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RESUMEN

Con el objetivo de encontrar olmos resistentes a la grafiosis se han tratado de encontrar parametros anatomicos
o fisiologicos, facilmente medibles, relacionados con la resistencia. Dado que los factores que favorecen la difusion
de la enfermedad en el arbol conducen a una mayor sintomatologia, se plantea la hip6tesis de que la conductancia es-
tomatica (gs) y la conductividad hidraulica foliar especifica (Cy) puedan tener relacion con la susceptibilidad. Estos
parametros se determinaron en 75 ejemplares de la especie U. minor, con edades de 7, 6, 3 y 2 savias (n > 15). Los
ejemplares fueron inoculados posteriormente con el hongo de la grafiosis. En plantas de 7, 6, y 3 savias se observo
una relacion positiva entre g a las 14:00 h y el marchitamiento manifestado a los 15 dias (#2 > 0,40; P < 0,01). La re-
lacion se hizo mas débil con el marchitamiento manifestado a los 60 dias, y en plantas de 3 savias dejo de ser signifi-
cativa. Resultados similares se obtuvieron entre Cy y el marchitamiento a los 15 dias en olmos de 6 y 7 savias. Se
piensa que las relaciones observadas responden a que un mayor intercambio gaseoso favorece la colonizacion o difu-
sion del patogeno en el arbol. La falta de relacion entre g5 o Cy y la susceptibilidad, en planta de 2 savias, desaconse-
ja la utilizacion de estos parametros para la seleccion precoz de U. minor resistentes.

PALABRAS CLAVE:  Ulmus minor
Ophiostoma novo-ulmi
Grafiosis
Transpiracion
Conductancia estomatica
Conductividad hidraulica foliar especifica

INTRODUCCION

Los programas tradicionales de mejora genética para la obtencion de olmos resisten-
tes a la grafiosis conllevan una serie de procesos de seleccion de planta cuyo esfuerzo, du-
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racion y espacio ocupado implican un elevado coste econdmico (Cheng et al., 1997). Tal
es el caso del programa espafiol, iniciado en 1986 por la Direccion General para la Con-
servacion de la Naturaleza en colaboracion con la Universidad Politécnica de Madrid (So-
lla et al., 2000). La seleccion de olmos resistentes requiere inocularlos antes con el hongo
patdégeno Ophiostoma novo-ulmi Brasier, causante de la enfermedad. Para precisar la vali-
dez de los resultados, las inoculaciones se han de practicar sobre un minimo de seis répli-
cas, plantadas en parcelas homogéneas. Se necesita, ademads, que la planta tenga una de-
terminada edad ya que el olmo posee resistencia juvenil. Los ejemplares de dos afios no
muestran sintomas al ser infectados con grafiosis, y al tercero solo lo hacen si han mostra-
do un crecimiento vigoroso (Heybroek, 1957). Esperar tres afios supone un retraso consi-
derable en cada ciclo de mejora.

Ante estas dificultades y para evitar largos procesos, se han tratado de desarrollar téc-
nicas de seleccion precoz. Los objetivos han sido, en planta joven, encontrar un parametro
anatomico o fisiologico, facilmente medible, relacionado con la resistencia. Las relacio-
nes halladas entre la resistencia de Ulmus americana L. y la concentracion de azlcares o
de ciertos compuestos nitrogenados en la savia (Zentmyer et al., 1946; Singh y Smalley,
1969a) no han sido utilizadas como metodologia de seleccion, dado que no se han podido
corroborar posteriormente (Elgersma, 1967; Singh y Smalley, 1969b). Se ha sefialado al
diametro de los vasos xilematicos como posible parametro de seleccion (Elgersma, 1970),
e incluso se elabor6 un indice para ello (Sinclair ef al., 1975). Este indice no es utilizado
en ningn programa actual debido a la laboriosidad de su obtencion y al dafio considera-
ble que se causa en planta de una y de dos savias. La relacion hallada por Pijut ef al
(19904, b) entre la resistencia de U. americana L. y el crecimiento in vitro de sus callos
en presencia de toxinas de O. novo-ulmi, motivo la puesta a punto de una técnica de selec-
cion precoz dentro del programa espaiiol de mejora genética del olmo. Los resultados ob-
tenidos in vitro con U. minor Mill. no se correspondieron, sin embargo, con la susceptibi-
lidad real de los arboles (Diez y Gil, 1998, 1999), por lo que se abandono esta linea de
trabajo.

