plantas



relacionados; debido en parte la gran diversidad genética poblacional, y en parte al perfil
histérico de alta velocidad de generacion de resistencia de este patdogeno (Hjortshgj et al.,
2013; Piotrowska et al., 2011, 2013; FRAC, 2015); y al mediano a elevado riesgo de este
grupo quimico a generar resistencia cualitativa (Fraaije et al., 2012). Por esta razdn,
actualmente no se utilizan mas los Qols (inhibidores de la quinona externa, ej
estrobilurinas) para el control de Rcc en Reino Unido, sino que se utilizan mezclas de
SDHIs (carboxamidas) con DMls (triazoles) y un fungicida con mecanismo de accién
multisitio, de bajo riesgo de generacion de resistencia, como el clorotalonil (Piotrowska M.,
com. personal). Esta situacion recuerda a la actual estrategia de control de la roya asiatica
de la soja (Phakopsora pachyrhizi) en Brasil, en donde a las mezclas de Qols, DMIs y
SDHis se las mezcla con el fungicida multisitio mancozeb.

Desde hace algunos afios se ha reportado resistencia a SDHIs en patégenos de frutas y
verduras, muy poco tiempo después de la introduccién de este grupo de fungicidas que se
ajustan al modelo de simple mutacién/baja aptitud, por ejemplo la mancha por Alternaria
en pistachos, Botrytis en manzanas vy frutillas, la mancha por Corynespora en pepinos
(FRAC, 2015). Asimismo, en 2012 un extenso monitoreo detecté dos aislamientos de
Septoria (Mycosphaerella graminicola) en Francia y Reino Unido, y dos aislamientos de
Mancha en red de la cebada (Pyrenophora teres) en Alemania con sensibilidad fuera de la
linea de base (FRAC, 2015). Los factores de resistencia en ambos casos eran muy bajos
y la performance a campo no se vio afectada. En 2013 aislamientos de la mancha en red
con mutaciones que confieren sensibilidad reducida a los fungicidas SDHI se detectaron
comunmente a través de Europa, incluyendo el Reino Unido (FRAC, 2015).
Recientemente, la Dra. Marta Piotrowska (investigadora postdoctoral en the Crop
Protection Team del SRUC, Scotland’s Rural College) realiz6 su tesis doctoral,
examinando posibles mutaciones de Rcc responsables del desarrollo de resistencia a
SDHI (Piotrowska et al., 2011). Los mutantes se caracterizaron morfolégicamente y por su
patogenicidad, se describié la diversidad de la poblacién y su posible evolucion, en
términos de resistencia a los fungicidas, por ultimo, se desarrollé un ensayo eficaz para el
seguimiento de los cambios genéticos que se correlacionan con la resistencia a los
fungicidas. Si bien Piotrowska encontré que los SDHIs (carboxamidas) aun siguen siendo
eficaces contra Rcc en el Reino Unido (comunicacién personal), estas técnicas permitiran
el monitoreo rutinario y la detecciéon de cepas resistentes de Rcc y la produccion de
estrategias de control de la resistencia. Los resultados seran publicados dentro de 1 afio.

Como se mencionara anteriormente, se han detectado y confirmado casos de resistencia
en otras enfermedades de cereales de invierno. Sierotzki y Scalliet (2013) han realizado
una revisién de casos documentados de resistencia a SDHIs (carboxamidas) en la que se
detallan los casos de resistencia de Septoria tritici (= Zymoseptoria tritici, forma sexual
Mycosphaerella graminicola), causante de la Septoriosis del trigo, y de Drechslera teres
(forma sexual Pyrenophora teres), causante de la Mancha en red de la cebada, frente a
fungicidas carboxamidas. En estas investigaciones recientes, con aislamientos
individuales de M. graminicola y P. teres, reportadas en los grupos de trabajo de SDHIs
de la FRAC (FRAC, 2015), se detectaron cepas portadoras de mutaciones en los genes
SDH que conducen a la sensibilidad reducida a los fungicidas SDHIs. En un aislado de M.



