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Resumen

Tras la introduccion de la grafiosis en Espafia a mediados del siglo XX y como respuesta a su
impacto devastador en las olmedas, se inici6 en 1986 el programa espafiol de conservacién y mejo-
ra de los olmos ibéricos. En sus comienzos, el programa se centrd en incrementar la resistencia del
olmo comun (Ulmus minor) mediante su cruzamiento con olmos asiaticos resistentes a la enferme-
dad. Tras observarse que, si bien muy escasos, ciertos individuos autéctonos mostraban resistencia,
el programa priorizé la mejora de olmos ibéricos con el fin de formar una base genética suficiente
para devolver el olmo a las zonas riparias en las que antailo dominaba; aquellas mas afectadas por la
sequia estival. Diversos trabajos de investigacion han complementado los trabajos de mejora. Se ha
evidenciado el origen clonal e italiano del llamado olmo inglés (U. procera), ampliamente difundi-
do por los romanos hace 2.000 afios, y el caracter autoctono del negrillo (U. laevis). Se ha profundi-
zado, entre otros, en el conocimiento de la diversidad genética del patégeno, la ecologia del vector
y los factores implicados en la resistencia a la enfermedad. Tras 25 afios de mejora en los que se han
evaluado varios miles de genotipos, los primeros olmos ibéricos resistentes estan en proceso de cata-
logacién por la administracion, lo que permitira su reintroduccion en los bosques ibéricos.
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INTRODUCCION

Como resultado de la globalizacion en el
transporte de material vegetal derivado de los
olmos, los hongos Ophiostoma ulmi 'y O. novo-
ulmi, ambos causantes de la enfermedad conoci-
da como grafiosis del olmo, fueron introducidos
en Europa y Norteamérica durante el siglo pasa-
do. El origen de los patdégenos no se ha podido
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determinar con total seguridad, aunque el descu-
brimiento de un tercer patdgeno de la grafiosis
(O. himal-ulmi) en el Himalaya, en equilibrio
con las poblaciones de olmos locales y sus insec-
tos asociados, sugiere que esta region puede ser
su origen (BRASIER & MEHROTRA, 1995).

Tras su introduccion, los patdgenos se expan-
dieron rapidamente en varios frentes epidémicos.
A principios del siglo XX, O. ulmi se difundié
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desde el noroeste hacia el centro y sur de Europa,
y hacia el este hasta las Islas Britdnicas y
Norteamérica. Entorno a 1940, O. novo-ulmi
subsp. novo-ulmi'y O. novo-ulmi subsp. america-
na fueron probablemente introducidos en Europa
y Norteamérica, respectivamente (BRASIER,
2000). Ambas subespecies reemplazaron rapida-
mente a O. ulmi dada su mejor adaptacion a las
condiciones del clima templado. La enfermedad
fue reconocida por primera vez en Espaia a
comienzos de los afios treinta por el patélogo
forestal Benito Martinez, al detectar su presencia
en los olmos de una poblacién cercana a Madrid.
El fue también quien acuiié el término "grafiosis"
para denominarla y establecid las pautas del com-
portamiento epidemiol6gico (MARTINEZ, 1932).

Hoy en dia, tras la masiva pérdida de olmos
causada por la primera pandemia (estimada entre
el 10 y el 40% de los olmos) y la consecuente
seleccion natural de individuos resistentes, O.
ulmi se considera un patégeno relativamente
débil y se conoce como especie no agresiva de la
grafiosis. O. novo-ulmi, causante de la segunda
pandemia que provoco la préactica desaparicion
de los olmos adultos en numerosas localidades, se
conoce como especie agresiva.

La gran virulencia y rapidez de expansion de
la grafiosis, asi como la efectividad de su trans-
misién mediante unos pequefios coledpteros de
género Scolytus, la convierte en una enfermedad
muy dificil de controlar con métodos quimicos o
biolégicos. La seleccion y mejora de genotipos
resistentes constituye la alternativa mas viable
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para la recuperacion de los olmos (SOLLA et al.,
2003; MITTEMPERGHER & SANTINI, 2004). Sin
embargo, la progresion de la mejora es lenta
debido a los largos periodos de tiempo necesa-
rios para multiplicar y evaluar la resistencia de
un olmo (un minimo de cinco afios), y a los
escasisimos olmos autdctonos resistentes (alre-
dedor de un 0,02% de los que se evaltan).

La mejora del olmo tuvo su origen en Holanda
hacia 1930, a la que se sumaron posteriormente
diferentes programas americanos y europeos
(MITTEMPERGHER & SANTINI, 2004). El programa
espafiol del olmo se inici6 en 1986 promovido por
el antiguo ICONA, hoy Direccién General para el
Medio Natural y Politica Forestal, junto con la
Escuela de Ingenieros de Montes de la Universi-
dad Politécnica de Madrid. Tras 25 afos de activi-
dad ininterrumpida, el programa sigue atn traba-
jando en la mejora y conservacion de los olmos
ibéricos con el fin tltimo de recuperar el uso fores-
tal y ornamental de la especie. Las lineas priorita-
rias del programa se presentan en la Tabla 1.