Los factores que favorecen la multiplicacion y la difusion del patdgeno a través de los
elementos vasculares conducen a una mayor sintomatologia (Tchernoff, 1965; Sinclair et
al., 1975). Uno de estos factores es la conductividad hidraulica, la cual es mayor en indi-
viduos de alta susceptibilidad en las especies U. americana L. (Melching y Sinclair,
1975) y U. x hollandica Mill. (Elgersma, 1970). La conductividad hidraulica foliar espe-
cifica (Cy) de una planta se puede estimar a partir de los parametros fisiologicos transpi-
racion (E), potencial hidrico al amanecer (¥,) y potencial hidrico al mediodia (‘¥,,) (Gin-
ter-Whitehouse et al., 1983; Pallardy, 1989). De obtenerse buenas correlaciones entre Cy
y la susceptibilidad en planta joven, el parametro fisiolégico Cy podria ser utilizado como
herramienta de seleccion a edades tempranas.

En ensayos realizados sobre U. minor Mill. y sus hibridos con U. pumila L., Diez
(1996) aporto indicios de una relacion entre la regulacion estomatica de la planta y su re-
sistencia a la grafiosis. En el presente trabajo se pretende observar, en ejemplares de U.
minor, si existe alguna correlacion entre la conductancia estomatica (g,) y la susceptibili-
dad a la grafiosis.
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MATERIAL Y METODOS

Para estudiar la posible relacion entre Cy; o g, y la susceptibilidad de U. minor a la
grafiosis se midieron los parametros potencial hidrico, transpiracién y conductancia esto-
matica sobre el material seleccionado. Posteriormente se evaluo la susceptibilidad de la
planta y por ultimo se compararon los resultados.

Material vegetal

El criterio utilizado para seleccionar el material vegetal fue incluir olmos con gran
variabilidad de C,; y g, al mediodia. Dado que se pretende encontrar una relacion entre C;
o g, vy la susceptibilidad, se espera que al seleccionar olmos con gran variabilidad en sus
parametros fisiologicos se obtengan respuestas variadas ante la grafiosis. Se hizo una me-
dicion previa de estos parametros a un total de 163 olmos (U. minor Mill.) de polinizacion
abierta, de diferentes edades. Dentro de cada edad se eligié aquel material mas homogé-
neo en cuanto a altura.

Se seleccionaron 75 olmos correspondientes a ocho familias, con edades de siete,
seis, tres y dos savias (Tabla 1). Se utilizaron familias de siete y seis savias debido a que
Diez (1996) encontro, en arboles de la misma edad, relaciones entre la regulacion estoma-
tica y la resistencia. Las familias utilizadas no fueron las mismas en cada edad debido a
que no se dispuso de dicho material. Veinte arboles tenian siete savias y una altura proxi-
ma a los tres metros. Se utilizaron 15 brinzales de seis savias cuya altura estuvo compren-
dida entre dos y tres metros. Por ultimo se seleccionaron brinzales de tres y dos savias, 20
por cada edad, cuyas alturas medias se indican en la Tabla 1.

Tabla 1

Especificaciones del material vegetal empleado para estudiar la relacion entre
parametros fisiolégicos y la susceptibilidad a la grafiosis en ejemplares
de U. minor

Familia Progenitor femenino
2 q
Edad Identificacion N ALl Procedencia At Entorno
(m) (m)

7 GR-AL 2 10 2,81 +0,31 La Alhambra, Granada 760 parque o jardin
SE-SN 3 10 2,71 £ 0,28 San Nicolas, Sevilla 500 masa natural
GR-AL 2 5 2,52+ 0,19 La Alhambra, Granada 760 parque o jardin

6 SE-CT 3 5 2,49 + 0,23 Constantina, Sevilla 600 masa natural
SE-CT 2 5 2,46 + 0,14 Constantina, Sevilla 600 masa natural

