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Efectos del hongo endéfito Rhodotorula sp. en la planta hospedante Uimus minor Mill. y su relacion
con la resistencia a la grafiosis

SOBRINO-PLATA, J., ORMENO, S.M., COIRA, B., MEDEL, D., MARTIN, J.A., COLLADA, C., GIL, L.

Grupo de Investigacion en Genética, Fisiologia e Historia Forestal, E.T.S.l. Montes, Forestal y del Medio Natural, Universidad
Politécnica de Madrid. Ciudad Universitaria S/N. 28040 Madrid.

Resumen

La grafiosis de los olmos, causada por el hongo patogénico Ophiostoma novo-ulmi, ha provocado la
desaparicion paulatina de esta especie, tanto dentro como fuera de Espana, en apenas unas
décadas. Desde hace un tiempo se ha propuesto el uso de hongos endéfitos como herramienta de
biocontrol en la proteccion de distintas especies vegetales. Genotipos de olmos tolerantes y
susceptibles a esta enfermedad fueron expuestos a un hongo endoéfito (Rhodotorula sp.) y a O. novo-
ulmi con el fin de comprobar el potencial de esta estrategia. Se monitoriz6 la colonizacion de ambos
hongos en estas plantas mediante la amplificacion por PCR de sus regiones ITS. Ademas, se midi6 la
acumulacion de distintas sustancias relacionadas con el estrés bidtico y fueron analizados cambios
en la expresion de genes relacionados con respuestas de defensa. Se detectd una fuerte
sobreexpresion del gen de la fenilalanina amonio-liasa (PAL) en la raiz de todos los genotipos con la
inoculacion de Ophiostoma, y de diferentes genes relacionados con patogénesis (PR) en la parte
aérea de uno de los genotipos susceptibles. Por Ultimo, efectos beneficiosos en la asociacion entre
plantas de U. minor y Rhodotorula frente a O. novo-ulmi fueron observados en las distintas
mediciones.
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1. Introduccion

La grafiosis del olmo, causada por el hongo exético Ophiostoma novo-ulmi Brasier, ha eliminado
la casi totalidad de los olmos adultos en Europa y Norte América. Posiblemente es la enfermedad
forestal mas devastadora del Ultimo siglo. La desaparicion paulatina de Uimus minor Mill. en nuestro
pais y en el resto de Europa ha provocado que en las Gltimas décadas se hayan estudiado los efectos
de este patégeno en los olmos a distintos niveles de organizacion consiguiéndose avances como la
catalogacion de varios genotipos de U. minor tolerantes a la enfermedad (Martin et al. 2015). La
existencia de estos genotipos proporciona una herramienta con la que estudiar la interaccion entre el
arbol y el patégeno con el objetivo de desentranar los posibles mecanismos de defensa que los olmos
tolerantes poseen para impedir la colonizacion del patégeno. Hasta la fecha se han realizado algunos
estudios en este sentido (Solla & Gil 2002; Martin et al. 2010), pero hay todavia un gran sesgo en el
conocimiento de las respuestas frente al patégeno a nivel molecular, hormonal y metabdlico.

De manera general, las respuestas que se producen por ataque de un patégeno a la planta
pueden ser separadas en dos tipos, i) una respuesta local que iniciara la activaciéon de diversos genes
y alteraciones en el metabolismo secundario y que dara lugar a senales importantes para la induccion
de distintos mecanismos de defensa en la planta, lo que produce el segundo tipo de respuesta, ii) la
respuesta sistémica. Normalmente esta Ultima se da en una zona alejada de aquélla en la que se
produjo el contacto con el patdégeno, y es importante para la activacion de distintos mecanismos que
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protegen a la planta e impiden el avance tanto del propio patégeno como de los efectos adversos
producidos por éste (Hammond-Kosack & Jones 2000).

En este aspecto hay que tener en cuenta diferentes procesos importantes a la hora de estudiar
la interaccion de nuestro patégeno (0. novo-ulmi) con las plantas de Ulmus minor. Por ejemplo, la
induccion de la formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) cumple un papel central en la
sefnalizacion de la respuesta frente al ataque de patdégenos. Las ROS son producidas en las células
que estan en contacto con el patégeno y pueden actuar como moléculas senal de la respuesta de
defensa ya que difunde entre las células. Estas ROS junto con el acido salicilico (SA) y el 6xido nitrico
(NO) activan muchos de los mecanismos de defensa de la planta, incluyendo la muerte celular
programada que se produce principalmente en las células de la zona de contacto con el patégeno
(Klessig et al. 2000). EI efecto inmediato del aumento de ROS supone un desajuste en el balance
redox de la célula vegetal causado por la superacion de la capacidad del sistema antioxidante de la
célula que se traduce en un estrés oxidativo (Mittler 2002). Ademas del SA, fitohormonas como el
acido jasmonico (JA) y el etileno (ET) son consideradas como piezas clave en el establecimiento de la
resistencia a enfermedades producidas por diversas interacciones con patégenos, concretamente
tienen un papel muy importante en la senalizacion para la induccién de la respuesta sistémica de la
planta (Glazebrook 2005). La composicion y coordinacion temporal de esta mezcla de hormonas
determina si una planta se convierte en tolerante o susceptible frente a la invasion de un organismo y
esta respuesta puede estar mediada por JA o SA dependiendo del caracter necrétrofo o bidtrofo del
patégeno respectivamente (Pieterse et al. 2012). El analisis de esta red hormonal, su regulacion y su
implicacion en las respuestas de defensa esta todavia por determinar en nuestro caso concreto de
interaccién O. novo-ulmi - U. minor.

