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APLICACION EXPERIMENTAL DE VERTICILLIUM
DAHLIAE WCS850, EN EL CONTROL PREVENTIVO
DE LA GRAFIOSIS DEL OLMO

P. GAZQUEZz!, ].M. SiErrAZ & R. GONZALEZ Ru1Z?

RESUMEN

Entre los estudios mds relevantes que se han emprendido en los tltimos afios para el traramiento de la
grafiosis, los resultados mds esperanzadores han sido obtenidos mediante la induccién de resistencia
en los olmos frence a la enfermedad. Entre los diferentes microorganismos utilizados, la inoculacién de
los olmos con esporas del hongo Vertécillinm dabliae ha proporcionado los mejores resultados. Su efica-
cia, sin embargo, parece ser muy variable en funcién de varios factores, tales como la especie y varie-
dad del olmo, tamafio, edad, tipo de suelo, condiciones clirndticas, etc. En este trabajo se presenta el
estudio preliminar llevado a cago durante el afio 1996, mediante la utilizacién de Verticiilinm dablize
WCS850 (Arcadis heidemij Realisatie), sobre olmos (Ulmeus minor var. minor) de la provincia de Gra-
nada. Por otrz parte, se describen los resultados de la serie de aplicaciones experimentales llevadas a
cabo durante 1997 en diferentes provincias espafiolas (Granada, Jaén, Salamanca, Alicante). La infor-
macién obtenida es de gran interés de cara a verificar la eficacia del prietratamiento con V. dabliaze
WCS850 en el éxito de la induccidn de resistencia en los olmos, bajo diferentes condiciones ecolégi-
cas. Se discute la posibilidad de incorporar este elemento preventivo, en el control integrado de la gra-
fiosis del olmo en Espafia.
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INTRODUCCION

La grafiosis del olmo ha provocado la desapari-
cién de centenares de millones de olmos en Euro-
pa, Asia y Norte América (SviRa, 1980; PAJARES
& AREVALO, 1987; LANIER, 1990; GIL SANCLEZ,
1990; BRASIER, 1990, 1991; BRASIER & MEHRO-
TRA, 1995). Entre los estudios m4s relevances
que se han emprendido en los dltimos afios para
el tratamienro de esta enfermedad, destacan los
dirigidos al originalmente denominado «control
biolégico de Ophisstoma novo-ulmis (MYERS &
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STROBEL, 1983; MURDOCH et 4., 1986; SCHEE-
FER & STROBEL, 1988; SCHEFFER, 1983, 1989,
1990; ROOSIEN 1993; SUTHERLAND ¢ 4/., 1995;
SHI & BRASIER, 1986). Inicialmente, se observé
que la utilizacién de bacterias ancagonistas del
hongo, tales como Psewdononas spp., se presenta-
ban claramente esperanzadoras al aplicarlas pre-
ventivamente (MURDOCH ¢ #/., 1986; SCHEFFER,
1989; SH1 & BRASIER, 1986), si bien el trata-
miento curativo no resultaba eficaz. En estos
estudios se observa que la eficacia del mérodo era
bastante variable, dependiendo del mérodo de
aplicacién empleado, de la especie y variedad del
olmo [méxima en Ulmus americana, U. x bollandi-
ca, y escasa o nula en Ulmus carpinifolia Gleditsch
(=Ulmns minor Miller sensu lLattissima), y U. procera
Salisbury (= U. minsr Miller var, vulgaris
(Aiton)]. Una primera explicacidn a la eficacia
observada en los ensayos, apuntaba a la existencia
de merabolitos con actividad fungicida, o fun-
giestatica, los cuales serfa liberados por la bacte-
ria dentro del 4drbol. En este sentido, LAM e /.,
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{1987) observaron que una mutacién de
P. syringa, incapaz de producir antibidticos, se
mostraba igualmente incapaz de suprimir los
sintomas de la enfermedad, mientras que la
variedad salvaje los suprimia claramente. Sin
embargo, la existencia de olmos «no receptivos»
serfa dificil de enrender, segiin este razonamiento
(SCHEFFER, 1990), mis afin cuando no se ha podi-
do tener evidencia del establecimiento de una
colonia de Psendomonas en los olmos. Similares
estudios fueron desarrollados con el micoparitiso
Trichoderma viride (BRASIER & WERBBER, 1987),
los cuales sugieren que en ciertos casos es posible
el control de la enfermedad con este hongo. Es de
destacar que no se tiene la evidencia de una pro-
duceién de antibiéticos por parte de Tréichoderma,
por lo que se apunta que su efectividad estaria
basada en la produccién de celulasas, quitinasas y
glucanasas (BRASIER & WEBBER, 1987). Paralela-
mente, se observa que una supresién efectiva de
los sintomas de la grafiosis en olmos resistentes a
la cepa no agresiva, puede conseguirse mediante
la aplicacién de un tratamiento preventivo <on
dicha cepa (HUBBES & JENG, 1981; SCHEFFER,
1990), o bien mediante la inoculacién con una
mezcla de cepas agresiva y no agresiva (SCHEFFER
ef al., 1980; SCHEFEER, 1990). La virulencia de 0.
ubni puede resulrar afectada por una enfermedad,
transmitida probablemente por un virus (factor
de devirulencia, o factor 4: BRASIER, 1983, 1984;
WEBER, 1987), por lo que la ausencia de sinto-
mas en los olmos podria explicarse si el aisla-
miento de [a cepa no agresiva, utilizada en estos
experimentos, contuviese dicho factor, aunque
esto no ha podido ain ser demoserado (SCHEFFER,
1990).