3 AB-FP 2 10 0,84 + 0,16 Fabrica de Pafos, Albacete 640 zona rural
V-BC 1 10 0,86 + 0,15 Bocairente, Valencia - masa natural

) M-TC 6 10 0,33 £ 0,14 Tres Cruces, Madrid 640 parque o jardin
ZA-VL 1 10 0,21 £ 0,12 Valorio, Zamora 600 zona rural

% Valor medio y desviacion estandar.
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La planta de seis y de siete savias fue aviverada durante dos afios, antes de su planta-
cion, en una parcela de inoculacién sita en el Centro de Mejora Genética Forestal Puerta
de Hierro, Madrid. El marco de plantacion fue 1 m entre filas y 0,5 m entre columnas. Los
brinzales de tres savias se plantaron al afio siguiente de su germinacion en la parcela de
aviveramiento del mismo Centro. Los brinzales de dos savias se dispusieron en macetas
de 25 cm de diametro, conteniendo tierra de textura franco arenosa enriquecida con turba
(4:1 v/v).

Medicion de los parametros fisiolégicos

Los parametros fisiologicos medidos fueron el potencial hidrico (‘*Y; MPa), la transpi-
racion (E; mmol H,O m2 s7') y la conductancia estomatica (g,; mmol H,O m=2 s™). El po-
tencial hidrico se midié con una camara de presion (PMS 1000, Instrument Co., Corvallis,
Oregén USA) (Scholander ef al., 1965). Los valores de E y g, se obtuvieron mediante un
analizador de gases en el infrarrojo (IRGA) portatil, modelo ADC-LCA 4 (Analytical De-
velopment Co. LtD., Hoddesdon, Herts., U.K.). El aparato conté con una camara acoplada
para introducir las hojas, modelo Parkinson ADC, con capacidad de medicién foliar de
6,25 cm?. Para el calculo de los parametros se utilizo un software interno con las formulas
descritas por Von Caemmerer y Farquhar (1981).

En la planta de sicte savias las mediciones se realizaron los dias 6 y 7 de mayo de
1998 en una hoja apical por brinzal y dia. Los valores medios de ambos dias fueron los
utilizados para relacionar con la susceptibilidad. El potencial hidrico se midio6 a las 7:00 h
(W,), 14:00 h (¥,,) y 18:00 h (\P). E y g, se registraron a las 11:00 h, 14:00 h y 18:00 h.
En la planta de seis savias se midieron los mismos parametros y a la misma hora que en la
planta de siete savias, durante los dias 22 y 23 de abril de 1997. Idénticas mediciones se
hicieron para la planta de dos y tres savias, entre el 24 y el 30 de abril de 1998.

A partir de las mediciones de E al mediodia, W, y \¥,,, se estimo la conductividad hi-
dréulica foliar especifica (Cy) como la inversa de la resistencia (r) al flujo del agua en el
continuo suelo-planta (Ginter-Whitehouse et al., 1983; Pallardy, 1989):

1 E . E
r Yoo V.. Y-V,

planta

Cy

1
|

suelo

Todas las mediciones, excepto para la planta de dos savias, se hicieron al exterior en
dias despejados. Las plantas de dos savias se ubicaron en un invernadero, en el cual estu-
vieron aclimatadas durante un mes antes de hacer las mediciones. Las condiciones de
temperatura y humedad relativa en el invernadero se mantuvieron en los intervalos de 25
+5°Cyde 53 £ 10 %. En el momento de medir, las macetas se colocaron bajo una lam-
para de xenon que proporciond una densidad de flujo fotosintético de 450 umol fotones
m~ s7!. Se eligieron siempre las hojas mas expuestas.