En muchos sistemas planta-patégeno se ha demostrado el efecto beneficioso de hongos
endéfitos, ya sea porque incrementan el crecimiento de la planta hospedadora o por un efecto directo
sobre el patdégeno (Fouda et al., 2015). Algunos hongos que se encuentran en los tejidos de los olmos
podrian ser usados como agentes de biocontrol. Hasta la fecha tan sélo se ha probado con éxito el
uso de un patégeno débil frente a O. novo-ulmi como el caso en el que la cepa WCS850 de
Verticillium albo-atrum Reinke & Berthold redujo la aparicion de sintomas de la grafiosis en arboles
adultos (Scheffer et al., 2008). De hecho, esta cepa se comercializa como producto de biocontrol
llamado Dutch Trig® y es usado desde 1992 como producto preventivo, pero no protege a los arboles
ya infectados (Postma & Goossen-van de Geijn, 2016). El uso de ciertos hongos endéfitos
encontrados en nuestro laboratorio en mayor proporcion en tejidos de olmos tolerantes a la grafiosis,
podria ser la base para una nueva estrategia de aumento de la resistencia a la grafiosis de genotipos
susceptibles.

En este trabajo se utilizd un sistema novedoso para el estudio de la resistencia a la grafiosis, la
micropropagacion de clones de olmos mediante cultivo in vitro. Con este sistema se controlan tanto
las condiciones de crecimiento como la esterilidad del medio, ademas de reducir el nimero de
factores ambientales que hacen mas complejo el estudio de las bases moleculares y metabdlicas de
la cualidad a estudiar. Gracias a este sistema de propagacion de plantas se dispone de varias copias
de cada uno de los diferentes genotipos, lo que practicamente anula la variabilidad entre individuos
del mismo genotipo. Ademas, esta homogeneidad clonal nos permite observar de manera mas
sencilla los factores que determinan la tolerancia/susceptibilidad a la enfermedad causada por
Ophiostoma novo-ulmi.

2. Objetivos

El objetivo principal de este estudio es analizar la respuesta de defensa a nivel bioquimico y
molecular de UImus minor frente a Ophiostoma novo-ulmi, utilizando para ello 4 genotipos de Ulmus
minor con tolerancia contrastada al patégeno que han sido clonados y crecidos en completa
esterilidad y condiciones controladas. Por otro lado, se quiere evaluar ademas el efecto de un hongo
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endofito de olmos, que esta asociado a arboles tolerantes, en la respuesta de defensa del olmo frente
a Ophiostoma.

3. Metodologia

3.1 Material vegetal y fingico y disefio experimental

Para el estudio se emplearon plantulas de U. minor crecidas in vitro en condiciones de
completa esterilidad (Figura 1A). Se eligieron 4 genotipos: dos tolerantes a la enfermedad, segun el
Programa Espanol del Olmo, incluidos desde 2014 en el Catalogo Nacional de Materiales Base: M-DV
2.3 y V-AD 2; y otros dos genotipos testados y demostrado su susceptibilidad en estudios previos: M-
DV 1y VA-AP 38.

Figura 1. Imagenes de cultivo in vitro de plantulas de Ulmus minor. (A) Plantulas creciendo en
condiciones controladas de luz, temperatura y humedad en medio nutritivo con agar. (B) Plantulas
trasplantadas a botes con arena estéril una vez inoculadas con los distintos tratamientos.