En 1997, el programa entr6 a formar parte de
un proyecto a escala internacional que tuvo
como objetivo mejorar la conservacion, evalua-
cion y uso de los recursos genéticos de los
olmos europeos (proyecto RESGEN CT96-78,
financiado por la Comisién Europea) (COLLIN et
al., 2000). El proyecto europeo finaliz6 admi-
nistrativamente en 2001 y aglutiné a diecisiete
institutos en nueve estados de Europa occiden-
tal, reuniendo a un grupo diverso de cientificos
y forestales. Mediante este proyecto se elabord

Periodo Objetivo

1986-1989 | Toma de contacto con los principales agentes implicados en el complejo grafiosis
(olmo, vector y patégenos).

1990- Conservar los recursos genéticos existentes de los olmos ibéricos.

1993- Obtener olmos resistentes mediante ciclos de mejora genética utilizando olmos
asiaticos como fuente de genes de resistencia.

1996-2001 | Colaborar con 14 instituciones europeas a través de un proyecto coordinado para
la conservacion de los recursos genéticos de los olmos europeos.

1998- Identificar la variabilidad genética, procedencia y ecologia de los olmos ibéricos
y obtener genotipos ibéricos resistentes.

2003- Estudiar los caracteres implicados en la resistencia de los olmos ibéricos
y su heredabilidad

2009- Catalogar los olmos ibéricos resistentes como materiales de base para la produccion
de material forestal de reproduccién certificado.

Tabla 1. Principales objetivos del programa espaiiol del olmo
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una base de datos comun, se estudid la diversi-
dad genética de los olmos, se adoptaron protoco-
los de trabajo comunes y se creé una coleccion
central europea encaminada a la conservacion
de los recursos genéticos de los olmos europeos.

Desde el inicio del programa espaiol, los tra-
bajos de tipo técnico encaminados a la obtencién
de olmos resistentes han ido estrechamente liga-
dos a otros de caracter cientifico, que han resulta-
do en la publicacion de siete tesis doctorales y mas
de una veintena de articulos JCR. A continuacién
se revisan algunos de los trabajos realizados mas
afines a la sanidad forestal. Estos contemplan la
transmision de la grafiosis y la resistencia de los
olmos, cuyo estudio ha estado apoyado por la
bibliografia generada por otros grupos de investi-
gacion. Por su gran relevancia en el programa, se
dedica también un apartado a la inclusion de las
técnicas moleculares en el estudio de los olmos y
la grafiosis, y las futuras lineas de investigacion.
Finalmente, se expone la metodologia empleada
en el programa de mejora y los avances en la
obtencion de genotipos resistentes.

LA TRANSMISION DE LA GRAFIOSIS

En el marco del programa del olmo, el estu-
dio de los escolitidos, también conocidos como
barrenillos de los olmos, ha incrementado nues-
tro conocimiento sobre los factores implicados
en la expansion de las epidemias de grafiosis.
Aunque puede transmitirse a través de injertos
radiculares, son los escolitidos, junto con la
accion globalizadora del hombre, los verdaderos
responsables de la transmision de la enfermedad
a gran escala (WEBBER, 2000; PAJARES et al.,
2003). Los escolitidos siempre existieron
viviendo sobre los olmos sin suponer un peligro
para su supervivencia, formando parte de un sis-
tema ecoldgico en equilibrio. La aparicion del
hongo trastoco este equilibrio al establecer una
nueva combinacion insecto-patdgeno en la que
ambos resultan beneficiados a expensas de su
accion conjunta, que ha supuesto la pérdida de
alrededor de un billén de olmos.

Se han descrito siete especies de escolitidos
que colonizan el floema de los olmos en la penin-
sula Ibérica, de las cuales tres han sido especial-
mente relevantes en la propagacion de la
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grafiosis: Scolytus scolytus, S. multistriatus y S.
kirschii (PAJARES Y GIL, 1990). Los escolitidos
invernan como larvas en las galerias del floema
de un olmo decaido, enfermo o moribundo sobre
el que se han desarrollado. En primavera, las lar-
vas invernantes pupan y se transforman en adul-
tos que salen al exterior. Si el debilitamiento del
olmo se debe a que ha sido previamente infecta-
do y colonizado por la grafiosis, los insectos adul-
tos, al salir al exterior, portan en su cuerpo
esporas del patégeno desarrolladas en las galerias
de pupacion (PAJARES et al., 2003). Tras su emer-
gencia, los insectos buscan arboles apropiados
para su reproduccién. Durante esta bisqueda, un
cierto nimero de individuos se detiene en las
copas de los olmos sanos para alimentarse, reali-
zando pequefias mordeduras en el floema de las
horcaduras de los ramillos. Las esporas transpor-
tadas por el insecto encuentran en las heridas de
alimentacion un microambiente adecuado para su
germinacion y crecimiento hacia el sistema vas-
cular del arbol (PAJARES et al., 2003). A continua-
cion, el hongo se expandird por el xilema
causando la embolia de los conductos (Figura 1).

Se ha evidenciado que los escolitidos mues-
tran distintas preferencias de alimentacion segtin
las distintas especies de olmo presentes en
Espafia. En particular, Ulmus laevis 'y U. glabra
son menos preferidos por los escolitidos que U.
minor 'y U. pumila (PAJARES, 2004). Asimismo,
existen diferencias de preferencia intraespecifi-
cas en U. minor, lo que abre la posibilidad de
que la mejora genética de la especie no solo se
centre en la resistencia hacia el patdgeno, sino
también hacia el vector.