graminicola se detecté la substitucion de T (treonina) por N (asparagina), en la posicién 79
de la subunidad SDHC. En este caso el factor de resistencia se describe como bajo,
supuestamente sin afectar el desempefio de los fungicidas SDHI. Esta mutacion
particular, no se ha habia detectado antes, incluso a través de mutagénesis artificial. Sin
embargo, una alteracion similar de T (treonina) por | (isoleucina) en la misma posicion
condujo a un factor de resistencia de ~20 para isopirazam y boscalid. La mutacién
encontrada en P. teres en el gen SDHB en la posicién 277 que conduce a un cambio de H
(histidina) por Y (tyrosina), es bien conocido a partir de otros patdgenos y tiene
caracteristicas similares en la mancha en red.

En cuanto a los DMIs (triazoles), considerados por el FRAC de mediano riesgo a generar
resistencia (resistencia cuantitativa o poligénica), en 6 paises europeos se ha confirmado
que hasta un 70% de la variabilidad de aislamientos de Rhynchosporium secalis
resistentes a triazoles (propiconazole, tebuconazole, epoxiconazole y prothioconazole)
correspondié a resistencia cruzada (Hawkins et al., 2011). De entre todos los principios
activos testeados, el prothioconazole fue el de menor reduccidon de sensibilidad. Cabe
destacar que este p.a. no es un triazol sino una triazolinthiona, es decir posee un atomo
de azufre en el anillo triazol, que el resto de los triazoles no lo tiene, y que luego de
ingresado a la planta sufre una transformacién, transformandose en su forma activa, el
prothioconazol-desthio (Parker et al., 2011, 2013; Warrilow et al., 2013). Esta molécula
actta como competidor directo del substrato (eburicol) de la enzima lanosterol
desmetilasa (codificada por el gen CYP51) (Parker et al., 2013; Warrilow et al., 2013), por
el contrario de los triazoles comunes que actuan como inhibidores no competitivos,
uniéndose al grupo hemo de la mencionada enzima (Parker et al., 2011). De esta manera,
el protioconazole se lo considera una "nueva generacion" de inhibidores de la biosintesis
de esteroles (ISE) fungicos. También es necesario considerar que esta molécula fue
recién registrada en Argentina para el control de enfermedades de cereales en Agosto del
afio 2015. Por lo tanto, por su comportamiento a campo y por su menor tiempo en el
mercado (menor tiempo de exposicion a los hongos), tiene mejor comportamiento que el
resto de los ISE y es el que mejor se comportaria dentro de este grupo contra Rcc (Oxley,
2004; HGCA, 2013), y es por ello que puede formar parte de las moléculas (en mezclas)
que ejercerian un mejor control contra Rcc.

Asimismo, desde hace anos, la comunidad cientifica internacional ha documentado
ampliamente numerosos casos de resistencia a estrobilurinas, triazoles y carboxamidas
en la Unién Europea (Reino Unido, Francia, Alemania, Italia, etc) (Jgrgensen, 2008;
Fountaine y Fraaije, 2009; Matusinsky et al. 2010; Fountaine et al., 2014; Cools y Fraaije,
2012; Leadbeater, 2012a; Lucas et al., 2015; Panebianco et al., 2015; Talas y McDonald,
2015; Wieczorek et al., 2015), Asia (Miyamoto et al., 2010; Chen et al., 2012; Ishii, 2012;
Thind, 2012; Zhang et al., 2015; Zhou y Jia, 2015), Africa (Siah et al., 2014); Australia
(Tucker et al., 2015); América del Norte (Zhang, 2012; Estep et al., 2013; Price, 2013;
Avenot et al., 2014; Estep et al., 2015; McGrath, 2012), Centro América (Mehl y Manger-
Jacob, 2015); América del Sur (Brasil) (Reis y Carmona, 2011; Arduim et al., 2012;
Xavier et al., 2013; Godoy et al., 2014; Reis et al., 2014); y en Argentina se ha informado
sobre fallas de control de triazoles sobre la roya de la hoja del trigo (P. triticina) (Carmona,



2007b, 2008, 2013), la pérdida de sensibilidad in vivo de Pyricularia grisea a mezclas de
fungicidas (Dirchwolf et al., 2015), y de Cercospora kikuchii a carbendazim in vitro
(Carmona y Andreatta, 2015).