Estas plantulas fueron sometidas a los siguientes tratamientos: (1) Control, plantulas intactas a
las que no se le sometid a ningln tipo de estrés mecanico o bibtico; (2) Control-herida, plantulas que
fueron inoculadas con agua destilada y estéril realizando un corte de la raiz (dejando una longitud de
3 cm) y manteniéndola sumergida en agua destilada y estéril durante 1 minuto; (3) Inoculada con O.
novo-ulmi, plantulas inoculadas con una solucion de 106 esporas ml1 de una cepa virulenta de O.
novo-ulmi denominada SOM (iniciales de la localizacion del olmo del que se aislé: SOMontes). La
inoculacion se realizd cortando la raiz dentro de la solucién y manteniéndola sumergida durante 1
minuto; (4) Inoculada con un hongo endéfito; se realizd de la misma manera que en el tratamiento
anterior, pero con una solucién de esporas de un hongo del género Rhodotorula, cuya cepa
denominamos P5, y que fue aislado a partir de ramillos de un clon de U. minor tolerante a la grafiosis,
situado en el Centro Nacional de Recursos Genéticos Forestales Puerta de Hierro (Madrid). Este
género de endoéfitos fue encontrado en mayor proporcién en olmos tolerantes frente a olmos
susceptibles en un trabajo anterior no publicado; (5) Pre-inoculada con P5 una semana antes del
inicio del ensayo y posteriormente inoculada con SOM (P5+SOM). Se emplearon 4 réplicas biolégicas
por tratamiento en todos los genotipos. Una vez inoculadas, las plantulas fueron traspasadas a
recipientes que contenian arena estéril saturada con medio nutritivo Murashige & Skoog (MS; Figura
1B). Pasados 7 dias, las plantas fueron recogidas y congeladas separando parte aérea y raiz.

3.2 Deteccion de la presencia de hongo

Para comprobar la presencia de los hongos inoculados en las plantulas de olmo se utilizé la
region ITS2 (del inglés “Internal transcribed spacer”) del ARN ribosémico. Se disefaron cebadores
para amplificar esta regiéon tanto de SOM como de P5 y se comprob6é por PCR que no habia
amplificaciones cruzadas utilizando ADN de ambos hongos (ver Tabla 1). Se realizaron dos tipos de
ensayos, un seguimiento del avance del hongo en la planta recogiendo material vegetal a distintas
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alturas (cada 1,5 cm) y comprobando la presencia de hongo por PCR, y un segundo ensayo en el que
se cuantifico la cantidad de hongo incorporada en la planta por medio de PCR cuantitativa en tiempo
real (QRT-PCR) en parte aérea y raiz por separado utilizando para ello la expresion del gen de
referencia en olmo, Ri18S_RT (ver en Tabla 2 la secuencia de los cebadores). En ambos casos se
extrajo ADN del material vegetal utilizando el kit de extraccién “Invisorb Spin Plant Mini kit” (Invitek).

Tabla 1. Cebadores usados para la deteccion de la presencia de O. novo-ulmi y Rhodotorula en las muestras de olmo.

Cebadores Region a amplificar

CAGTACCGAACGCAAGTTCTCTCTC Region ITS2 de O. novo-ulmi que se encuentra entre

ITS20phio 16 CTTAAGTTCAGCGGGTAATCCT  los ARNY 5.8S y 255

CAACGGATCTCTTGGCTCTC Region ITS2 del endéfito (Rhodotorula) que se

ITS2P5 AACAGACATACTCTTCGGAATACC encuentra entre los ARNr 5.8Sy 25S

3.3 Andlisis de expresion génica por qRT-PCR

A partir de 50-100 mg de material vegetal pulverizado se hizo una extraccion de ARN usando el
kit “Spectrum Plant total RNA Kit” (Sigma-Aldrich). EI ARN fue posteriormente tratado con ADNasa
(Thermo Scientific) y se sintetizd el ADNc mediante una reaccién de transcripcion inversa y posterior
amplificacién por PCR (RT-PCR) usando la enzima “RevertAid H minus Reverse Transcriptase” (Thermo
Scientific). Por medio de gRT-PCR se midid la expresién de distintos genes relacionados con
respuestas de defensa de las plantas frente a patdégenos y con las rutas de fitohormonas como el
acido salicilico o el acido jasménico, importantes en la sefalizacion de estas respuestas (ver Tabla 2
para descripcion de cada gen analizado). La seleccidn de estos genes se hizo en base a los resultados
de un analisis transcriptdmico mediante Microarrays de ARN realizado en el genotipo susceptible VA-
AP 38 inoculado con O. novo-ulmi (Perdiguero et al., en revisién). Para los ensayos de qRT-PCR se
utilizé como molde el ADNc sintetizado de cada una de las muestras, los cebadores para cada gen a
analizar (Tabla 2) y SYBR Green Master Mix (Thermo Scientific) que contiene ADN polimerasa, el
tampon de la polimerasa, los desoxinucle6tidos trifosfato, y el fluoroforo SYBR Green. Las reacciones
se llevaron a cabo en un sistema ViiA™ 7 Real-Time PCR (Thermo Scientific). El analisis de la
expresion de los distintos genes se normalizé con la expresion del ARN Ribosémico 18 S como gen
constitutivo y se relativizd con la expresion de éstos en las plantulas control.