Dos dias antes del inicio de las mediciones las plantas fueron regadas abundante-
mente para que el suelo, o el substrato de las macetas, estuvieran a capacidad de campo
(HR > 23 %). El contenido de la humedad del suelo se registro6 mediante un TDR (Trase
System I, Soil Moisture Equipment Corp., USA). Se utilizaron sondas de 20 cm que fue-
ron enterradas en las macetas o en cuatro puntos diametralmente opuestos a lo largo de las
parcelas.
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Evaluacion de la susceptibilidad

Todos los olmos fueron inoculados tras las mediciones. La susceptibilidad de los ar-
boles se pudo conocer tras inocularles artificialmente una cepa de la especie Ophiostoma
novo-ulmi, raza NAN. El hongo fue aislado en 1996 en Allariz (Orense) sobre un ejem-
plar de U. minor. Presenta un crecimiento in vitro de 6,1 mm/dia en medio de agar y mal-
ta (20 °C). Las inoculaciones se realizaron a los dos dias de medir los parametros. El pro-
cedimiento de inoculacion se describe en Tchernoff (1965). La dosis empleada para ino-
cular los olmos de siete y seis savias fue 0,10 ml de suspension por arbol (10°
esporas/ml), a diferencia de 0,05 ml empleados en los olmos de tres y dos savias. Los cor-
tes realizados en el tronco se cubrieron con parafilm para evitar una posible desecacion o
contaminacion (Birkholz-Lambrecht et al., 1977).

La susceptibilidad de los brinzales a la grafiosis se evalué de dos maneras en funcién
de la edad de la planta. En plantas de siete, seis y tres savias la susceptibilidad se evalu6 a
través de los porcentajes de marchitamiento foliar mostrados en la copa (Smalley y Gu-
ries, 1993). Dichos porcentajes se registraron a los 15, 30 y 60 dias tras las inoculaciones.
A partir de los 60 dias el marchitamiento por grafiosis se mantiene constante hasta el final
de la temporada. Los olmos se agruparon en tres clases de susceptibilidad seglin alcanza-
ran, a los 60 dias tras las inoculaciones, un porcentaje de marchitamiento comprendido
entre 100y 75 % (alta), 74 y 50 % (media), y 49 y 0 % (baja). El establecimiento de estas
tres clases de susceptibilidad respondio a la intencion de que en cada clase hubiera apro-
ximadamente el mismo numero de arboles, y de este modo, los analisis estadisticos fueran
equilibrados.

En plantas de dos savias, al darse una ausencia de sintomas foliares debido a la resis-
tencia juvenil descrita por Heybroek (1957), la susceptibilidad se estimo a partir de la co-
loracion causada por el hongo en el interior de la planta. A los 30 dias de la inoculacion se
midi6 la altura alcanzada por el hongo en la totalidad del anillo de crecimiento. Para me-
dir dicha altura se siguio el procedimiento descrito por Green y Guries (1985), cortandose
las plantulas en el punto de inoculacion y seccionandose a intervalos de 1 cm. La suscep-
tibilidad se ponderé mediante un indice de coloracion (I.), obtenido al dividir la altura al-
canzada por el hongo entre la altura total de la planta. Los olmos se agruparon en tres cla-
ses de susceptibilidad seglin su indice estuviera comprendido entre 1,00 y 0,75 (alta); 0,74
y 0,50 (media) y 0,49 y 0,0 (baja).

Procesado de datos y analisis estadistico

Para relacionar los pardmetros fisiologicos con la susceptibilidad de los olmos se si-
guieron dos procedimientos. El primero consistid en considerar las tres clases de suscepti-
bilidad asignadas: alta, media y baja. Se hicieron ANOV As unifactoriales tomando como
variables los parametros y como factor principal la clase de susceptibilidad. Para la com-
paracion de medias se utilizaron tests LSD de Fisher (P < 0,05).

El segundo procedimiento consistio en establecer regresiones simples y polindmi-
cas entre los valores de los pardmetros y los porcentajes de marchitamiento o los indi-
ces de coloracion. Los porcentajes y los indices se normalizaron mediante la transfor-
macioén arcsen (x/100)"2. En los analisis de regresion se calcularon los coeficientes de
regresion (r?), bien considerando a todo el conjunto de arboles, o bien para cada fami-
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lia. La significacion de los mismos se obtuvo a partir de ANOVAs. El programa infor-
matico utilizado para el analisis estadistico fue Statgraphics Plus v2.1 (Statistical
Graphics Corp.™).

