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Caracterizacion morfoldgica, fisiolégica y molecular de nuevos
aislados de Ophiostoma novo-ulmi

G. Diaz, D. GALLEGO, A. GUTIERREZ, A. MUSALY, E. SORIANO, J. GALIAN

Se han aislado cepas de Ophiostoma a partir de olmos que presentaban sintomas de
grafiosis, procedentes de 12 localidades en Murcia, Espafia. Estos aislados se han carac-
terizado e identificado de acuerdo a su dindmica de crecimiento en cultivo, a tests de fer-
tilidad y mediante el uso de marcadores moleculares para el gen cu de la toxina cera-
toulmina y el gen coll de la forma de la colonia. Todos los aislados se identificaron
como O. novo-ulmi subsp. americana, aunque no se descarta que nuevos aislados tengan
otra asignacion especifica. Se pone de manifiesto la necesidad de complementar los cri-
terios cldsicos fisiol6gicos con métodos moleculares, pues el comportamiento de algu-
nos aislados en cultivo es confuso y puede sugerir la existencia de hibridacion.
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INTRODUCCION

La enfermedad de la grafiosis del olmo
estd producida por dos especies de hongos,
Ophiostoma ulmi (Buisman) Nannfeldt (=
Ceratostomella ulmi (Schwartz) Buisman; =
Ceratocystis ulmi (Buisman) C. Moreau) y
O. novo-ulmi Brasier, conocidas en el pasa-
do como cepa no agresiva y agresiva respec-
tivamente.

Ambas especies se corresponden a las dos
pandemias sufridas en el siglo pasado en los
olmos del hemisferio norte. La primera pan-
demia fue causada por O. ulmi, que produjo
grandes pérdidas en los olmos americanos,
altamente susceptibles, y pérdidas algo
menores en los olmos europeos. Esta pande-
mia decliné en Europa a partir de 1940
(BRASIER, 1990), entrando en fase postepidé-

mica, con tasas de infeccién y morbilidad
mucho mas reducidas. En la década de 1980
se desatd una segunda pandemia, mucho mas
destructiva, con un nuevo agente patdgeno,
O. novo-ulmi. Esta especie, mucho mds agre-
siva, ha causado la muerte y destruccién de
muchas olmedas europeas que habian sobre-
vivido a la enfermedad producida por O.
ulmi. De hecho, O. novo-ulmi habria despla-
zado a O. ulmi, considerandose esta ultima
especie como préacticamente extinguida
(BRASIER, 2000).

Estas dos especies se diferencian tanto
por caracteristicas morfoldgicas, como fisio-
l6gicas y genéticas (BRASIER,1991; BRASIER
Y MEHROTRA, 1995). Asi, estas especies pue-
den diferenciarse por que O. ulmi presenta el
margen de la colonia liso, con escasos ani-
llos de crecimiento y sin micelio aéreo, fren-
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te al margen lobulado-petaloide, la abundan-
cia de anillos de crecimiento y el micelio
aéreo en O. novo-ulmi. Destaca también la
elevada capacidad de produccién de cera-
toulmina y el menor tamafo de ADN mito-
condrial en O. novo-ulmi.

O. novo-ulmi no es una unica entidad, sino
que existe como dos subespecies: subsp.
novo-ulmi 'y subsp. americana (BRASIER y
Kirk, 2001), conocidas antes como raza
Euroasidtica (EAN) y Norteamericana (NAN)
respectivamente (BRASIER, 1979), debido a
los nicleos de donde se cree que son origina-
rias. Estas dos subespecies difieren también
en otras propiedades tales como la morfologia
de la colonia, la morfologia de los peritecios y
por caracteristicas genéticas que implican una
barrera de fertilidad parcial entre ellas (BRra-
SIER et al., 1981). La subsp. novo-ulmi exhibe
una barrera reproductiva parcial frente a la
subsp. americana, de modo que cuando actta
como receptora y la subsp. americana como
donante, la produccién de peritecios se redu-
ce un 90% (SoLLA y GIL, 2003). Los aisla-
mientos de la subsp. americana producen
colonias mds regulares y estriadas, mientras
que la subsp. novo-ulmi son menos estriadas,
irregulares y con un fuerte dimorfismo mice-
liar. Ademas, la subsp. novo-ulmi tiene un cre-
cimiento mds lento y es menos virulenta
(BRASIER y KIRK, 2001).