Los escolitidos son capaces de percibir com-
puestos volatiles de los olmos, que actian en
sinergia con las feromonas emitidas por los
insectos. Sin embargo, en ausencia de feromo-
nas, la localizacién a gran distancia de olmos
sanos es cuestionable (PAJARES, 2004). Parece
probable que los escolitidos encuentren a sus
hospedantes siendo guiados por una atraccion
general hacia la vegetacion y las siluetas arbére-
as. Tras la llegada a un arbol, la aceptacion del
hospedante estarfa determinada por el olfato a
corta distancia y por el gusto. La alta especifici-
dad en la seleccion del hospedante puede expli-
carse por el efecto combinado de estimulantes de
alimentacion en el arbol junto con la ausencia de
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Figura 1. Fotografia realizada mediante un microscopio electronico de barrido mostrando hifas del hongo patégeno
de la grafiosis (Ophiostoma novo-ulmi) colonizando un elemento vascular de la madera temprana de un olmo. Durante
el proceso de colonizacion del xilema el hongo causa la cavitacion de los elementos conductores, ocasionando un défi-

cit hidrico al arbol. Foto: Luis Garcia Esteban

factores de disuasion de alimentacion (ver
NoORRrIS, 1977). Dado que los estimulantes de ali-
mentacion identificados hasta la fecha no son
especificos de los olmos, la seleccion del hospe-
dante esta probablemente determinada por facto-
res de disuasion. Algunos triterpenos y esteroles
aislados en la corteza de U. glabra y U. laevis
pueden ser responsables del efecto disuasorio
hacia los escolitidos mostrado por estas especies
de olmo (MARTIN-BENITO et al., 2005).

LA RESISTENCIA DE LOS OLMOS

Paralelamente a la busqueda y seleccion de
olmos resistentes realizada en el programa, se
han tratado de esclarecer qué factores estan
implicados en la supervivencia de ciertos olmos.
En algunos casos, la resistencia puede deberse a
que el arbol no atrae a los escolitidos debido a
factores de disuasion antes comentados. En
otros casos en los que se produce la transmision
pero el arbol no muestra sintomas de enferme-
dad, las causas de la resistencia son mas comple-
jas. Podemos hablar de resistencia genética
cuando el patégeno no es capaz de suprimir o
reprogramar los genes de resistencia del arbol,
lo que lleva a su répida activacién impidiendo el
establecimiento del patdégeno en la planta (JONES
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& DANGL, 2006). En otros casos, la resistencia
es de tipo ambiental, ya que se ha comprobado
que olmos que muestran resistencia a O. novo-
ulmi en campo son altamente susceptibles al
inocular artificialmente el patégeno en réplicas
clonales de los mismos en parcelas experimenta-
les (e.g., MARTIN et al., 2010a).

La resistencia de tipo ambiental se debe a
muiltiples factores y ha sido objeto de estudio en
el programa. Factores climaticos como la sequia
pueden tener cierta influencia en la expresion de
sintomas al modificar la estructura de la madera,
afectando asi a la expansion del patogeno por el
arbol (SoLLA Y GIL, 2002). Ademas, se ha
demostrado que la aplicacién en el suelo de
determinados compuestos fendlicos incrementa
la resistencia de los olmos al patégeno (MARTIN
etal., 2008; 2010a,b). Este proceso puede expli-
car la resistencia observada en la olmeda de
Casa Eulogio (Figura 2), en Rivas-Vaciamadrid,
donde en las tltimas décadas se aplicaron pro-
ductos desinfectantes para el ganado basados en
estos fenoles (MARTIN et al. 2010a). Otro de los
factores en vias de investigacion seria la flora de
microorganismos que habitan el xilema, bien
por antagonismo hacia el patégeno o por induc-
cion de resistencia sistémica en el arbol.
Trabajos previos demuestran que la resistencia a
la grafiosis puede ser parcialmente inducida
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Figura 2. Olmeda de Casa Fulogio en Rivas-Vaciamadrid (Madrid), ejemplo de resistencia ambiental ante la grafio-
sis. La aplicacion durante décadas de productos desinfectantes para el ganado basados en compuestos fendlicos podria
ser la causa de la ralentizacion de la expansion de la grafiosis en la olmeda. Foto: Juan Antonio Martin

mediante la inoculacién artificial con organis-
mos de baja patogenicidad (e.g., SoLLA & GIL,
2003; HuBBEs, 2004). Estudios preliminares
realizados en el programa sugieren la existencia
de una alta diversidad fiingica en los olmos, la
cual esta condicionada por el grado de resitencia
del arbol a la grafiosis, asi como la presencia de
hongos que muestran una fuerte actividad anta-
gonista hacia O. novo-ulmi. El estudio de los
microorganismos asociados a los olmos incre-
mentara el conocimiento de los posibles factores
ambientales implicados en la resistencia.

Los mecanismos de resistencia de los olmos
ante la grafiosis estdn encaminados a restringir
el establecimiento y dispersion del patdgeno en
el sistema vascular. Existen mecanismos de tipo
constitutivo, presentes antes de que se produzca
la infeccidn, como son determinados caracteres
anatomicos del xilema. Asi, los olmos que al ini-
cio de su periodo vegetativo forman vasos de
gran diametro suelen ser altamente susceptibles
al patégeno (SoLLA Y GIL, 2002; SOLLA et al.,
2005a; MARTIN et al., 2009). Estos grandes
vasos conducen un elevado flujo de savia que
favorece la dispersion de los propagulos del
hongo. Por otra parte, estos vasos son mas sus-
ceptibles a la cavitacion causada por la actividad
de las sustancias emitidas por el patégeno. Esto,

unido a que los grandes vasos (>160 wm) contri-
buyen a mas de la mitad del flujo de savia total
anual (SoLLA et al., 2005a) implica que, ante la
cavitacion y embolia de los grandes vasos de la
madera temprana, el arbol ve muy comprometi-
da su capacidad conductora. Asimismo, se ha
evidenciado la implicacion en la resistencia del
tamafio de las punteaduras areoladas y de los
radios medulares (MARTIN et al., 2009). Se pien-
sa que estas estructuras podrian estar también
implicadas en la velocidad de dispersion del
patogeno por el xilema.