RESULTADOS

Relacién entre los parametros fisiologicos y la susceptibilidad de olmos de siete
savias

El marchitamiento observado a los 60 dias de inocular fue muy variable, con valores
entre 15y 90 % (o, ; = 22,6). Al agrupar los arboles en clases de susceptibilidad se tuvie-
ron seis individuos en la clase alta, siete en la clase media y siete en la clase baja. En la
Figura la se muestran los valores medios de ¥,, ¥, g al mediodia y C;; obtenidos en
cada clase de susceptibilidad. El tinico valor medio diferente en las tres clases de suscepti-
bilidad fue g, a las 14:00 h. Los olmos de la clase susceptible tuvieron un valor medio de
g, mayor al de los olmos de la clase resistente.

Los valores de ¥, (-1,10 £ 0,12 MPa; media = ES) no difirieron significativamente
de los de W, (1,21 £ 0,17 MPa) para las tres clases de susceptibilidad (P > 0,10). Los va-
lores medios de g, obtenidos a las 14:00 h (120 £ 25 mmol m2s!) no difirieron significa-
tivamente de los medidos a las 11:00 h (111 £ 14 mmol m2s™') y a las 18:00 h (115 + 23
mmol m~s™). No obstante, los valores medios de E obtenidos a las 14:00 h (4,27 £ 0,27
mmol m~2s™") fueron mayores a los medidos a las 11:00 h (3,67 £ 0,31 mmol m?s') y a
las 18:00 h (3,41 £ 0,45 mmol m2s") (P < 0,01).

Considerando el conjunto de todos los arboles, se hicieron analisis de regresion lineal
y polindmica entre los parametros fisiologicos y el marchitamiento manifestado a los 15,
30 y 60 dias tras las inoculaciones. En la Tabla 2a se muestran los coeficientes de regre-
sion y las significaciones de los modelos lineales. Estas significaciones no difirieron sus-
tancialmente de las obtenidas en los modelos polindmicos. Las mayores significaciones se
obtuvieron con el marchitamiento manifestado a los 15 dias. Unicamente g, a las 14:00 h
se relaciono con la susceptibilidad manifestada a los 60 dias. No hubo relacion entre ¥,
Y. v ¥, v los porcentajes de marchitamiento.

Considerando a las familias por separado, en la denominada GR-AL 2 se obtuvieron
relaciones lineales positivas entre Cy; o g, a las 14:00 h, y el marchitamiento a los 15 dias
de inocular (12 > 0,65; P < 0,01) (Fig. 2). El marchitamiento a los 60 dias no se relaciono
con los valores de Cy; (r> = 0,08; P > 0,10), aunque si con g, (r> = 0,60; P <0,10). En la fa-
milia SE-SN 3, la tinica relacion significativa se obtuvo entre g a las 14:00 h y el marchi-
tamiento a los 15 dias de inocular (r> = 0,34; P < 0,10).
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Fig. 1.—Potenciales hidricos al amanecer (¥,) y al mediodia (‘Vn), conductancias estomaticas al
mediodia (gs) y conductividades hidraulicas foliares especificas (Cu) de ejemplares de U. minor
con susceptibilidades alta (7)), media () y baja (H)

Cada barra representa la media de mediciones durante dos dias en arboles de siete (a), seis (b), tres (c) y dos savias
(d) (n > 4). Las lineas verticales son errores estandar y las letras distintas indican diferencias significativas (P < 0,05).
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Tabla 2

Coeficientes de regresion entre los parametros fisiolégicos conductancia estomatica
(g,) o conductividad hidraulica foliar especifica (C,;) y el marchitamiento foliar a
los 15, 30 y 60 dias de inocular ejemplares de U. minor de siete (a), seis (b), tres

(¢), y dos savias (d)