Por todo ello, y tomando en cuenta que el medio rural y social argentino actualmente sufre
casos ejemplificadores en otras adversidades tales como la resistencia de varias malezas
que ya no pueden ser controladas por el glifosato, se hace notar la necesidad de recurrir
mas que nunca a los fundamentos cientificos y técnicos de manejo integrado para no
repetir nuevamente la historia de lo acontecido en materia de resistencia generada, en
parte, por el uso de subdosis (Staub, 1991).

En términos practicos, tarde o temprano los casos de resistencia surgiran en los cultivos y
es muy dificil actuar eficientemente para eliminar la aparicion de cepas resistentes a
fungicidas en el campo. Sin embargo, el riesgo y por lo tanto el tiempo en que ello ocurra
pueden ser minimizados en gran medida integrando la mayor cantidad de estrategias de
anti-resistencia que retrasen desarrollo de subpoblaciones de patégenos resistentes
(Hobbelen et al., 2011; Lo lacono et al., 2013; van den Bosch et al., 2014a; Grimmer et al.,
2015; Hollomon, 2015), a un programa integrado de manejo de enfermedades (uso de
variedades resistentes o tolerantes, rotaciones, uso de semilla libre de patdgenos, etc)
(Garran et al., 2001; Ishii, 2006; Hollomon, 2015):

Buenas practicas para evitar la resistencia de los hongos a fungicidas

1) Aplicar un fungicida solamente cuando es necesario, de acuerdo con los Umbrales de
dano economico desarrollados y validados en el pais. (Carmona et al., 1999;
Carmona et al., 2014a,b; Carmona et al., 2015a,b)

2) No llegar tarde, aplicar en el momento 6ptimo de acuerdo con la metodologia
cientifica disponible y siempre que sea necesario (Reis y Carmona, 2013; van den
Berg et al., 2013; Carmona et al., 2014a,b; Carmona et al., 2015a,b).

3) Utilizar mezclas de principios activos con diferente mecanismo bioquimico de accién
(Hollomon et al., 2002; Hobbelen et al., 2011; Carmona et al., 2011a; Hobbelen et al.,
2014; van den Bosch et al., 2014b). Ambos principios activos deben tener alta
eficiencia en el control del o de los patdégenos que son objetivo de control. El retraso
en la aparicion de resistencia mediante la mezcla de un fungicida de alto riesgo con
un fungicida de bajo riesgo se produce porque el fungicida de bajo riesgo: i)
disminuye aun mas el tamafno de la poblacién del patégeno sensible y por lo tanto el
numero de mutantes generados por unidad de tiempo, vy ii) disminuye la eficiencia de
infeccion y por lo tanto la probabilidad de supervivencia de la cepa resistente
(Hobbelen et al., 2011, 2014; van den Bosch et al., 2014a,b).

4) Complementar los fungicidas con inductores de la resistencia (ej. quitosanos, fosfitos)
(Carmona y Sautua, 2011; Carmona et al., 2011b; Mercado Cardenas et al., 2011;
Ravotti et al., 2012; Elesgaray et al., 2014; Felipini et al., 2015) y agentes de control
bioldgico (Agaras et al., 2012; Simonetti et al., 2015)



5) Alternar principios activos (entre y dentro de un mismo mecanismo bioquimico de
accioén) (Hollomon et al., 2002; Hobbelen et al., 2011; Hobbelen et al., 2014; van den
Bosch et al., 2014b)

6) Respetar las dosis de marbete y obedecer las restricciones indicadas en los mismos.
Respetar las indicaciones de marbete es otro componente importante de la gestion de
resistencia a los fungicidas (Gressel, 2011; Reis et al., 2015). Tanto el tiempo de la
vida efectiva de una molécula gastado durante la fase de aparicién (emergencia),
como el tiempo empleado durante la fase de seleccidén se pueden maximizar, para un
numero fijo de aplicaciones de fungicidas por estacion de crecimiento del cultivo,
mediante el uso de la dosis mas baja que pueda proporcionar un control eficaz de la
enfermedad, es decir, la dosis desarrollada experimentalmente durante no menos de
tres campafas agricolas, que es la indicada por el fabricante en el marbete
(Hobbelen et al., 2014).