3.4 Cuantificacion del contenido de fenoles y flavonoides totales

El contenido de fenoles y flavonoides totales se midié en material vegetal pulverizado de parte
aérea. A partir de 20 mg de material vegetal se realiz6 una extraccion con 1 ml de Metanol al 95 % en
frio, posteriormente se dej6 a temperatura ambiente y oscuridad durante 48 horas. Este extracto en
metanol fue usado para ambos ensayos. Se siguié el método descrito en Ainsworth & Gillespie (2007)
para cuantificar fenoles y el descrito en Chang et al. (2011) para flavonoides, modificando volimenes
para poder realizar los ensayos en microplaca de 96 pocillos y hacer la medida de la Absorbancia en
un Lector de microplacas Biotek ELx808 a 750 nm y 490 nm para fenoles y flavonoides
respectivamente.

3.5 Determinacioén de la concentracion de Prolina

La variacion en la concentracién de Prolina se ha utilizado como un indice de estrés oxidativo
en una gran cantidad de trabajos de plantas sometidas a estrés tanto bidtico como abidtico (Hayat et
al., 2012). En nuestras muestras se cuantificé el nivel de este aminoacido siguiendo el protocolo
para medicion en microplaca descrito por Carillo & Gibbon en 2011. Se realizd una extraccion de 20
mg de material vegetal pulverizado de parte aérea con 1 ml de Etanol al 40 %, seguidamente se
guardd este extracto a 4 °C durante 72 horas. Pasado este tiempo se centrifugaron los extractos, se
siguid el protocolo citado y se midid la Absorbancia a 520 nm en un Lector de microplacas Biotek
ELx808.
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Tabla 2. Genes incluidos en el analisis de expresion génica por gRT-PCR. Se muestra la secuencia de los cebadores

utilizados y una breve descripcion del gen.

Gen Cebadores Descripcion del gen

Ri18S_RT GCGAAAGCATTTGCCAAGG ADN ribosémico 18S. Empleado como gen constitutivo en el analisis.

ATTCCTGGTCGGCATCGTTTA

cvers TTIOTTICCORGRACGEITC e B st mvclrad on s e o
TTTGCTGCAGGAACTGACAC ) ) DR )

fitoalexinas y su expresion esta directamente asociada a PR1 y WRKY33.

DP22 GGAACACTACTTGAGACTAA Proteinas generales en respuestas de defensa. Relacionadas con el ensamblaje de

AGAATGAGGTTGAGAAGAG la lignina y los lignanos, polifenoles con propiedades antioxidantes y biocidas.
DRP AAGACATTGGCAAGTTAT Proteina receptora relacionada con la sefalizacion por acido salicilico (SA) en la

CTCCTCATCACATATCAC respuesta inmune adquirida disparada por efectores de patégenos especificos.

EDS1 GGATTATTCTCGGGCTGTGA  Junto con PAD4 es la reguladora de la biosintesis de SA en la respuesta inmune
TGCATTTTTCCAACAACCAA innata disparada por PAMPs (pathogen-associated molecular patterns).

oLpiia SO TTTGTGGOTATT s e e de o feostn con petgonos, nsectos o

ATAATCAATCCATCATTCTTCAAT ) ) y .
tratamientos de SA, etileno o perdxido de hidrégeno.
GGTGAGGATATAGAGAAGGT Primera enzima de las rutas de Iosl fenilpropanoides y flavo.no'{d.es qEJe danjugar aﬂ
PAL AACAGAGCCATTCCAATC num.erosos compuestos feno.llm?s. implicados en defensa, I|gn|f|cz?o|on. y senalizacion
de diferentes estreses. Es principio de una de las dos rutas de sintesis de SA.
s CHTSCONTIIDRGICS LR e e e e g s
TCCAGTTTTGGACCCTTCAG ) L o
Resistencia sistémica adquirida (SAR).
PR2 ACTCATAGTTGACATCTT Endo b 1,3-glucanasas. Degrada b 1,3-glucanos de la pared de hongos y bacterias.
GGCTCTTATATTGTTCTG En combinacién con quitinasas producen la hidrélisis de pared celular de hongos.
e ACCCTONTATIGCONT  CLISS o 1 D e e e e
ACGGTGAGAATTGTTGAT ) ) )
acetilglucosaminas consecutivas.
CTTTAATGGCGGTGTIGTCC Trarjsfieren fosfoll’pi.dos ent’re .dos. membranas. F.orman un poro en la membrana del
PR14 TGCCTCCGAAMACTCCATAG patog‘eno que permite la pérdida intracelular de iones y lleva a la muerte del
organismo.
PR15 CAGTGTTTATTCAGGTTT Oxalato oxidasas. Involucradas en la germinacion de la semilla pero aprecen
TTATTGCCAACATTCATT fuertemente asociadas a la resistencia de las plantas frente a patégenos.