Otros mecanismos son inducidos tras la
infeccion e implican la acumulacion de metabo-
litos de actividad antifingica en las células
parenquimaéticas que circunscriben los tejidos
infectados (DUCHESNE, 1993). Posteriormente,
el cambium genera bandas tangenciales de célu-
las de parénquima de pared suberizada (Figura
3), con el fin de impedir la dispersion radial del
hongo hacia el cambium (MARTIN et al., 2005).
Ademas, las células de parénquima que rodean a
los vasos penetran a través de las punteaduras en
el lumen del elemento conductor taponandolo
(formacién de tilosas) e impidiendo la disper-
sion axial del hongo. La eficacia de los mecanis-
mos inducidos va a depender por una parte de su
rapidez de activacion, y por otra de la magnitud
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Figura 3. Fotografias realizadas mediante un microscopio dptico bajo luz ultravioleta, en el que se observan dos cor-
tes histologicos transversales de dos olmos, en los que se aprecian los anillos de crecimiento de los afios 2005 y 2006.
La fotografia (a) corresponde a un olmo susceptible y la (b) a un olmo resistente tras ser inoculados con el patégeno
de la grafiosis. Se aprecia como el olmo resistente, a diferencia del susceptible, forma una banda tangencial de célu-
las suberizadas (flechas) en respuesta a la infeccion. Fotos: Juan Antonio Martin

de la respuesta. Su activacién puede producirse
bien por una infeccion de grafiosis o bien por la
accion de otro organismo (SOLLA et al., 2003) y,
en ocasiones, por la aplicacién de una sustancia
inductora de resistencia, como el acido salicilico
(MARTIN et al., 2010b), o incluso ligeramente
toxica para el arbol (MARTIN et al., 2010a).
Dado que los olmos muestran resistencia
juvenil a la grafiosis, no se puede comprobar la
resistencia de los genotipos hasta el cuarto afo
de edad (SoLLA et al., 2005b), lo que hace que el
proceso de seleccion y mejora de olmos resisten-
tes se dilate en el tiempo. Por ello, se han tratado
de desarrollar técnicas de seleccion precoz de
olmos resistentes. Entre ellas se ha investigado el
uso de cultivos in vitro de callos y de células de
hojas de olmo sobre los que se aplicaron filtrados
de cultivos del patdgeno conteniendo las toxinas
generadas por el mismo (DiEz & GIL, 1998a).
Mediante estos ensayos, no se ha observado una
relacion consistente entre la resistencia a la gra-
fiosis y el crecimiento de los cultivos celulares
sometidos a la accion de los filtrados fingicos,
debido a que la accion de los componentes del
medio de cultivo del hongo ejercen una alta
influencia en los cultivos celulares. Asimismo, se
ha tratado de correlacionar la resistencia con la
actividad de distintas enzimas relacionadas con
la defensa, como la fenilalanina amonio liasa
(PAL) (Diez & GIL, 1998b). Pese a que se cons-
tato la activacion de la PAL tras la inoculacion de
los cultivos celulares con esporas de O. novo-
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ulmi, no se observo relacién con el grado de
resistencia a la enfermedad. Estos resultados des-
aconsejaron el uso de técnicas de cultivo in vitro
para la seleccion precoz de olmos resistentes, por
lo que se siguen usando técnicas de seleccion in
vivo con planta de cuatro savias.

LA INCLUSION DE LAS TECNICAS
MOLECULARES EN EL PROGRAMA
DEL OLMO

El empleo de marcadores moleculares en el
estudio de los olmos

En los ultimos afios, el desarrollo de la biotec-
nologia esta creando nuevas expectativas para la
mejora del olmo frente a la grafiosis. Asi, en
Estados Unidos se ha creado el primer olmo
transgénico que incorpora un gen que codifica un
péptido antimicrobiano sintético (NEWHOUSE et
al.,2007), el cual confiere al olmo cierto grado de
resistencia. Ademads de la transformacion genéti-
ca, cuya introduccién en la naturaleza puede ori-
ginar la misma controversia que la mostrada con
otras especies agronomicas, el avance de los mar-
cadores moleculares estd permitiendo salvar obs-
taculos y entender procesos antes inabordables.

Un objetivo principal del programa es cono-
cer la diversidad existente en las poblaciones ibé-
ricas de olmo, con el fin de entender qué recursos
genéticos debemos conservar y cudles debemos
cruzar para generar un material resistente lo sufi-
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cientemente diverso para permitir la reintroduc-
cion del olmo en el bosque con garantias de éxito
reproductivo. El estudio de la diversidad de las
especies se ha abordado tradicionalmente a tra-
vés de caracteres morfolégicos, cualitativos y
cuantitativos. Ahora bien, estos caracteres suelen
depender de la expresion de varios genes, de
interacciones entre éstos y de las condiciones
ambientales. Determinados marcadores molecu-
lares se han desarrollado como técnicas que per-
miten el estudio de la diversidad genética
independientemente del ambiente, por lo que se
consideran marcadores neutros.