Parametros fisiologicos

Es CH
11:00 h 14:00 h 18:00 h -

z ks sk *
a) Marchitamiento en olmos de siete dia 15 0,42 0.41 0,04 0,17

Savins (o dia30  025%F  023% 002 007
dia 60 0,13 0.18 * 004 010

- L dials 022 0,50 %% 0,14 034%*

b) ls‘:‘;‘lr:s"&a‘;“fg‘)“’ en olmos de seis 4. 3 o)o2 0.50 %% 012 031 %
dia 60 0.11 042 006 016
- dia 15 0,02 040 009 007
©) ls‘;“v‘l":s"tﬁ“:‘zeg;“ en olmos de tres 40 35 (12 0,23 ** 009 0,01
dia 60 0,05 0.04 011 000
- dia 15 0,07 0,00 004 0,04
d ls\:i‘f::‘;;a':‘zeg)m en olmos de dos 4. 35 o 0.13 011 008
dia 60 0.15 0.06 009 004

Las significaciones se indican mediante: * P < 0,10; ** P < 0,05; *** P < 0,01.
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Fig. 2.—Conductancias estomaticas al mediodia (gs), conductividades hidraulicas foliares
especificas (Cy) y porcentajes de marchitamiento a los 15 dias de inocular diez ejemplares U.
minor de siete savias (familia GR-AL 2)
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Relacion entre los parametros fisiologicos y la susceptibilidad de olmos de seis savias

El marchitamiento medio de los olmos de seis savias a los 60 dias de inocular fue
64 % (o, , = 18,7). Al agrupar los arboles en clases de susceptibilidad se tuvieron siete in-
dividuos en la clase alta, cuatro en la clase media y cuatro en la clase baja. En la Figu-
ra 1b se muestran los porcentajes de marchitamiento y ¥,, ¥,,, g, al mediodia y C,; de
cada clase de susceptibilidad. Se observa que los olmos de la clase mas susceptible tuvie-
ron un valor medio de g, al mediodia mayor a los de la clase mas resistente (P < 0,05).
Los maximos valores medios de E y g se alcanzaron a las 14:00 h (P < 0,10), siendo 2,90
+ 0,23 mmol m2s! y 89 £ 10 mmol m~2s™' respectivamente.

Considerando el conjunto de todos los ejemplares, se obtuvieron altos coeficientes de
regresion entre g, a las 14:00 h y el marchitamiento de los olmos a los 15, 30 y 60 dias de
inocular (Tabla 2b). Los valores de C,; también se relacionaron positivamente con el mar-
chitamiento a los 15 y 30 dias.

Al realizar analisis de regresion lineales en la familia SE-CT 3 se obtuvieron relacio-
nes positivas entre g, a las 14:00 h y el marchitamiento de los brinzales a los 15, 30 y 60
dias de inocular (12 > 0,64; P < 0,10). En la familia GR-AL 2 la relacion sélo fue signifi-
cativa entre g, a las 14:00 h y el marchitamiento a los 15 dias (r> = 0,88; P < 0,05), y entre
Cy y el marchitamiento a los 15 dias (r> = 0,53; P <0,10). En SE-CT 2 no se observo rela-
cién alguna.

Relacion entre los parametros fisiologicos y la susceptibilidad de olmos de tres savias

A los 60 dias tras las inoculaciones, el marchitamiento medio de los olmos de tres sa-
vias fue 76.5 % (o, , = 12,8). Once olmos se incluyeron en la clase de alta susceptibili-
dad, cinco en la clase media, y cuatro en la clase baja. Ninguno de los parametros medi-
dos result6 ser estadisticamente diferente para cada una de las tres clases de susceptibili-
dad (Fig. 1c). Los valores medios de E a las 14:00 h (6,25 + 0,32 mmol m=s™') fueron
mayores a los medidos a las 11:00 h (5,01 £ 0,25 mmol m2s!) y a las 18:00 h (4,88 *
0,21 mmol m2s') (P < 0,05).

Para los 20 olmos, los valores de g, medidos a las 14:00 h se relacionaron positiva-
mente con el marchitamiento foliar a los 15 y 30 dias de inocular (Tabla 2c¢). A los 60 dias
de inocular no se obtuvo ninguna relacion significativa, lineal o polindmica, entre los pa-
rametros fisioloégicos y el marchitamiento.