WRKY33 TCAGTGGCGTTTTCAGCATA Factor de transcripcion relacionado con la produccién de fitoalexinas. Implicado en la
CCACCAACCACAACTCACTG regulacion de la respuesta de defensa mediada por salicilico.

WRKY40 TTTCTTCAACGGGAACTTGG Factor de transcripcion relacionado directamente con la respuesta inmune innata
CCGTTGAAATCTTGGCCTTA disparada por PAMPs mediante la regulacion de la expresion de EDS1.
TCAGACGACACATCACTT Importante en el “cross—talk.'"entre las rutas de senallzamon. de SallCI’lICO. y.Jasmonlco.

WRKY70 CGCAGCAGAATCAGAATA En concreto una alta expresion promueve la respuesta mediada por salicilico

inhibiendo la mediada por jasménico.

3.6 Analisis estadistico

El analisis estadistico de todas las pruebas se realizd con el programa IBM SPSS Statistics 23
para Windows. En todos los ensayos se aplico un ANOVA usando el test de Tuckey con nivel de
confianza del 95 y 99 %.

4. Resultados

4.1 Localizacion del endéfito y del patoégeno en las plantulas de olmo

El seguimiento de ambos hongos mediante amplificacion de las regiones ITS2 demostré una
variabilidad en la distribucion de éstos a lo largo de la planta independiente del genotipo. Ambos
hongos colonizaron las raices completamente en el tiempo que durd el ensayo (Tabla 3), sin embargo,
la distribucion en el tallo fue desigual y dependiente del tamano de la planta. En los casos de plantas
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con menor tamano (tallos de 3,5-4 cm) se vio una colonizacién completa tanto por O. novo-ulmi como
por el endofito, mientras que en aquellas plantas de mas de 4 cm se encontrd una mayor variabilidad.
En el total de plantas analizadas, Ophiostoma coloniz6 completamente la planta en el 45 % de los
casos mientras que P5 se encontré completamente distribuido en el 33 % de las plantas inoculadas
con este hongo (Tabla 3). Ademas, no se encontraron diferencias aparentes entre las inoculaciones
con un solo hongo (tratamientos 3 y 4) y la inoculacién conjunta de ambos hongos (tratamiento 5).

Tabla 3. Presencia de O. novo-ulmi y el enddfito del género Rhodotorula representados por casillas de color naranja y
rosa respectivamente en 3 réplicas de los tratamientos 3, 4y 5 (SOM, P5 y P5+SOM), las casillas en blanco representan
ausencia de hongo y las casillas con guion representan ausencia de fragmento por ser plantas de menor tamano. Los
fragmentos fueron recogidos cada 1,5 cm y nombrados de 1 a 6 donde 1y 2 corresponden a raizy del 3 al 6 a tallo.

VA-AP 38 M-DV 1 M-DV 2.3 V-AD 2
Organo | Fragmento | Trat. 3 | Trat. 5 | Trat. 3 || Trat. 5 | Trat. 3 || Trat. 5 | Trat. 3 | Trat. 5
%Tallo 5
S 4 -
>
< 3
: 2
S .
Raiz 1
Trat. 4 || Trat.5 | Trat. 4 || Trat. 5 | Trat. 4 || Trat. 5 | Trat. 4 || Trat. 5
®©
S 5
S
§ Tallo 2
3 3
< 2
& .
Raiz 1

Por otro lado, la cuantificacion de ambos hongos utilizando la técnica de gRT-PCR mostré mayor
acumulacion de SOM y P5 en las raices comparado con la parte aérea (Figura 2). En relacion al
patégeno vemos que el genotipo M-DV 2.3 fue el que menos acumulé en raiz mientras que fue el
genotipo donde se observé mayor translocacién a la parte aérea junto con M-DV 1. La preinoculacion
con el endéfito redujo la acumulacion posterior del patégeno en parte aérea en los genotipos
tolerantes y en raiz en el caso de los susceptibles (Figura 2). En cuanto a P5, se observé una
acumulacion muy similar en todos los genotipos tanto en parte aérea como en raiz, salvo en el caso
de M-DV 1 que tuvo la mayor presencia de este hongo en raiz.

1T520phio ITS2P5

0,0006 0,006
0,0005

0,0004

0,0003 0003 *
0,0002 0,002 * *

10,0001 * rL; 0,001

own Coeln

0,010 0,120

0,008 0,100
0,080
0,006 "
0,060 *
0,004 * "
0,080
0,002
E I * 0,020
0,000 0,000

M-DV 2.3 V-AD 2 M-DV 1 VA-AP 38 M-DV 2.3 V-AD 2 M-DV 1 VA-AP 38

OSOM mP5 BP5+SOM

PARTE AEREA

RAizZ

Expresién normalizada (/T52/Ri185_RT)

Figura 2. Expresion de ITS2 de Ophiostoma novo-ulmi (ITS20phio) y del enddfito P5 (ITS2P5) normalizada con el
gen constitutivo de olmo Ri18S_RT para cuantificar la presencia de estos hongos en raiz y parte aérea de las
plantulas inoculadas con Ophiostoma (SOM), el enddfito (P5) y preinoculadas con P5 e inoculadas con SOM
(P5+SOM). Las barras verticales indican el error estandar y los asteriscos diferencias significativas de expresion
entre la inoculacién de un dnico hongo y la inoculacién con ambos hongos con un nivel de confianza del 95 %.