A pesar de las diferencias entre ambas
especies, se estan detectando en la actualidad
una serie de fendmenos genéticos que resul-
tan en una evolucién del patégeno extremada-
mente rapida en el tiempo, que puede llevar a
la apariciéon de nuevas formas, especies, y
manifestaciones de la enfermedad (BRASIER y
Buck, 2001, BRASIER et al., 2004). Entre
estos fendmenos se incluyen procesos de
transferencia interespecifica de genes desde
O. ulmi a O. novo-ulmi, asi como transferen-
cia de virus deletéreos de ARN desde O. ulmi
a O. novo-ulmi mediante fusién de hifas com-
patibles. Ademas pueden producirse hibrida-
ciones entre las dos subespecies de O. novo-
ulmi (KONRAD et al., 2002; BRASIER, 2000) o
incluso hibridaciones interespecificas (SOLLA
et al., 2008). Estos procesos estan producien-

do una gran heterogeneidad genética entre las
especies, lo que dificulta la caracterizacién de
especies y/o subespecies.

Como en el resto de Espaiia, en Murcia se
empez6 a detectar la presencia de la enfer-
medad a partir de la década de los 80, con la
muerte de muchos ejemplares y la destruc-
ciéon de olmedas completas. Excepcional-
mente en la zona del tramo medio del rio
Segura, las olmedas quedaron a salvo de la
enfermedad. Actualmente, la enfermedad
parece haber llegado a una situacion relativa-
mente estable, y se encuentra en una situa-
cién postepidémica.

Sin embargo, la informacion previa sobre
las especies/subespecies de Ophiostoma que
originan la grafiosis en Murcia es muy esca-
sa. MuNoz (1985) hace referencia a la pre-
sencia de la cepa agresiva en la zona de
Caravaca, y mds recientemente SOLLA ef al.
(2006), citan por primera vez en Espafia la
presencia de O. novo-ulmi subsp. novo-ulmi
en 16 muestras procedentes de La Coruia,
Murcia, Navarra y Céceres.

Por ello, es necesario disponer de un cono-
cimiento mds profundo de los agentes que
causan la grafiosis que pueda explicar en parte
las diferencias de la agresividad de la grafiosis
en las olmedas de Murcia, y por tanto poder
plantear un posible programa de recuperacion
del olmo en Murcia, especie catalogada como
de Interés Especial en el Catdlogo Regional de
Flora Silvestre Protegida de la Regién de Mur-
cia (Decreto n°® 50/2003).

El objetivo de este trabajo fue caracterizar
e identificar las especies y subespecies de
Ophiostoma causantes de grafiosis en la
Regién de Murcia, siguiendo los criterios
establecidos de dindmica de crecimiento en
cultivo puro y por métodos moleculares, asi
como determinar, si lo hubiere, el grado de
introgresiéon genética o hibridacién entre
especies y/o subespecies.

MATERIAL Y METODOS
Aislamiento de los hongos

Las muestras de ramas infectadas se
recogieron de 12 olmedas afectadas por sin-
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Cuadro 1. Fecha y localidad de procedencia de los aislados de Ophiostoma utilizados, causantes de grafiosis en
Murcia, Espaiia