7) Desarrollar un programa de monitoreo de la sensibilidad de las poblaciones de los
patdégenos principales objeto de control, y de valoracion de la fungitoxicidad de los
principales moléculas quimicas y de determinacién de dosis éptima a campo

8) Implementar un programa de manejo integrado de enfermedades que incluya :
siembra de genotipos resistentes o tolerantes, rotaciones, uso de semilla libre de
patégenos, aplicacién de practicas culturales, utilizacion de la nutricion como
complemento para el manejo de enfermedades, etc

El FRAC (2015) ha establecido directrices de manejo de resistencia SDHI para varios
sistemas hospedante-patdégeno. Estas directrices se basan en la restriccion de
aplicaciones y mezclas de SDHIs con otros fungicidas que no pertenezcan al mismo
grupo de resistencia cruzada, con una actividad similar. Sin embargo, algunos de los
productos disponibles en la actualidad son mezclas de SDHIs (carboxamidas) con Qols
(estrobilurinas). Desafortunadamente, en regiones como Europa, estos productos se han
utilizado para el control de combinaciones patégeno-hospedante para los que la
resistencia a Qols ya era relativamente frecuente (Gisi et al., 2002). Por lo tanto, en
muchos casos, los fungicidas SDHIs fueron el componente importante de control de las
enfermedades, y de esta manera se ejercié una considerable presion de seleccion sobre
las poblaciones de patégenos. La introduccion de los SDHIs como una nueva clase de
fungicidas para el control de muchos de los patégenos de las plantas mas importantes fue
oportuna. En general, la resistencia a Qols esta bien establecida o esta progresando mas
aun entre las poblaciones de patégenos, como por ejemplo en varios agentes patdégenos
de cereales, o mas recientemente detectados en Cercospora sojina en la soja (Zhang,
2012) y Rhizoctonia solani en arroz (Olaya et al., 2012). De la misma manera, la
adaptacion de los patégenos a los fungicidas DMIs continda, como por ejemplo en el caso
de los agentes patdgenos de cereales tales como M. graminicola en trigo (FRAC, 2015) y
P. pachyrhizi en soja (FRAC, 2015). La nueva clase de compuestos altamente activos
SDHI esta siendo rapidamente adoptada por los mercados. Los principales formulados
presentados hasta la fecha se basan en mezclas de SDHIs con DMiIs e incluso con Qol (o
de triple mezcla SDHIs + Qols + DMIs). Estas deben aplicarse en combinacién con un



programa de manejo integrado y de monitoreo de generacién de resistencia. Sin embargo,
la amplia aceptacion, el uso generalizado, y una alta actividad del SDHIs también podrian
ser un obstaculo para su sustentabilidad, ya que el riesgo de desarrollo de resistencia es
elevado y debe ser abordado y mitigado por las medidas anti-resistencia apropiadas. En
algunos patosistemas, la resistencia se ha detectado después de unos pocos afios de uso
de cualquiera de los fungicidas SDHIs solos o en mezclas con fungicidas Qols (Sierotzki y
Scalliet, 2013).