7°CONCRESQ FORESTAL
ESPANOL



7/12

En las plantas del tratamiento de doble inoculacion la presencia de P5 aumenta en todos los
casos lo que supone un incremento de la poblacion de este hongo en el interior de las plantas
durante la semana adicional de este tratamiento (Figura 2).

4.3 Expresion de genes relacionados con la defensa frente a patégenos

De los 14 genes seleccionados sélo algunos mostraron diferencias en la expresion entre los
distintos tratamientos y entre genotipos (Figuras 3 y 4). En raiz, sélo el gen de la fenilalanina amonio
liasa (PAL) mostré cambios significativos en su expresion con los distintos tratamientos. La
inoculaciéon de SOM produjo en todos los genotipos una sobreexpresion de entre 15y 25 veces mayor
que la de las plantas control, independientemente de su condicion de tolerante o susceptible. Por su
parte, P5 provocd una reaccion significativa en la expresion de este gen en la raiz de los genotipos
resistentes y del susceptible VA-AP 38, augnue ésta fue del orden de cuatro veces menor que la
provocada por O. novo-ulmi. Cuando las plantas fueron preinoculadas con P5 y posteriormente se
inocul6 con el patégeno se pudo ver que la sobreexpresion de PAL, si bien ocurre, esta muy reducida
llegando a estar s6lo 5 0 10 veces por encima del valor del control (Figura 3). En el caso de la parte
aérea soblo se vio un incremento de la expresion de PAL en el genotipo M-DV 1 con el tratamiento
P5+SOM (Figura 3).

a5 *
a0
T s
: .E 3.0
3 < 25
I w
wy = 2,0
_{.‘3 g 15
[ & 10
-~
n 0,5
= 0,0
-
S
= 30,0 *k
3
2 250 ok %
£ 20,0 e
N=] N
w N—
O 15,0
a8 g *
x 10,0 * * *
wi N *
50
M-DV 2.3 V-AD 2 M-DV 1 VA-AP 38

D Herida OSOM HEP5 @EP5+50M
Figura 3. Expresion relativa del gen de la fenilalanina amonio liasa (PAL) normalizada con el gen
constitutivo de olmo Ri18S_RT en parte aérea y raiz de los distintos genotipos utilizados y en los
distintos tratamientos: Inoculacién con agua (Herida), inoculacion con 0. novo-ulmi (SOM), inoculacién
con el enddfito (P5) y doble inoculacién enddfito-0. novo-ulmi (P5+SOM). Las barras verticales indican
el error estandar y los asteriscos diferencias significativas de expresion entre los distintos tratamientos
y el tratamiento control de cada genotipo con un nivel de confianza del 95 % (*) o del 99 % (**).

Del resto de genes seleccionados, algunos no dieron diferencias significativas en raiz y otros
sblo se pudieron analizar en la parte aérea por falta de material en raiz. Las diferencias de expresion
mas remarcables se observaron en dos genes relacionados con la patogénesis (PRs), PR2 y PR14
(Figura 4). En el caso de PR2, se produjo una sobreexpresion de unas 20 veces por encima del valor
control en el genotipo M-DV 2.3 con todos los tratamientos, y en el genotipo M-DV 1 la expresion de
este gen se vio incrementada unas 60 veces Unicamente cuando las plantas fueron inoculadas con
Ophiostoma. En los otros dos genotipos PR2 no cambid su expresion en ningln caso. Por otro lado, se
indujo la expresion de PR14 en todos los genotipos con la inoculacion del patégeno, viéndose
reducida con el tratamiento de doble inoculacion en todos los casos excepto en el genotipo
susceptible VA-AP 38 en el que incrementé la expresion con respecto a la inoculacién sélo con SOM
(Figura 4). La inoculacién de Ophiostoma en el genotipo susceptible M-DV 1 produjo la sobreexpresion
no sélo de estos dos genes que se han mencionado sino también de otros, aunque con menor
diferencia de expresion frente al control. Se pudo ver una respuesta de sobreexpresion con el
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patdégeno de otras dos PRs (PR1 y PR4), de dos factores de transcripcion WRKY33 y WRKY40 y del
gen que codifica para un citocromo p450 (CYP71), sin embargo, la doble inoculacion endéfito-
Ophiostoma no produjo una expresion tan elevada en todos estos genes en este genotipo (Figura 4).
Por Gltimo, cabe destacar que, en el otro genotipo susceptible, VA-AP 38, de entre estos genes, sblo
se observd incremento significativo en PR14. Sin embargo, se indujo significativamente la expresion
del gen DP22 en la inoculacion con O. novo-ulmi Gnicamente en este genotipo. Este gen codifica para
una proteina de respuesta de resistencia a la enfermedad. El tratamiento de doble inoculacion
P5+SOM también provoco una expresion significativa de este gen respecto al control, aunque ésta fue
s6lo la mitad respecto a la inoculacion simple con SOM (Figura 4).
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Figura 4. Expresion relativa de distintos genes normalizados con el gen constitutivo de olmo Ri18S_RT en la parte
aérea de los distintos genotipos utilizados y en los distintos tratamientos: Inoculaciéon con agua (Herida), inoculacion
con 0. novo-ulmi (SOM), inoculacién con el endodfito (P5) y doble inoculacion enddfito-0. novo-ulmi (P5+SOM). Las
barras verticales indican el error estandar y los asteriscos diferencias significativas de expresion entre los distintos
tratamientos y el tratamiento control de cada genotipo con un nivel de confianza del 95 % (*) o del 99 % (**).
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4.4 Contenido de fenoles y flavonoides totales y cuantificacion de Prolina en parte aérea