Registro alternativo Coordenadas
Cepa (molecular) Fecha Localidad UTM

1 jl 20/10/03 Olmeda Maripinar. Cieza 636854-4233824
4 46 20/10/03 Bullas 620730-4213944
5 Sa, 5¢ 21/10/03 Casa Paco. Calasparra 611558-4230316
10 10.6 21/10/03 La Curva. Calasparra 613860-4233275
19 19.6 23/10/03 Casa de Litanes. Jumilla 646244-4257405
32 32a 24/10/03 Rbla del Cafiar. Cartagena 661049-4162894
43 - 16/12/03 El Cafiar. Cartagena 661049-4162894
47 47.4 17/10/04 N301. Cieza 634366-4240238
62 62.2 17/10/04 La Torrecilla. Lorca 600663-4176493
68 - 22/11/04 Casa labor Ulea. Moratalla 604166-4228897
74 74.2 22/11/04 Campo San Juan. Moratalla 5809604226969
75 75.3 22/11/04 Casa Paco. Calasparra 611558-4230316

tomas de grafiosis con distintos grados
(Cuadro 1), ubicadas en la provincia de
Murcia y se trasladaron en condiciones 6pti-
mas al laboratorio.

Los aislamientos se realizaron a partir de
fragmentos de ramillas de un grosor aproxi-
mado de 1 cm, esterilizados en hipoclorito
sodico al 3% durante 10 minutos en agita-
ci6én, lavados con agua destilada estéril y
descortezados con ayuda de pinzas y bisturi,
para limitar las contaminaciones. Posterior-
mente se cortaban fragmentos de unos 0,5-1
cm de espesor que se colocaban en placas
Petri con medio de cultivo agar-malta (1,5 %
agar, 2 % de malta).

Determinaciéon de las temperaturas
optimas y limite de crecimiento

Se siguieron los criterios de BRASIER ef al.
(1981) establecidos para diferenciar las
cepas agresiva y no agresiva, es decir las
especies O. novo-ulmi 'y O. ulmi. Para ello,
las colonias se incubaron en oscuridad a
diferentes temperaturas (20°C: T 6ptima de
0. novo-ulmi; 30°C: T* 6ptima de O. ulmi;
32°C: T* limite de O. novo-ulmi; 35°C: T*
limite de O. ulmi). El diametro de la colonia
se midi6 todos los dfas.

Las cepas utilizadas para este ensayo fue-
ron los aislamientos con numero: 1, 10, 19,

32 y 43 y una cepa aléctona de O. novo-ulmi,
proporcionada por el Dr. J. Diaz-Casero, de
la Universidad de Valladolid (denominada en
adelante O-Va), que se utilizé como compa-
racion. Se usaron 3 réplicas por tratamiento.

Descripcion morfolégica de las colonias

Se siguieron los criterios de BRASIER
(1990) y BRASIER y MEHROTA (1995), basa-
dos en el color, la presencia o ausencia de
zonas mds pigmentadas, la existencia de ani-
llos de crecimiento concéntrico, la presencia
o ausencia de micelio aéreo, el tipo de mar-
gen que presenta la colonia y el aspecto que
presenta (algodonoso, fibroso, estriado...).
Asimismo se realizaron preparaciones
microscopicas. Para ello se tomaron peque-
flas porciones de micelio y se colocaron
sobre una gota de agua o lactofucsina. Estas
se observaron en un microscopio Olympus
CH20 para determinar las caracteristicas del
micelio y estructuras asociadas (sinemas,
conidios...).

Estudio de compatibilidad sexual

De acuerdo con IPINZA et al. (1990), si la
cepa problema corresponde a O. novo- ulmi,
se debe inocular una placa con un patrén
conocido tipo A y otro tipo B de O. novo-
ulmi y con el aislamiento desconocido. Si la
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cepa problema corresponde a O. ulmi, habria
que contar con dos placas, una con patrones
de O. novo-ulmi y otra de O. ulmi. Si el des-
conocido es A, los peritecios se formaran
entre el limite del patrén B y el desconocido,
y en el limite del patrén A y el desconocido
si este ultimo es B.

Asi pues, se inocularon placas contenien-
do agar-malta con 3 cepas situadas de forma
que quedaran equidistantes. El inéculo con-
sistié en discos de 0,8 cm de didmetro de
agar con micelio, procedente del margen de
la colonia de cultivos incubados previamen-
te durante 8-10 dias. Los cultivos se incuba-
ron durante una semana a 20°C en oscuridad
y posteriormente durante dos semanas en luz
difusa a la temperatura del laboratorio para
favorecer la formacion de peritecios.