En la familia denominada AB-FP 2, ningun coeficiente de regresion resulto significa-
tivo. En la familia V-BC 1, los valores de g, medidos a las 14:00 h mostraron una alta re-
lacion lineal con el marchitamiento foliar a los 15 dias de inocular (r> = 0,67; P < 0,01).
Entre Cy; y el marchitamiento no se observo relacion alguna.

Relacion entre los parametros fisiologicos y la susceptibilidad de olmos de dos savias

No se apreciaron sintomas externos de marchitamiento al mes de inocular la planta de
dos savias. No obstante, se pudo observar con claridad el ennegrecimiento del anillo del
afio causado por el ascenso del hongo desde el punto de inoculacion. La altura media de
este ennegrecimiento fue 34,8 cm (o, ; = 22,6), y el indice de coloracion (Ic) medio fue
0,73 % (o, = 0,19).
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Al agrupar los arboles en tres clases de susceptibilidad segun el valor de I, se obtu-
vieron siete olmos en la clase alta, nueve en la media y cuatro en la baja. Los valores me-
dios de los parametros fisiologicos fueron iguales en las tres clases de susceptibilidad
(Fig. 1). Los modelos de regresion realizados entre I y los parametros fisioldgicos medi-
dos no resultaron significativos (Tabla 2).

DISCUSION

Lo mas destacable de los resultados es la relacion hallada entre la susceptibilidad a la
grafiosis de olmos de seis y siete savias y los valores de los parametros fisiologicos con-
ductancia estomatica (g,) y conductividad hidraulica foliar especifica (Cy). Los olmos con
valores mas altos de g, a las 14:00 h y de Cy; fueron los que manifestaron, tras ser inocula-
dos, una mayor susceptibilidad inicial. Se puede aceptar que esta relacion responde a que
g,y Cy influyen en la difusion del hongo y de sus toxinas en el arbol, siendo mas rapida
en arboles con los valores mas altos.

La hipotesis de que un mayor intercambio gaseoso origina mayores sintomas de gra-
fiosis es apoyada por distintos trabajos. Went (1938) y Tchernoff (1965), observaron que,
tras inocular olmos artificialmente, los sintomas se manifestaban con mayor rapidez e in-
tensidad si el ambiente era seco y calido. Ambas circunstancias suelen incrementar la tasa
de transpiracion en las plantas (Lange ef al., 1971). Al inocular en dias humedos y frios,
algunos olmos no mostraron sintomas. Ante esto, ya Went (1938) habia destacado la im-
portancia del movimiento de la savia en la planta para el transporte del hongo. En otros
trabajos se ha observado que ejemplares resistentes presentan hojas mas pequefias que
ejemplares susceptibles, y se ha relacionado esta circunstancia con la difusién interna del
patdgeno (Lester y Smalley, 1972; Townsend y Schreiber, 1976). En general, cuanto ma-
yor es la superficie foliar mas intercambio gaseoso se produce (Kramer y Boyer, 1995).
En el trabajo realizado por Diez (1996) se obtuvieron menores valores medios de g al
mediodia para ejemplares de U. minor x U. pumila que para ejemplares de U. minor. La
susceptibilidad de los hibridos a la grafiosis resultd también menor que la de los ejempla-
res de U. minor.

En la Tabla 2 se observa que los mayores coeficientes de regresion entre las variables
marchitamiento y g, se obtuvieron a las 14:00 h. Los coeficientes fueron menores o no
significativos por la mafana y al atardecer. Se piensa que la relacion ha sido mayor al me-
diodia porque en ese momento la transpiracion es maxima, y se produce una mayor difu-
sion del patogeno y de sus toxinas en la planta. Cuando las transpiraciones son elevadas,
la difusion de fungicidas sistémicos inyectados en raices de olmo se ve favorecida (Pra-
sad, 1975).