En el caso de las carboxamidas que se utilizan exclusivamente como un tratamiento de
semillas (sedaxane o penflufen) (Kerz-Moéhlendick, 2012; Zeun et al., 2012), o como
ambos tratamientos, foliares y de semillas (fluxapyroxad y fluopyram) (Heger et al., 2012;
Neubauer, 2012), deberian ser analizadas a la luz de su potencialidad y riesgo de generar
resistencia. Esto debe ser considerado en términos de seleccién de la resistencia en
relacion con el momento de la siembra, la actividad en un punto particular en el tiempo, y
las epidemias de multiples patégenos en un determinado cultivo. El punto de discusién es
importante con respecto a la actividad de un fungicida especifico aplicado como
tratamiento de semillas, que también es activo contra patdgenos foliares de medio a alto
riesgo de generacion de resistencia, y mas especificamente, si el tratamiento de la semilla
debe ser contado como un aplicacion dentro del Sistema y, ademas, si modificadores de
resistencia potenciales (mezclas de tratamiento de semillas, las tasas de alternancia, o
dosis) pueden ser considerados como medios valiosos para reducir la presion de
seleccién de presion (FRAC, 2015).

Las estrategias de manejo de resistencia a fungicidas soélo son utiles si al mismo tiempo
retrasan la seleccion para la resistencia y dan un control de enfermedades suficiente
(Hobbelen et al., 2011). Lamentablemente, en muchos casos, las contra-medidas
efectivas para evitar el surgimiento de la resistencia sélo se aplican cuando los
productores y autoridades relacionadas a la problematica, han notado una disminucion de
la eficiencia de control de los fungicidas a campo. Cuando se detecta la resistencia en el
campo por primera vez, es probable que la cepa resistente ya esta presente a una
frecuencia de uno por ciento o mas en ciertas areas. Para llegar a ese punto, la
subpoblacion resistente del patégeno ha ido evolucionando por apariciéon (emergencia) y
seleccion durante muchas generaciones. Por lo tanto, gran parte de la posibilidad de
retrasar la evolucion ya se ha perdido si las estrategias anti-resistencia se ponen en
marcha en respuesta a la deteccion. Dichas estrategias deben ser implementadas desde
la introducciéon de un nuevo principio activo al mercado (Brent y Hollomon, 1998; Ishii
2004, 2006; Hobbelen et al., 2014). Asimismo, la sensibilidad de los aislamientos
resistentes a menudo se examina en laboratorio y/o bajo experimentos de invernadero,
mediante la medicion, por ejemplo, del crecimiento micelial, la productividad y la
capacidad de germinacion de esporas, patogenicidad, y la competitividad (Cina et al.,
2009; Carmona et al., 2014c; Andreatta et al., 2014; Lovato et al., 2014a,b;. Dirchwolf et
al., 2015; Schnabel et al., 2015). Por tanto, es importante controlar y retrasar en el tiempo
lo maximo posible el surgimiento en el campo de la insensibilidad de los patégenos, antes
de que la eficacia de las moléculas fungicidas se vean influenciadas por la resistencia
(Ishii, 2015). En este sentido, uno de los desafios futuros mas importantes sera el



monitoreo nacional y regional de la sensibilidad y surgimiento de cepas resistentes de
patégenos a cada principio activo en los distintos cultivos (Ishii, 2004, 2015b; Leadbeater,
2012b; Carmona, 2013; Oliver, 2014; Corio-Costet, 2015; Hollomon, 2015). EI modo o
mecanismo de resistencia puede ser analizado en diferentes etapas tales como
molecular, genética, bioquimica, fisioldgica, y a nivel de poblacion (Gisi et al., 2000;
Rusell, 2003; Ishii, 2006; Hollomon e Ishii, 2015). Actualmente se han desarrollado
diferentes “kits de campo” que facilitan la determinacion de la resistencia in situ,
ingresando la informacion en una base de datos coordinada via internet, permitiendo el
monitoreo oportuno de los perfiles de resistencia especificos para cada ubicacién
geografica (Schnabel et al., 2012). Esta sera la clave para poder maximizar la vida util y la
eficiencia de uso de los principios activos fungicidas actualmente disponibles en el
mercado, durante el mayor periodo de tiempo, garantizando la sustentabilidad econémica
y ambiental (Ma y Michailides, 2005; Hollomon, 2012).

Sin embargo, y una vez mas, se deja constancia que sin la adopcion de las medidas de
anti-resistencia dentro de un programa de manejo integrado de enfermedades, la historia
volvera a repetirse: solo es cuestion de tiempo.
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