Las cepas problema utilizadas en este
ensayo fueron la 32 y la 1. Como patrones se
utilizaron las cepas de O. ulmi A(H-173),
B(PM-PL) y las de O. novo-ulmi A/NAN(H-
172), A/EAN(YU-16), B/NAN(H-363) y
B/EAN(H-219) procedentes del centro
Nacional de Mejora Genética Forestal “Puer-
ta de Hierro” y proporcionadas por la Dra. M.
Burén Barrio. El ensayo se realizé por dupli-
cado. El esquema se indica en el cuadro 2.

Analisis molecular

Los cultivos se repicaron y colocaron
sobre placas de Petri que contenian agar-
extracto de malta, con celofan, para facilitar
la extraccion del micelio, incubandose de 4 a
7 dias en oscuridad a 20 °C. Las cepas utili-
zadas para estos ensayos fueronla 1, 4, 5, 10,
19, 32,43 47, 62, 68, 74, 75.

La extraccién del ADN se realizé homoge-
neizando fragmentos de micelio levantado del
celofan, en un tubo Eppendorf estéril de 1,5
ml. Las muestras eran congeladas en hielo
seco para facilitar la homogeneizacién. A los
homogeneizados se les afiadié 700 pl de tam-
pén de extraccion (1% bromuro de hexadecil-
trimethilamonio (CTAB), 0.7 M NaCl, 50
mM Tris pH 8.0, 10 uM EDTA, 1% 2-mer-
captoetanol) durante 30 min. Posteriormente,
se afiadi6 un volumen igual de cloroformo-
isoamilalcohol (24:1) y se centrifugd a 13000
rpm durante 5 min. En el siguiente paso se
transfirieron 600 ml de sobrenadante a un
nuevo tubo y se afiadié un volumen igual de
isopropanol para precipitar los 4cidos nuclei-
cos. Los tubos se centrifugaron otra vez
durante 30 s a 13000 rpm, y el pellet se resus-
pendi6 en 300 pl de tampdén TE (10mM Tris-
HCI, 1 mM EDTA, pH 8.0). Se afiadi6 1 pl de
ARNasa A y se incubd la muestra a 37 °C
durante 30 min. Las muestras se re-extrajeron
con cloroformo-isoamilalcohol (24:1). El
sobrenadante se transfirié a un nuevo tubo 1,5
ml afiadiéndose 700 pl de etanol 96 % (preen-
friado a -20 °C). Las muestras se centrifuga-
ron durante 30 s a 13000 rpm y el pellet se
resuspendi6 en 50 pl de tampén TE.

Amplificacion del gen cu

Se ha analizado un fragmento de 827 pb
del gen de la toxina ceratoulmina, amplifi-
candose en una reaccién con un volumen de
25 pl, que contenia 2,5 ul de tampdn sigma
10x (100 mM Tris-HCI, pH 8.3, 500 mM
KCI, 15 mM MgClI2, 0.01% gelatina) con 1
pl adicional de 25 mM MgCl, para llevar la

Cuadro 2. Disposicion de las cepas problema y cepas patrones conocidos en las placas de cultivo para el estudio
de la compatibilidad sexual

Cepa problema

Patrones Conocidos

B
32 O. novo-ulmi EAN 0. novo-ulmi EAN
32 O. novo-ulmi NAN O. novo-ulmi NAN
1 O. novo-ulmi EAN 0. novo-ulmi EAN
1 O. novo-ulmi NAN O. novo-ulmi NAN

1

O. ulmi O. ulmi
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concentracién de MgCl, a 2,5 mM, 0,5 mM
de dNTPs, 0.4 nM de cebadores CU-F (5°-
gggcagcttaccagagtgaac -37) y CU-R (57-
gcgttatgatgtagcggtgge- 37), 0,4 ul (= 2 uni-
dades) de Tag DNA polimerasa, y 1 ul de
ADN purificado.