En el campo de la conservacion y uso de los
recursos genéticos encontramos un amplio aba-
nico de estudios que utilizan los marcadores
moleculares: medida de la diversidad genética y
diferenciacion de poblaciones naturales cultiva-
das o mejoradas, estimacion del flujo génico y
migracion (e.g., RENDELL & ENNOs, 2002;
GRIVET & PETIT, 2003), andlisis de paternidad y
parentesco (e.g., SELKOE & TOONEN, 2006), con-
trol de cruzamientos y prediccion del comporta-
miento de hibridos (e.g., VALBUENA et al., 2005;
KITAHARA et al., 2005), estudios de taxonomia,
filogenia y recolonizacion postglacial (e.g.,
TAaKEZAKI & NEI, 1996; MAGRI et al., 20006), etc.

La taxonomia de las especies del género
Ulmus en Europa ha sido tradicionalmente com-
pleja (RicHENS, 1980) debido a la influencia de
factores como las glaciaciones, el intenso uso que
histéricamente el hombre ha hecho de los olmos,
los problemas de hibridacion entre ellos y la
influencia de la grafiosis sobre sus poblaciones. El
desarrollo de marcadores moleculares de ADN,
tales como PCR-RFLP de cloroplasto (DEMESURE
et al., 1995; DUMOLIN-LAPEGUE et al., 1997),
microsatélites nucleares (WHITELEY et al., 2003;
CoLLADA et al., 2004; ZALAPA et al., 2008) y
AFLPs (GIL et al., 2004) ha permitido evaluar
dicha diversidad, uno de los objetivos del Progra-
ma europeo y del programa espafiol del olmo.

La utilizacion de marcadores de ADN de
cloroplasto (andlisis de cinco regiones variables
mediante PCR-RFLP) ha demostrado la existen-
cia de dos linajes bien diferenciados genética-
mente en la especie U. minor, consecuencia de
la introduccién y dispersion por el hombre de
uno de ellos desde Italia (GIL et a/., 2004). Estos
olmos de origen italiano fueron introducidos y
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propagados por los agricultores romanos como
soportes de las vides, y derivan de un tnico clon
estéril recomendado por el agronomista
Columela, el olmo Atinio. Su gran difusién se
debe a que no sélo era un sostén adecuado para
la vid, sino que era apreciado como pasto inver-
nal para el ganado, es apto para muchos tipos de
terreno, soporta bien la sequia estival, se repro-
duce con facilidad mediante estacas, y ofrece
una madera de buenas propiedades. Este clon
fue ampliamente difundido por el centro y nor-
oeste de la Peninsula asi como en Inglaterra. En
esta isla se convirtié en el olmo mds abundante
y reconocible, hasta el punto que los taxbnomos
ingleses llegaron a considerar este cultivar
romano como una especie (U. procera).

El olmo Atinio posee un caracter funcional-
mente masculino que tiene su origen no en las
caracteristicas florales de los pies, pues en todos
los casos las flores son morfolégicamente her-
mafroditas, sino en la presencia de un aborto
generalizado de la semilla que hace que la sdma-
ra sea vana (LOPEZ-ALMANSA et al., 2004). En
los olmos cosexuales, aunque un cierto nimero
de semillas no completan su desarrollo, este
aborto no es generalizado y, por tanto, la mayor
parte de las samaras estdn semilladas. Como
consecuencia de todo ello, los pies funcional-
mente masculinos pueden reproducirse exclusi-
vamente a través del polen, frente a los pies
cosexuales que se reproducen tanto a través del
polen como de la produccion de semilla.

El olmo presente de forma abundante (aunque
en la actualidad residual debido a la grafiosis) en
la Espafia silicea corresponde mayoritariamente
al clon Atino (FUENTES, 2008), y es por tanto
resultado del manejo humano. Este hecho contra-
dice a los estudios paleobotanicos que acredita-
ban la existencia de polen de olmo en los
yacimientos de la Espafia occidental, salvo que
este polen perteneciera a otra especie de olmo. En
los udltimos afios, se han localizado bastantes
ejemplares y pequefas olmedas de U. laevis,
especie comuinmente considerada como asilves-
trada, en ubicaciones en las que su introduccion
se considera muy improbable. Se establecio
entonces la hip6tesis de que U. laevis pudiera ser
autéctona y que explicara el abundante registro
paleopolinico en la Espaiia silicea. Estudios com-
parativos entre poblaciones europeas e ibéricas de
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U. laevis mediante marcadores moleculares
nucleares y de cloroplasto (WHITELEY, 2004;
FUENTES, 2008; NIELSEN Y KJ£R, 2010) revelaron
que existia mayor diversidad genética en el con-
junto de los individuos ibéricos que en toda
Europa occidental, lo que evidencia que estamos
ante una especie autdctona. La Peninsula habia
sido por tanto su refugio suroccidental durante las
glaciaciones, desde donde tuvo lugar su recupera-
cion en Europa. La consideracién del U. laevis
como especie autdctona abre nuevas posibilida-
des en la mejora de los olmos ibéricos ante la gra-
fiosis. Especialmente interesante es la baja
aceptacion de esta especie de olmo por los esco-
litidos, lo que ha propiciado que sea la especie
europea de olmo menos afectada por las pande-
mias (MACKENTHUN, 2004).