La determinacion del contenido de flavonoides y fenoles totales mostré una respuesta muy
similar en los genotipos susceptibles cuando fueron inoculados con los distintos tratamientos (Figuras
5A y 5B). Sorprendentemente M-DV 1 y VA-AP 38 acumularon de manera significativa ambos
compuestos en respuesta a la herida. Por otro lado, la inoculaciéon con el patégeno produjo un
incremento de la produccion tanto de fenoles como de flavonoides en los genotipos susceptibles y en
el genotipo tolerante V-AD 2 sélo en el caso de fenoles. Tanto en el contenido de fenoles como en el
de flavonoides se produjo una disminucién de su acumulacion en el tratamiento de doble inoculacién
comparada con la inoculacién sélo con el patégeno llegando a los valores de las plantas control.
Tampoco el endéfito por si solo provocd una respuesta de mayor acumulacién de estos compuestos
en ninguno de los genotipos (Figura 5A y 5B).
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La concentracion de Prolina en las plantulas de olmo incrementé Unicamente en dos de los
genotipos al ser inoculados con Ophiostoma, en el tolerante V-AD 2 y en el susceptible VA-AP 38. Los
otros dos genotipos no sufrieron variaciones significativas en la concentracion de Prolina con ninguno

de los tratamientos (Figura 5C).
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Figura 5. Cuantificacion de la concentracion de Fenoles (A), Flavonoides (B) y Prolina (C) en la parte aérea de
los distintos genotipos utilizados y en los distintos tratamientos: Inoculacion con agua (Herida), inoculacion
con 0. novo-ulmi (SOM), inoculacién con el endéfito (P5) y doble inoculacion enddfito-O. novo-ulmi (P5+SOM).
Las barras verticales indican el error estandar y los asteriscos diferencias significativas entre los distintos
tratamientos y el tratamiento control de cada genotipo con un nivel de confianza del 95 % (*).

5. Discusion

La deteccion de la presencia de los hongos SOM y P5 mediante la amplificacion de la secuencia
ITS2 de cada hongo reveld que no hay ninguna caracteristica anatémica aparente que diferencie a los
genotipos tolerantes de los susceptibles en cuanto a la entrada o translocacién desde la raiz a la
parte aérea de los hongos. La cuantificacion de los hongos por medio de gRT-PCR donde se
normalizaba la expresion de ITS2P5 e ITS20phio frente al gen constitutivo de olmo revel6 que se
produjo una mayor colonizacion del endéfito en las plantulas inoculadas con este hongo en
comparaciéon con la que se dio en las inoculadas con Ophiostoma. Sin embargo, la presencia tanto de
SOM como de P5 en la parte aérea fue muchisimo menor a la encontrada en raiz, indicando que el
movimiento de ambos hongos, aunque se produce, no llega a ser completo en la semana que duré el
ensayo. Si se observa la cantidad de endéfito en el tratamiento de doble inoculacion se puede ver que
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durante la semana adicional que tuvieron estas plantas, el endéfito P5 incrementd su poblacién tanto
en la raiz como en la parte aérea, llegando a ser mas del doble en comparacion con la inoculacion
simple con P5. Esta doble inoculacién produjo un efecto sobre la colonizacion de Ophiostoma si se
compara este tratamiento con el de la inoculacién simple de SOM. En este caso se puede ver que la
presencia previa de endoéfito produjo en la mayoria de los casos un impedimento para el
establecimiento del patégeno viéndose una menor acumulacién de éste en las plantulas sometidas al
tratamiento 5 (P5+SOM).