La PCR se llev6 a cabo en un termocicla-
dor PTC-100. Los parametros de la reaccion
fueron los siguientes: 95 °C durante 2 min
seguido de 35 ciclos de 94 °C durante 1 min,
68 °C durante 1 min y 1 min a 72 °C. La
extension final se realizé durante 4 min a 72
°C. El resultado se visualizé en geles de aga-
rosa al 1 % tefiidos con bromuro de etidio.

Los productos de PCR se secuenciaron
directamente mediante el método dideoxy
chain terminator, usando el kit Big Dye Ter-
minator Cycle Sequencing Ready Reaction
con Ampli Tag DNA polimerasa, en un
secuenciador ABI PRISM Tm 377 DNA. Las
diferencias en la secuencia de bases se utili-
zaran para discriminar entre las especies O.
ulmi'y O. novo-ulmi. Las secuencias se alie-
naron manualmente.

Amplificacion del gen coll

Se amplificé un fragmento de 417 pb del
gen forma de la colonia. Se utilizaron los
cebadores coll-F (5-gcagttgttgacatgtatg-3’);
coll-R (5’-tgcttgacgtagatctcg-3’). Las condi-
ciones de PCR fueron las mismas que las uti-
lizadas para el gen cu, pero con una tempe-
ratura de anillamiento de 58 °C en lugar de
68 °C. Posteriormente se han determinado la
secuencia de bases del fragmento para
encontrar diferencias entre subespecies. Las
secuencias se alinearon manualmente.

Consulta de bases de datos de secuen-
cias genéticas

Se accedio a la base de datos GenBank, dis-
ponible en la direccién WEB: http://www.ncbi.
nlm.nih.gov/Genbank/index.html. Se descargaron
las secuencias que se indican en el Cuadro 3.

Con las secuencias obtenidas se calcul6 el
mejor arbol filogenético mediante métodos
bayesianos, mediante la generacién de
500000 arboles y su posterior seleccion, uti-
lizando el software MrBayes 3.1.2.

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion morfolégica y fisioldgica

El crecimiento del micelio de las cepas de
Ophiostoma fue variable tanto en aspecto
como en velocidad, dependiendo de la tem-
peratura de incubacién y de la cepa, aunque
en general fue mds rdpido que los indicados
por BRASIER et al., (1981) para otras cepas
de este hongo.

En las figuras 1 y 2 se muestran los resul-
tados de crecimiento del micelio obtenidos a
diferentes temperaturas. En el cuadro 4 se
describe brevemente el aspecto de los culti-
vos obtenidos a diferentes temperaturas.

La cepa 1 no corresponde a ningtin patrén
claro. Segtn la temperatura limite, correspon-
deria a O. novo-ulmi al no crecer a 32 °C. En
cambio, segtn la temperatura 6ptima de cre-
cimiento, podria asignarse tanto a O. novo-
ulmi (temperatura Optima 20-22 °C) como a
O. ulmi (temperatura 6ptima 28-30 °C). Las
caracteristicas morfoldgicas del micelio (cua-
dro 4) indican que pueda tratarse de O. novo-
ulmi. Es interesante destacar que la zona de

Cuadro 3. Nimero de secuencias descargadas de GenBank! por especie, subespecie y marcador molecular
estudiado. ! http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/index.html

Cu Coll
0. novo-ulmi EAN 2 1
NAN 1 1
O. ulmi 3 1
O. novo-ulmi mutante 1 0
Hibrido O. novo-ulmi x O. ulmi 2 0
O. himal-ulmi 2 0
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Figura 1. Representacion grafica del didmetro de la colonia (mm) de cepas de Ophiostoma aislados de olmos con
grafiosis en Murcia y una cepa aléctona (O-Va) incubados a diferentes temperaturas a lo largo del tiempo

20°C; == === === 30°C; —+—-—-— 320C; wrenememenenenenen 35°C).
procedencia de esta cepa se trata de olmedas Las cepas 10 y 19 en principio podrian
monumentales en la comarca de Cieza (Vega considerarse O. ulmi por el crecimiento 6pti-
Media del Segura), en las que se aisla el pato- mo a 30 °C. Sin embargo, el hecho de que
geno, pero que nunca han sufrido la enferme- siga creciendo a 35 °C, que debiera ser su

dad de la grafiosis. temperatura limite, pone en duda esta ads-
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Cuadro 4. Caracteristicas morfolégicas de las colonias de los aislados de Ophiostoma crecidos a 20°C y 30°C.

