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La enfermedad: GRAFIOSIS (o enfermedad holandesa del olmo) 

Ophiostoma ulmi
Ophiostoma novo‐ulmi

Scolytus spp.

Ulmus spp.

(1986 – hoy)

La solución: Programa Español para la Conservación de los Olmos

En dos pandemias en el
siglo XX la enfermedad
ha provocado la muerte
de más del 90 % de los
olmos europeos

Objetivos:

1. Estudiar mecanismos de 
tolerancia en los olmos

2. Preservar la diversidad genética

3. Propagación de olmos tolerantes

4. Recuperar poblaciones de olmos



Respuestas Mecanismos Literatura

Bloqueo de los vasos Acumulación de compuestos fenólicos, tilosas, geles y callosa Oulette and Rioux 1992; Beckman 1987; Li et al. 2015

Retraso de la invasión  Producción of Mansononas (fitoalexinas en olmos) Hubbes 1981; Duchesne et al. 1985, 1986; Wu et al. 
1989

Restricción de la expansión fúngica Incremento de celulosa y hemicelulosa Li et al. 2015

Producción de xilema nuevo Producción de Suberina y lignina Martin et al. 2005a, 2005b

Distribución energética Reducción del contenido de almidón Shigo and Tippett, 1981; Martin et al. 2008

Respuestas descritas en olmos:

Respuestas de defensa en plantas: Interacción planta‐patógeno

Respuestas generales en plantas:



Papel activo de los endófitos: control biológico

Los endófitos son bacterias y hongos que colonizan los tejidos internos (raíz, hojas y
tallos) de las plantas sin causarles enfermedades aparentes, además de beneficiarlas al
reforzar su tolerancia a condiciones adversas para su desarrollo
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Antibiosis

Competencia

Inducción de resistencia en plantas.



ANÁLISIS REALIZADOS:

 Presencia de ambos hongos y su distribución a lo largo de las plántulas

 Expresión de diferentes genes relacionados con la defensa

 Acumulación de metabolitos de defensa en las plántulas:
̶ Contenido de fenoles totales
̶ Contenido de flavonoides totales

PCR
qRT‐PCR

 Análisis del estrés oxidativo:
– Medición de la acumulación de Prolina como indicador de estrés biótico

OBJETIVO:

Conocer la RESPUESTA TEMPRANA de defensa a nivel bioquímico y molecular de 4 genotipos de
Ulmus minor con tolerancia contrastada a Ophiostoma novo‐ulmi. Evaluar además el EFECTO
BENEFICIOSO DE UN HONGO ENDÓFITO de olmos, asociado a árboles tolerantes, en la respuesta de
defensa del olmo frente a O. novo‐ulmi.



Propagación de olmos in vitro

 Fácil manejo

 Rápido crecimiento

 Condiciones controladas

 Esterilidad

 Alta tasa de propagación

 Sin necesidad de grandes extensiones

Propagación EnraizamientoProliferación 
de brotes

MATERIAL:



Pre‐inoculación 
con endófito

Inoculación con endófito
o con Ophiostoma novo‐ulmi

Día ‐7 Día 0 Día 7

MATERIAL:

 Plántulas de Ulmus minor

̶ 2 genotipos Tolerantes

̶ 2 genotipos Susceptibles

 Ophiostoma novo‐ulmi (SOM)

 Hongo endófito: Rhodotorula spp. (P5)

M‐DV 2.3

V‐AD 2

M‐DV 1

VA‐AP 38

TRATAMIENTOS:

Sacar olmos 
del agar

Cortar 2 cm de la 
raíz inmersa en la 
solución e incubar 

1 min. 

Sumergir las 
raíces en 

solución de 
hongo

Trasplantar a 
arena estéril 
saturada con 
medio MS



RESULTADOS



 VA-AP 38 M-DV 1 M-DV 2.3 V-AD 2 
Órgano Fragmento Trat. 3 Trat. 5 Trat. 3 Trat. 5 Trat. 3 Trat. 5 Trat. 3 Trat. 5 
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6 - - - - - -     -   -   - - - - - - - - - - - - 
5 - - -                   - - -       - -   - -   
4                           -                     
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6 - - - - - -         -   - - - - - - - - - - - - 
5                                           - -   
4                                                 
3                                                 

Raíz 
2                                                 
1                                                 

 

Presencia de ambos hongos 
en raíz y parte aérea 
mediante la cuantificación 
de la región ITS por qPCR

Distribución de ambos 
hongos a lo largo de la 
planta mediante la 
amplificación de la región 
ITS por PCR

 Presencia de ambos hongos y su distribución a lo largo de las plántulas

Colonización completa de las raíces por P5 y Ophiostoma. La distribución en parte aérea depende de la longitud de la planta

No se encuentran diferencias en la distribución de ambos hongos entre genotipos

La pre‐inoculación con P5 reduce la acumulación de Ophiostoma

Aumento de población del endófito P5  dentro de las plántulas de olmo

SUSCEPTIBLE TOLERANTE



 Expresión de genes involucrados en la defensa de las plantas frente a patógenos
usando información previa de un trabajo con microarrays publicado en el
laboratorio (Perdiguero et al. 2015).

‐ Expresión de genes de respuesta sistémica en parte aérea:‐ Expresión del gen de la fenilalanina amonio liasa (PAL) en raíz:

Fuerte respuesta local con la inoculación de Ophiostoma (SOM) en todos los genotipos

Respuesta reducida al patógeno con la inoculación previa del endófito P5Clara respuesta sistémica en parte aérea de M‐DV 1  con la entrada de SOM que se ve reducida con la pre‐inoculación de P5

Inducción de la expresión de diferentes PRs en los genotipos tolerantes frente a SOM



 Acumulación de metabolitos de defensa en las plántulas:

Acumulación de Fenoles y Flavonoides en respuesta a herida y a inoculación con patógeno en genotipos susceptibles

SUSCEPTIBLETOLERANTE



 Análisis del estrés oxidativo: acumulación de Prolina

Estrés oxidativo inducido por Ophiostoma observado sólo en un genotipo susceptible y en un tolerante

SUSCEPTIBLETOLERANTE



CONCLUSIONES

1. No se encontraron diferencias en la distribución de los hongos en las plántulas.
2. En inoculación de O. novo‐ulmimisma respuesta en Raíz a nivel genético.
3. Posible respuesta sistémica más rápida en Parte Aérea en genotipos tolerantes.
4. Mayor acumulación de metabolitos de defensa en susceptibles en respuesta a herida y a la

entrada del patógeno

1. Clara respuesta sistémica en M‐DV 1 con la inoculación de O. novo‐ulmi.

2. No sobreexpresión génica en Parte Aérea de VA‐AP 38
Diferente ruta de defensa

Causa de mayor estrés

1. La pre‐inoculación de P5

2. La inoculación previa del endófito reduce la sobrexpresión génica producida por O. novo‐
ulmi y la acumulación de Fenoles y Flavonoides en olmos susceptibles en respuesta al
patógeno.

Tolerantes Vs Susceptibles

M‐DV 1 Vs VA‐AP 38

Efecto beneficioso de P5
en tolerantes reduce la translocación del patógeno a Parte Aérea

en susceptibles reduce la presencia del patógeno en Raíz 



MUCHAS GRACIAS POR SU ATENCIÓN