Los datos de la expresion de los genes relacionados con la defensa de las plantas no
desvelaron una asociacion con la susceptibilidad o tolerancia al patégeno, aunque si que se
observaron, en el genotipo M-DV 1, distintos genes sobreexpresados que tienen relacién con la ruta
de defensa mediada por acido salicilico, lo que hace suponer que en este genotipo esta ruta es
importante en el reconocimiento y respuesta frente al ataque del patdégeno. Tanto los factores de
transcripcion WRKY33 y WRKY40 como el gen CYP71 y los que codifican para las distintas PRs se
sobreexpresaron en este genotipo cuando las plantulas fueron inoculadas con SOM. Todos estos
genes estan relacionados con la conocida respuesta sistémica adquirida (Viot et al., 2009), indicando
que este genotipo esta teniendo en la parte aérea una respuesta de defensa frente a la entrada del
patégeno por la raiz, mientras que en el resto de los genotipos no se produce de forma tan clara.
Observando la cantidad de Ophiostoma en el genotipo M-DV 1 es muy probable que la razén de que
encontremos una mayor expresion de estos genes se deba a una mayor presencia de patégeno en
estas plantas en comparacion con el resto de genotipos. Dado que estos genes son importantes en el
reconocimiento y respuesta frente a patdogenos, existe ademas la posibilidad de que haya una
variacion entre genotipos debida, no sélo a la cantidad de masa fungica presente, sino también al
momento en el que fue analizada su expresién. La comparacion con el otro genotipo susceptible, VA-
AP 38, hace pensar también en distintos mecanismos de respuesta que impliquen otras rutas génicas
no analizadas en el ensayo, dado que en éste se produce una sobreexpresion de un gen de respuesta
distinto como es DP22.

De manera general se muestra la importancia de las proteinas PR y el papel de la enzima PAL
que no sélo es precursora del acido salicilico sino también de diferentes compuestos fendlicos
relacionados con la defensa frente a patdgenos o el desarrollo de las plantas (Van Loon et al., 2006).
La sobreexpresion de PAL en raiz nos apunta que hay una fuerte respuesta local de las plantulas de
olmo a la entrada del patégeno y que esta es independiente del caracter de tolerancia o
susceptibilidad que se presupone en estos genotipos. Esta respuesta se ve muy mermada en las
plantulas que han sido previamente inoculadas con el endéfito P5 lo que nos desvela el efecto
beneficioso de la presencia de éste previa a la entrada del patégeno, ya sea por ocupaciéon de nicho o
por un efecto de lo que se conoce como “priming” (Conrath et al., 2006). Este mismo efecto se
observa en la acumulacion de los fenoles y flavonoides en la parte aérea donde la acumulacion de
estos compuestos relacionados con la defensa se dispara en respuesta a la inoculacion simple de
SOM pero no en aquellas plantulas con la doble inoculacion.

Por Gltimo, con respecto a la concentracion de Prolina, en nuestro caso sorprendié observar un
incremento en su concentracion sélo en dos genotipos cuando se inocularon con Ophiostoma, uno
tolerante, V-AD2, y otro susceptible, VA-AP 38. Este hecho parece indicar que, al menos en parte
aérea, la respuesta entre genotipos es variable e independiente de su grado de tolerancia. Este
resultado, como lo visto anteriormente con el analisis de expresion génica, nos lleva a pensar en rutas
de senalizacién y respuesta frente al ataque de un patégeno distintas en cada genotipo y que la
tolerancia a la grafiosis es un rasgo multifactorial, como ya se presuponia. Por otro lado, se vuelve a
ver un efecto de reduccion del estrés producido por el patégeno en estos genotipos, V-AD 2 y VA-AP
38, cuando las plantas fueron previamente inoculadas con el endéfito.

6. Conclusiones
A partir de este trabajo se han podido observar ciertos factores relacionados con los genotipos

susceptibles como la acumulacién de Fenoles y Flavonoides en respuesta al ataque del patégeno, o el
incremento de la expresion de genes relacionados con la defensa mediada por salicilico claramente
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en uno de los genotipos susceptibles, M-DV 1. También se ha podido confirmar el efecto beneficioso
de un hongo endéfito en la interaccion olmo-Ophiostoma donde en la mayoria de los casos, tanto en
genotipos tolerantes como susceptibles, la preinoculacion del endéfito P5 produjo una respuesta
menos agresiva o ausente del patdégeno. Estos datos aportan informacién sobre el camino a seguir
para lograr comprender las diferencias entre los genotipos y desarrollar un sistema mejorado de la
seleccion de genotipos tolerantes a la grafiosis, ademas de confirmar la posibilidad del uso de
endofitos como agentes de biocontrol de la grafiosis.
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