Cepa T Caracteristicas morfolégicas
1 20°C Color blanco-crema, margen regular, numerosos anillos de crecimiento concéntrico
y micelio aéreo escaso.
30°C Color grisaceo, margen ligeramente lobulado, anillos de crecimiento, micelio ligeramente
aéreo y presencia de sinemas.
10 20°C Color crema oscuro, margen regular, sin anillos de crecimiento, aspecto céreo con algunas
aglomeraciones de micelio.
30°C (igual que a 20°C).
19 20°C Color crema claro, margen regular, sin anillos de crecimiento y zonas de aglomeracion
de micelio.
30°C El mismo aspecto, pero mayor presencia de zonas algodonosas.
32 20°C Color blanco crema, presencia de anillos de crecimiento concéntrico, periferia con micelio
incluido en el medio y centro con micelio aéreo. Margen lobulado y presencia de sinemas.
30°C El mismo aspecto, pero el margen es lobulado.
43 20°C Color blanco-crema, presencia de anillos de crecimiento concéntrico, periferia con micelio
incluido en el medio y centro con micelio aéreo. Margen lobulado y presencia de sinemas.
30°C El mismo aspecto, pero todo el micelio incluido en el medio.
O-Va 20°C Color blanco-crema, presencia de anillos de crecimiento, margen ligeramente lobulado y
micelio practicamente incluido en el medio.
30°C (igual que a 20°C).

cripcién. Esto puede ser debido al hecho,
bastante frecuente en estos hongos, de que
en cultivo crezcan asociados virus o bacte-
rias que serian los responsables del creci-
miento a altas temperaturas (SINGLETON et
al. 1987). Esta teoria puede quedar confir-
mada por el aspecto de la colonia que, con el
paso del tiempo, fue adoptando un aspecto
en cuanto a color y textura diferente al resto.
Por tanto, segin el comportamiento en culti-
vo, podrian adscribirse tanto a O. ulmi como
a 0. novo-ulmi.

Las cepas 32 y 43 y la cepa O-Va mues-
tran un comportamiento similar, que coinci-
de claramente con el de O. novo-ulmi ya que
presentan el 6ptimo de crecimiento a 20 °Cy
no crecen a 32 °C. Por otro lado, las caracte-
risticas morfolégica de estas cepas (cuadro
4) corresponden con las que BRASIER et al.
(1981) y BRASIER (1991) describen para
dicho hongo. Por tanto, se puede afirmar que
estos aislados corresponden a O. novo-ulmi.
El ensayo con la cepa de referencia nos sir-
vié de testigo para evaluar la validez del
método utilizado. Las observaciones realiza-
das en los muestreos de campo confirman

este resultado, pues se constata un rapido
avance de la enfermedad, con la muerte de la
mayoria de los pies del olmo, sobreviviendo
solo algun rebrote aislado.

En todos los casos, al microscopio, las
hifas aparecen hialinas, septadas y con una
pared de 1,5-7 um de ancho. Se observa
también agregacion de las hifas formando
cordones. Se observaron también conidios
unicelulares, hialinos, simples y piriformes,
de 4-6 x 2-3 um procedentes de conidiéforos
tipo Sporothrix 'y que aparecieron al cabo de
1-3 dias de iniciado el cultivo. Asimismo se
pudo constatar, en la mayoria de los aisla-
dos, la formacioén de sinemas de tipo Peso-
tum (= Graphium), de 1-3 mm de longitud,
formado por hifas negras densamente aglu-
tinadas y una estructura globosa en la parte
superior de mds de 200 um de didmetro,
donde se sitdan las células conididgenas que
dan lugar a los conidios. Estos se formaron
en el margen de la colonia cuando alcanza-
ban su maximo crecimiento, después de 2-5
semanas.