El empleo de microsatélites nucleares y
AFLPs (GIL et al., 2004, FUENTES, 2008) ha apor-
tado informacién esencial para la correcta inter-
pretacion de los resultados filogeograficos obteni-
dos a partir de los marcadores de cloroplasto. En
especial, han sido determinantes en la deteccion de
genotipos clonales de olmo comtin propagados por
el hombre (olmo Atinio). La homogeneidad gené-
tica resultante de las plantaciones masivas de un
clon ha erosionado la diversidad natural de la espe-
cie y explica la rapida propagacion de la grafiosis
en la Peninsula e Inglaterra.

Los microsatélites nucleares se han utilizado
en la caracterizacion genética de los parentales de
los cruces controlados de U. minor realizados en el
programa y en el anélisis de la progenie, lo que per-
mite detectar posibles contaminaciones de material
no procedente de los cruces. La validacion del
material clonal resistente a la grafiosis también se
realiza mediante la caracterizacion genética de
dicho material con microsatélites nucleares.

En la actualidad se cuenta con una libreria
disefada para identificar el mayor nimero de
unigenes, a partir de los parentales utilizados en
dos cruces controlados entre clones resistentes y
susceptibles. Con esta libreria se pretenden gene-
rar mapas genéticos de alta densidad para U.
minor mediante el andlisis de las progenies de
referencia disefiadas para optimizar la segrega-
cion de caracteres relacionados con la resistencia
a la grafiosis. Se analizardn también otros carac-
teres de interés que muestren segregacion. La
obtencion de los mapas genéticos necesitard la
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identificacion de SNPs (variaciones de nucleoti-
dos en las secuencias) mediante secuenciacion
masiva de cDNAs, que se expresan en condicio-
nes normales en la planta (expresion constituti-
va), o que son inducidos por diferentes tipos de
estrés tanto abidtico como bidtico. Ademas,
necesitara la identificacion de regiones del geno-
ma que controlan la respuesta a la grafiosis
mediante la busqueda de asociaciones entre
genotipos y fenotipos en la progenie segregante.
Para la consecucion de este objetivo se contem-
pla la caracterizacion fenotipica de la respuesta a
la infeccién por el hongo O. novo-ulmi en un
estudio clonal de la progenie de referencia.

El empleo de marcadores moleculares en el
estudio del patégeno

Los avances en las técnicas moleculares tam-
bién han ayudado a conocer la diversidad genéti-
ca de los agentes causales de la enfermedad en la
peninsula Ibérica y Baleares. El empleo de RAPD,
a pesar de sus limitaciones, junto con ensayos de
fertilidad, permitieron confirmar la presencia de
las dos subespecies de la especie agresiva (O.
novo-ulmi), junto con la especie menos agresiva
(O. ulmi) en Espafa (SOLLA et al., 2008).

Para el estudio de las poblaciones del agente
causal de la grafiosis por el programa del olmo, se
han desarrollado recientemente marcadores
moleculares que evitan los problemas del RAPD,
como su escasa repetitividad. Esto ha permitido
mejorar los analisis genéticos de sus poblaciones,
con el objetivo de conocer las fuerzas que dirigen
su evolucion. Se han desarrollado dos tipos mar-
cadores: microsatélites, considerados como mar-
cadores neutros y SNP para genes funcionales vy,
por tanto, susceptibles de verse sometidos a pro-
cesos de seleccion, ya que podrian permitir la
adaptacion de los patdgenos a nuevos ambientes
o condiciones del ambiente. Con los microsatéli-
tes se estd analizando la estructuracién geografi-
ca de diversidad genética de sus poblaciones y el
flujo genético entre poblaciones.

Los genes funcionales para los que se han
desarrollado marcadores moleculares correspon-
den en su mayoria a genes homologos, a genes
implicados en la enfermedad en otros hongos
patogenos, o que modulan su agresividad. Con
estos marcadores se pretenden descifrar los
mecanismos que favorecen la evolucion de las
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poblaciones actuales de estos hongos y eventual-
mente pudieran llevar a la apariciéon de nuevas
variantes mds agresivas. Entre los mecanismos
objeto de estudio esta la hibridacion introgresiva
entre las diversas especies y subespecies en la
aparicion de nuevas cepas agresivas. Para ello, se
estudian las diferencias alélicas en dichos genes
entre diversas poblaciones, y los niveles de intro-
gresion de los genes de una especie en otra.

EL PROCESO DE,SELECCI(’)N, MEJORA
Y CATALOGACION DE OLMOS
RESISTENTES

Metodologia empleada

La secuencia de tareas del proceso de selec-
cion y mejora de olmos resistentes se esquema-
tiza en la Figura 4. El primer paso consiste en la
prospeccion de olmos en campo O entornos
urbanos que hayan sobrevivido a las epidemias
de grafiosis. Especialmente interesantes son
aquellos ejemplares cuyo porte y avanzada edad
les hagan candidatos a ser resistentes, dado que
es probable que en algiin momento de su vida
hayan estado en contacto con la enfermedad.
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Estos ejemplares se someten a un andlisis gené-
tico preliminar para evitar incluir en el programa
de seleccion y mejora a individuos derivados del
clon Atino, altamente susceptible a O. novo-ulmi
(GIL et al., 2004). Posteriormente se procede a la
propagacion de estos olmos preseleccionados,
bien mediante recogida de semilla o mediante
técnicas de reproduccion vegetativa que permi-
ten obtener réplicas clonales del ortet.
Tradicionalmente se vienen empleando técni-
cas de propagacion vegetativa mediante estaqui-
llado aéreo o de raiz (BURON et al., 2003). Sin
embargo, estas técnicas ofrecen un bajo porcenta-
je de éxito, ya que tan solo un 16% de las estaqui-
llas iniciales llegan a generar una nueva planta.
La puesta a punto de técnicas de micropropaga-
cién in vitro de los olmos (Diez Y GIL, 2004;
BIROSCIKOVA et al., 2004) ofrece mayores tasas
de éxito, con un porcentaje de enraizamiento
superior al 60% y unos porcentajes de eficacia (%
de explantos convertidos en planta) de entre el 40
y el 90% segun el genotipo, lo que representa un
considerable avance frente a las técnicas de
macropropagacion. Por ello, las técnicas de pro-
pagacion tradicional se estan sustituyendo por las
de micropropagacién, que ademas ofrecen meno-
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'
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‘ Parcelas de inoculacion |