Los mayores coeficientes se obtienen de relacionar g, o C,; con los sintomas a los 15
dias de inocular. A los 30 y 60 dias los coeficientes son menores o no significativos. Una
posible explicacion se obtiene al dividir el proceso de la enfermedad de la grafiosis en dos
etapas, una inicial y otra subsecuente. La etapa inicial se conoce como periodo de incuba-
cion y es el tiempo entre la infeccion y la expresion de sintomas, durante la cual tiene lu-
gar la colonizacion o difusion del patdgeno por el arbol (MacHardy, 1978). En esta etapa
tiene lugar la formacion de esporas que originan nuevo micelio. En la etapa subsecuente
interviene la respuesta del hospedante al patdgeno (Dixon ef al., 1994).
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La expresion final de los sintomas depende de lo ocurrido en ambas etapas: habra
mas marchitamiento cuanto mas difusion tenga la enfermedad y cuanta menos capacidad
de respuesta tenga el hospedante. Con Fusarium oxysporum var. cubense en banana, la
susceptibilidad final depende mayoritariamente de la rapidez con que se difunde el hongo
(Beckman et al., 1962). Por el contrario, el marchitamiento producido por F. oxysporum
var. lycopersici en tomate depende mas de la capacidad de respuesta del hospedante.

En la grafiosis, el grado de difusion del patogeno en el arbol condiciona la efectividad
de los mecanismos de defensa (Ouellette y Rioux, 1992), luego ambas etapas tienen gran
importancia en la sintomatologia final. Dado que el periodo de incubacion de la grafiosis
en el olmo dura entre 6 y 20 dias (Pomerleau, 1970), los sintomas observados a los 15
dias dependeran fundamentalmente del grado de difusion del patogeno.

La menor relacion hallada entre g, o Cy; con la sintomatologia a los 30 y 60 dias res-
ponde a la incidencia de la segunda etapa. El hecho de que los coeficientes de regresion
pierdan significacion segiin avanza el tiempo desde la infeccion, apunta a que no exista
relacion entre g, o Cy; y los mecanismos de defensa que el olmo activa ante la grafiosis
(oclusion de vasos, produccion de fitoalexinas, etc.).

En los brinzales de dos y de tres savias no se encontrd relacion alguna entre los para-
metros g, o Cy; y la susceptibilidad final a O. novo-ulmi. Buisman (1932), midiendo trans-
piraciones segun el método propuesto por Livingston y Shreve (1916) no hallé relacion
entre este parametro y la susceptibilidad de varias especies de olmo a O. ulmi. El poten-
cial hidrico tampoco se ha visto relacionado con la resistencia de los ejemplares de U. mi-
nor, confirmando a Melching y Sinclair (1975) en U. americana. Ante estos resultados no
se sugiere medir estos parametros fisiologicos para la seleccion precoz de U. minor frente
a la grafiosis. Ya que la susceptibilidad en U. minor se mantiene constante a partir de las
cuatro savias (datos sin publicar), resulta mas conveniente para proceder a la seleccion
inocularlos a esa edad.
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SUMMARY

Relationship between gas exchange parameters and first symptoms of Ulmus minor
Mill. to Dutch elm disease

Research has been carried out into the identification of easily measured anatomical or physiological param-
eters that are related to resistance, with the aim of screening elms resistant to Dutch elm disease. Given that the
factors which encourage diffusion of this disease in elms also lead to an increase in symptoms, it is hypothesised
that estomatic conductance (g;) and specific leaf hydraulic conductivity (Cy) could be related to susceptibility.
These parameters were determined in 75 U. minor seedlings, aged 7, 6, 3 and 2 years old (n > 15), which were
subsequently inoculated with the Dutch elm disease fungus. In plants of 7, 6, and 3 years a positive relationship
was observed between g at 14 hours, and the amount of wilting shown after 15 days (r> > 0,40; P < 0,01). This
relationship was shown weaker with the amount of wilting after 60 days in 7 and 6 year old plants, whilst in 3
year old plants it became nonsignificant. Similar results were obtained between Cy and the amount of wilting af-
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ter 15 days in elms of 6 and 7 years. It is thought that the relationships observed occured because a greater gas
exchange favours the colonisation or diffusion of the pathogen within the tree. The fact that neither g5 nor Cy
showed relationships with susceptibility in two year old plants makes it inadvisable to use these parameters for
the early screening of resistant U. minor trees.

KEY WORDS:  Ulmus minor
Ophiostoma novo-ulmi
Dutch elm disease
Transpiration
Estomatic conductance
Specific leaf hydraulic conductivity.
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