En el ensayo de compatibilidad sexual o
test de fertilidad, respecto a la cepa 32, se
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reconocieron peritecios entre la muestra
problema y el patrén A, por lo que se puede
afirmar que esta cepa corresponde a O.
novo-ulmi subsp. americana de tipo B, o
aislamiento donante (+). Asimismo, se
observaron peritecios entre los patrones A y
B de la subsp. americana . En cuanto a la
cepa 1, no se reconocieron peritecios en nin-
guna de las placas. Este hecho apoya la teo-
ria de que este aislado presenta una peculiar
dindmica de crecimiento en cultivo, por lo
que no se puede confirmar de qué
especie/subespecie se trata Unicamente por
criterios morfo-fisiolégicos.

Identificacion molecular

Se trabajé con un total de 28 secuencias
del fragmento cu estudiado, que inclufan 11
secuencias descargadas de GenBank (Cuadro

3) y 16 secuencias de muestras murcianas, asi
como la cepa aléctona O-Va. Los resultados
se ilustran en forma de arbol en la Figura 3.
Se presenta el drbol consenso obtenido a par-
tir de la generacion de 500000 drboles y su
posterior seleccién por métodos bayesianos.
Se observa una clara estructura filogenética
en la que todas las muestras murcianas, asi
como la muestra O-Va se incluyen en el clado
que comprende a la especie O. novo-ulmi. La
especie O. ulmi asi como los hibridos O.
novo-ulmi x O. ulmi quedan agrupados en un
clado independiente.

Se observa también una organizacién den-
tro del clado que comprende a O. novo-ulmi,
de forma que las tres secuencias correspon-
dientes a la subsp. novo-ulmi (EAN) quedan
comprendidas en un subclado. El resto de las
secuencias, que incluye tanto a las murcianas

Cpa O-a

Figura 2. Crecimiento de cepas de Ophiostoma aislados de olmos con grafiosis en Murcia y una cepa aléctona (O-Va)
incubadas a diferentes temperaturas.
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como a la cepa al6ctona quedan agrupadas en
un grupo con alta homoplasia que incluye
también la secuencia correspondiente a la
subsp. americana (NAN).

Por lo tanto no se ha detectado la presen-
cia de O. ulmi en las cepas aisladas de Mur-
cia, en la que sdlo estaria presente O. novo-
ulmi. Tampoco se han detectado casos de
hibridacién o introgresion entre O. ulmi'y O.
novo-ulmi. Esto implica que todas las mues-
tras analizadas carecen de material genético

para la toxina ceratoulmina procedente de O.
novo-ulmi.

Aunque el gen de la ceratoulmina se ha
utilizado para discriminar O. wulmi de O.
novo-ulmi 'y sus hibridos (KONRAD et al.,
2002) también parece poder resolver las
subespecies de O. novo-ulmi. Segin los
resultados obtenidos, todas las muestras mas
el control pertenecerian a la subespecie ame-
ricana. Estos resultados se confirman con el
andlisis del gen coll.

con_50_majrule

|

—‘ —— O ulmi1

Mu752
MU196
MU68
MU32a2
MU622
MU742
MUj1
ONU
MU43
MU753
MU106
OnuNAN
OnuEAN3
OnuEAN2
OnuEAN1
MU74
MU32a
MU75
MU62
MUSc
MUSa

