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RESUMEN:

Los oidios (Erysiphales) son hongos biotrofos obligados que infectan hojas, tallos, flores y frutos
de plantas econdmicamente importantes, convirtiéndose asi en uno de los grupos de
fitopatdgenos de mayor relevancia en el sector hortofruticola. En Espafia y en las principales
areas productoras del mundo, el cultivo de las cucurbitdceas se ve afectado, entre otros
problemas, por Podosphaera xanthii, identificado como el principal agente causal de oidio en
estos cultivos. A pesar de los esfuerzos invertidos en el desarrollo de cultivares resistentes y en
el uso de agentes de biocontrol, hoy en dia, la aplicaciéon de fungicidas es el método mas
extendido para el manejo de la enfermedad. Sin embargo, el impacto del control quimico se ha
visto condicionado tanto por la facilidad con la que P. xanthii desarrolla resistencias como por la
incipiente puesta en marcha del Pacto Verde Europeo, que pretende, entre otros objetivos,
reducir el empleo de fungicidas en un 50% para el aifio 2030, surgiendo asi la necesidad urgente

de identificar y desarrollar nuevas herramientas de fitoproteccion para combatir la enfermedad.



En términos generales, el desarrollo de nuevas estrategias de control requiere una buena
comprension de la biologia del agente patégeno responsable. Por ello, en esta Tesis Doctoral
nos planteamos descifrar las bases moleculares de la biologia de P. xanthii, centrando nuestros
esfuerzos en la puesta a punto de nuevos métodos para el analisis funcional de genes que nos
permitieran identificar proteinas claves para el desarrollo y/o patogenicidad de P. xanthii que
pudieran ser de interés para su uso como dianas para el desarrollo de nuevas fitoterapias

antioidio.

Sobre esta base, en primera instancia, teniendo en cuenta que, en los ultimos afios, el empleo
de la tecnologia del ARN interferente denominada silenciamiento génico inducido por
pulverizacién (SIGS), basada en la aplicacion directa de ARN de doble cadena (ARNdc) exdgeno
sobre la superficie foliar del huésped, con objeto de silenciar genes fungicos esenciales e inhibir
asi el desarrollo fungico y el establecimiento de la enfermedad, no sélo ha resultado ser una
herramienta muy util para el andlisis funcional de genes flngicos, sino también un enfoque
prometedor para el control eficaz de una amplia gama de enfermedades de origen fungico, en
esta Tesis Doctoral, decidimos analizar, por primera vez, el potencial de la tecnologia SIGS como
herramienta para el andlisis funcional de genes de P. xanthii y el control del oidio de las
cucurbitaceas. En este sentido, la pulverizacion de hojas de meldn con soluciones acuosas que
contenian moléculas de ARNdc sintetizadas in vitro y dirigidas a genes esenciales de P. xanthii,
se tradujo en altos niveles de control de la enfermedad en condiciones de camara de
crecimiento; posicionandose asi la tecnologia SIGS como una estrategia prometedora y
especifica para combatir el oidio de las cucurbitaceas de forma sostenible y respetuosa con el

medio ambiente.

Por otro lado, a fin de empezar a comprender las bases moleculares que sustentan la biotrofia
de P. xanthii, en particular, y de otras especies de oidios en general, en esta Tesis Doctoral
decidimos centrar nuestros esfuerzos en el estudio del metabolismo del azufre, una de las rutas
metabdlicas parcialmente ausentes en los genomas de oidios disponibles, al carecer de las
enzimas involucradas en la conversion de sulfato a sulfito. A este respecto, la realizacion de un
analisis in silico detallado y sistematizado de un conjunto de proteinas conservadas no anotadas
(CNAPs) deducidas del transcriptoma integral de P. xanthii nos permitio identificar una de las
enzimas involucradas en la asimilacién de sulfato aparentemente ausente en los oidios.
Asimismo, los datos obtenidos de un andlisis RNA-seq durante los primeros estadios de la
interaccion P. xanthii-meldon, no sélo revelaron un gran numero de genes de la planta
desregulados como consecuencia del desarrollo fungico, sino también una expresién diferencial

de los dos genes de la planta implicados en la ruta de asimilacién de sulfato. Sobre esta base,



los datos resultantes de la realizacion de ensayos de silenciamiento génico y de
complementacidn quimica, nos llevaron a concluir que el metabolismo del azufre en P. xanthii
es totalmente funcional pero dependiente de la actividad de estos dos genes de la planta
implicados en la asimilacion de sulfato; lo que relaciona, por primera vez, funciones especificas

del huésped con la biotrofia fungica.

Sin embargo, a pesar de este progreso substancial, estos hallazgos relacionados con la biotrofia
de P. xanthii no son mas que la punta del iceberg ante las multiples posibilidades que ofrecen
otros enfoques para profundizar en el conocimiento del didlogo molecular entre este hongo
biotrofo obligado y sus respectivos huéspedes. En este sentido, la realizacion de un analisis RNA-
seq dual durante las primeras etapas de la interaccion P. xanthii-meldn, y la posterior
construccion de una red de coexpresion génica (GCN), no sélo nos permitio la identificacion de
un gran numero de maddulos, entendiendo por mddulos grupos de genes estrechamente
relacionados entre si, sino también la identificacion de un alto grado de conectividad de los
genes de P. xanthii expresados exclusivamente en el haustorio con numerosas rutas metabdlicas
de la planta huésped, como las rutas de sefializacién de fitohormonas y de biosintesis de
fenilpropanoides, entre otras; confirmandose asi, por primera vez, el potencial de este enfoque
para esclarecer las bases moleculares de la patogénesis fungica y, por tanto, para el desarrollo

racional de nuevas herramientas de fitoproteccién contra este fitopatégeno tan importante.
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