‘ Caracterizacion de la

resistencia

¥

7-105ﬁ0$| Seleccion de genotipos }—i

vl
Ciclo de mejora ‘

Parcelas de
adaptacion

- i
11 anos | —— |>|

Catalogacion

Figura 4. Secuencia de tareas realizadas en el programa para la obtencion de olmos ibéricos resistentes a la grafio-
sis. Se indica el tiempo aproximado en lograr la primera seleccion de genotipos (7-10 afios) y en completar un ciclo

de mejora (11 arios)
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res requisitos de material de partida, independen-
cia del condicionante estacional y un mejor con-
trol sobre el estado de madurez de la planta.

Los individuos propagados y plantados en
envases se someten a un periodo de aclimatacion
de dos savias en umbraculo. Posteriormente, son
plantados en parcelas de conservacion de recursos
genéticos, o bien en parcelas experimentales
donde se evaltia su resistencia a la grafiosis. En
ambos tipos de parcelas, la fenologia y crecimien-
to de los arboles son caracterizados, ya que son
factores relacionados con la resistencia (ver
SANTINI et al., 2004). Ademas, en estas parcelas se
realizan estudios de tipo cientifico con el fin de
evaluar la influencia de factores anatémicos, fisio-
l6gicos, genéticos, quimicos o bioldgicos en la
resistencia a la enfermedad.

Para evaluar la resistencia de los olmos propa-
gados es necesario inducir la enfermedad. Los
arboles han de tener mas de tres savias y un tama-
flo superior a un metro para que los sintomas de
marchitamiento inducidos sean equivalentes en
porcentaje de copa afectada a los del arbol adulto
(SoLLA et al., 2005b). El in6culo se prepara
mediante cepas de grafiosis aisladas en laborato-
rio a partir de ramillos infectados. Las cepas aisla-
das se caracterizan y se seleccionan aquellas que
presenten un mayor crecimiento en placa Petri, ya
que el crecimiento in vitro se correlaciona con la
virulencia del patégeno (SoLLA et al., 2008). A
partir de la cepa seleccionada, se prepara una sus-
pension de esporas en agua destilada, y se ajusta a
una concentracion de 10° esporas por ml.

La inoculacién se realiza a mediados de pri-
mavera, cuando el arbol acaba de formar los
grandes vasos de la madera temprana, lo que per-
mite una méaxima difusién de esporas por los
vasos del xilema. Posteriormente, se evaliia su
marchitamiento foliar mediante el porcentaje de
hojas secas respecto al total de la copa transcurri-
dos 30; 60 y 120 dias tras la inoculacion. Esta se
realiza mediante una incision en la base del tron-
co realizada con una hoja de navaja afilada en la
cual se depositan 0,1 ml de la suspension de
esporas, que es absorbida por el flujo de savia.

Los genotipos que muestran marchitamien-
tos bajos (0-30%) tras dos afos consecutivos de
inoculaciones se consideran resistentes a la gra-
fiosis y pueden ser catalogados por la
Administracién como material forestal de repro-

«El programa espafiol del olmo: 25 afios de mejora e investigacion frente a la grafiosis»

duccion cualificado. La catalogacion permite la
propagacion y uso de estos clones para fines
forestales. Para ser catalogados como resistentes,
los clones deben cumplir los siguientes requisi-
tos: (i) El clon objeto de catalogacion debe de
estar plantado en una parcela controlada junto
con un clon de referencia resistente y un clon de
referencia susceptible; (ii) El nimero de réplicas
del clon en la parcela debe ser como minimo de
seis; (iii) El marchitamiento foliar medio mostra-
do por el clon debe ser igual o inferior al 30% de
la copa durante dos afios de inoculacién consecu-
tivos, siempre y cuando el clon de referencia sus-
ceptible muestre sintomas mayores del 70% de
marchitamiento; (iv) los ensayos de resistencia
deben realizarse en planta mayor de tres savias;
y (v) deben describirse sus caracteristicas morfo-
l6gicas, fenoldgicas, reproductivas, y genéticas.
La categoria de material cualificado tiene un
caracter provisional, siendo necesario el paso a la
categoria de material controlado para que
adquiera un caracter permanente (ALIA et al.,
2005). Para ello, los clones deben cumplir los
mismos requisitos especificados para material
cualificado y, ademas, cumplir dichos requisitos
en ensayos realizados bajo un segundo ambiente.
Los genotipos resistentes son ademds someti-
dos a un ciclo de mejora genética, donde se hibri-
dan entre ellos mediante cruces controlados con el
fin de incrementar su resistencia. Los brinzales
obtenidos de los cruces se plantan en parcelas
experimentales donde se les inocula artificialmen-
te la grafiosis al cuarto y quinto ano de edad. Aque-
llos brinzales mas resistentes se propagan vegeta-
tivamente para comprobar de nuevo su resistencia
en un numero de réplicas clonales mayor o igual a
seis, con el fin de dar validez estadistica a la resis-
tencia del clon. Estas tltimas inoculaciones se rea-
lizan de nuevo al cuarto y quinto afio de edad, con
lo que para completar el ciclo se necesita un mini-
mo de 10 afios. Una vez se seleccionen los genoti-
pos mas resistentes, éstos se vuelven a cruzar
comenzando un nuevo ciclo de mejora.