MU474

MU46
—— Onu hybrid1

- Onu hybrid2

O ulmi2

O himal u

Figura 3. Arbol consenso por majority rule de los resultados del andlisis bayesiano para el fragmento de cu estudiado.
Onu: O. novo-ulmi; NAN: subsp. america; EAN: subsp. novo ulmi.
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Respecto a los resultados del fragmento
génico coll, se han analizado 12 secuencias,
tres de las cuales se corresponden a secuen-
cias descargadas desde la base de datos Gen-
Bank, correspondientes a O. novo-ulmi
subsp. americana (NAN) y O. novo-ulmi
subsp. novo-ulmi (EAN), asi como una
secuencia procedente de un aislamiento de
O. ulmi. Las 9 secuencias restantes fueron
aislamientos murcianos. El arbol consenso
obtenido tras la generacién de 500000 arbo-
les era altamente homopldsico, ya que todas
las muestras quedaron incluidas en el mismo
clado que incluye la subsp. americana
(NAN). Esta alta homoplasia se explica por-
que todas las secuencias son idénticas, la
variabilidad entre ellas es nula.

Un resultado sorprendente es la inclusion
de O. ulmi en el mismo clado que las mues-
tras murcianas, con el mismo nivel de homo-
plasia (las secuencias son idénticas). Este
gen coll ha sido propuesto como ttil para
resolver entre subespecies de O. novo-ulmi'y
no para resolver las especies (KONRAD et al.,
2002). Por ello caben dos explicaciones ante
este hecho: 1) que la secuencia del coll de O.
ulmi sea idéntica a la de O. novo-ulmi subsp.
americana, o bien ii) que se trate de un hibri-
do entre ambas especies.

Los resultados de este trabajo coinciden
con trabajos anteriores que ponen de mani-
fiesto la sustitucién de O. ulmi por O. novo-
ulmi en Europa (BRASIER, 2000; BRASIER et
al., 2004). También en Espaiia, la preponde-

ABSTRACT

rancia de O. novo-ulmi subsp. americana
parece estar clara segin datos recientes
(SoLLA et al., 2008) que entre 106 aislados
de Ophiostoma reconocen 6 de O. ulmi, 16
de O. novo ulmi subsp. novo-ulmi frente a 78
de O. novo-ulmi subsp. americana.

Es destacable la confirmacién de la pre-
sencia del patégeno O. novo ulmi subsp ame-
ricana en las olmedas de olmos monumenta-
les en la comarca de Cieza (Vega Media del
Segura). Estas olmedas nunca han registrado
un brote epidémico de mortandad por grafio-
sis, aunque si algunos sintomas muy disper-
sos en ramas que no han progresado. Este
fenémeno de resistencia debe ser estudiado.

En conclusién, los 12 aislados del hongo
causante de la grafiosis del olmo aislados en
Murcia se identifican como O. novo-ulmi
subsp. americana, aunque no se descarta que
nuevos aislados tengan otra asignacion espe-
cifica. Se pone de manifiesto la necesidad de
complementar los criterios cldsicos de tasa
de crecimiento y morfologia de la colonia,
con métodos moleculares, pues el comporta-
miento de algunos aislados en cultivo es con-
fuso y puede sugerir la existencia de hibrida-
cion. La variabilidad en la manifestacion de
la grafiosis, segin nuestros resultados, no
podria explicarse segun la variabilidad mole-
cular sino que habria que explicarla desde
otros factores que intervienen en la transmi-
si6n e infeccién, como arbol hospedador,
insectos vectores y factores ambientales
implicados.

Diaz,G., D. GALLEGO, A. GUTIERREZ, A. MUSALY, E. SORIANO, J. GALIAN. 2009. Mor-
phological, physiological and molecular characterization of new Ophiostoma novo-ulmi
isolates from Murcia, Spain. Bol. San. Veg. Plagas, 35: 469-479.

Isolates of Ophiostoma were obtained from elms with dutch elm disease (DED)
symptons from 12 locations from the province of Murcia, Spain. The isolates were char-
acterized and identified according to their growth rates and morphology colony in cul-
ture, fertility tests and by the use of molecular markers for ceratoulmine and colony type
genes. The isolates were identified as O. novo-ulmi subsp. americana, althoug new iso-
lates may be assigned to other species/subespecies. The use of morphological, physio-
logical and molecular methods to species identification is suggested due to the confuse
response of some isolated in vitro and the possibility of hybridation.

Key words: Ceratoulmine, dutch elm disease, elm, Ulmus.
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