Olmos resistentes obtenidos

En la actualidad, siete clones de U. minor
(Dehesa de la Villa, Ademuz, Majadahonda, Dehe-
sa de Amaniel, Retiro, Toledo y Fuente Umbria)
estan en proceso de catalogacion como material
forestal de reproduccion cualificado. Estos siete
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clones podrian pasar a la categoria de material con-
trolado en un plazo de cinco afios, tras ser ensaya-
da su resistencia bajo un segundo ambiente. Ade-
mas, se han seleccionado por su elevada resisten-
cia 20 brinzales de U. minor procedentes de cruces
controlados de primera generacion entre cinco
parentales de resistencia media-alta. Tras su propa-
gacion clonal e inoculacion cuando cumplan cua-
tro savias, se espera que el nimero de genotipos de
U. minor resistentes que pasen a ser catalogados se
incremente considerablemente.

El programa ha obtenido ademas genotipos
fruto de la hibridacion entre diferentes especies
de olmos, incluyendo olmos de origen asiético.
Estos constituyen la principal fuente de genes de
resistencia en los programas de mejora (SMALLEY
& GURIES, 2000), existiendo una amplia tradicion
en el uso de U. pumila, U. davidiana var. japoni-
cay U. wallichiana en la mejora del olmo. En el
programa espaiiol, estos olmos asiaticos se han
cruzado con individuos autéctonos con el fin de
conseguir una mejor adaptacion a las condiciones
ambientales de la Peninsula y conservar, al menos
en parte, las cualidades ornamentales de nuestros
olmos. Seis de estos olmos hibridos han sido ya
ensayados como réplicas clonales (N =6) y bajo
dos ambientes, con lo que cumplirian los requisi-
tos necesarios para ser catalogados como material
controlado. No obstante, estos hibridos no pue-
den ser catalogados para su uso con fines foresta-
les, pues no estan incluidos en la normativa que
regula las especies que pueden ser comercializa-
das con este fin, dado su caracter parcialmente
exotico. Sin embargo, pueden ser utilizadas en
jardineria de ambientes urbanos dadas sus buenas
cualidades ornamentales y buen crecimiento.
Para su comercializacion, el programa pretende
registrar estos olmos como variedades ornamen-
tales resistentes a la grafiosis.

CONCLUSIONES

La grafiosis es una enfermedad compleja, que
implica interacciones dindmicas entre varios agen-
tes. El éxito en la expansion a gran escala de las
dos pandemias de grafiosis por el hemisferio norte
muestra la gran virulencia de la grafiosis y su alta
tolerancia a variaciones ambientales, aspectos que
la convierten en una enfermedad muy dificil de
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controlar. Los programas de mejora genética cons-
tituyen la mejor y quizas unica alternativa para
recuperar las poblaciones de olmo.

Tras 25 afos de investigacion y mejora, el
programa espanol del olmo ha sentado las bases
para ofrecer un futuro esperanzador a la especie,
al obtener no sélo individuos resistentes
mediante su cruzamiento con especies asiaticas,
sino también individuos autéctonos con un ele-
vado grado de resistencia. Se espera que en los
préoximos afos el nimero de genotipos ibéricos
resistentes se incremente considerablemente. Su
catalogacion por la Administracion permitira
devolver al olmo a un lugar relevante en los bos-
ques de ribera mediterrdneos. Su singularidad
frente a otras especies riparias radica en su
buena tolerancia a la sequia estival, lo que le
permite ocupar una posiciéon mas alejada del
cauce que sauces, chopos o alisos. Esta capaci-
dad le otorga también adecuacién como arbol
ornamental en dreas sometidas a periodos de
sequia, lo que ha propiciado que sea una especie
muy difundida y arraigada a la cultura espaiiola.

El avance de las técnicas moleculares esta per-
mitiendo salvar obstaculos y comprender aspectos
bioldgicos que en el futuro haran que la mejora del
olmo frente a la grafiosis sea mas eficaz y precisa.
El conocimiento de la diversidad de los olmos, los
genes implicados en la resistencia y en la virulencia
del patégeno permitird, entre otros, la seleccion pre-
coz de olmos resistentes, el establecimiento de los
cruces mas apropiados para incrementar la resisten-
cia frente al patdgeno e incluso el desarrollo de
métodos biotecnoldgicos de control de la enferme-
dad que neutralicen la virulencia del hongo.

Los avances presentados en este trabajo han
implicado la participacion y colaboracién de
muchas personas e instituciones durante los 25
anos de vida del programa, a nivel nacional e
internacional. El enfoque multidisciplinar de los
estudios ha permitido obtener un conocimiento
profundo y global del complejo grafiosis, sin el
cual, cualquier intento de recuperacion del olmo
seria probablemente inuitil.
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