Consecuentemente a los estudios efectuadas, el
microorganismo utilizado para el control biolé-
gico del patégeno debe muy probablemente ejer-
cer algiin efecto en el hospedador, ya sean los
metabolitos bacterianos (Psendomonas), fingicos
(Trichoderma), o de la cepa no agresiva (Ophiostoma
wlmi), los cuales deben muy probablemente
desencadenar los mecanismos de defensa del hos-
pedador, actnando como estimulantes (CRUTE &
/., 1985). El dltimo efecto del tratamiento bio-
16gico del agente causante de la enfermedad debe
ser por tanto el incrementa de la resistencia del
hospedador, o «resistencia inducida», lo que
actualmente se baraja como la hip6resis mds
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plausible (SCHEFFER ef 2/., 1980; HUBBES &
JENG, 1981).

Posteriormente, se demostré que un zislamiento
del hongo Verticiilium dablize suprimia los sinto-
mas de la enfermedad, incluso en olmos muy
sensibles, e inmunes al tratamiento mediante
Psencdomonas (U. carpinifolia), y su efecto protec-
tor igualaba e incluso mejoraba a los mejores
resultados obtenidos con la bacteria (SCHEFFER,
1990). Este hongo es conocide como el agente
causante de la «verticilosis», enfermedad que
afecta a centenares de plantas, produciendo defo-
liacién y marchitamiento gradual (AGRIOS,
1991), si bien, segiin SUTHERLAND ¢ 2/. (1995),
su parogenicidad para los olmos es baja o nula.
Otros patégenos fangicos fueron igualmente uti-
lizados sin éxito (Ceratocystis narcissi y V. alboa-
sraem: SCHEFFER, 1990). El estimulo primario que
inicia el mecanismo de resistencia estd adin por
dilucidar deralladamente, sin embargo se cree
que los encimas superéxido dismurasa y peroxi-
dasa, implicados en la reduccién catalirica del
oxigeno, deben de jugar un papel imporeance, al
eliminar radicales tales como los aniones superd-
xido, peréxido de hidrégenc e hidroxil, demasia-
do reactivos para ser tolerados por el hospedador.
En favor de esta teoria, se observa que en los
olmos mds resistentes se desarrella una mayor
actividad de estos enzimas respecto de los mis
sensibles, lo que probablemente es reflejo de su
mayor capacidad de defensa (CRUTE ef a/., 1983;
DEeAN & Kuc, 1987). La compartimentalizacién
del 4rea afecrada por el patégeno, mediante la
deposicién de biopolimeros tales como lignina y
calosa, capaces de aislar al pardgeno, s una res-
puesta comiin en los olmos (SHIGO, 1984; Bon-
SEN et /., 1985), por lo que un evidente mecanis-
mo de defensa dependeria de los sistemas enzi-
mdticos implicados (SCHEFFER, 1990). Otras
posibles explicaciones a la resistencia inducida se
fundamentan en la produccién de gomas y tilosas
por parte del olmo, que restringen el movimien-
to y distribucién del patSgeno (ELGERSMA 1973),
o bien en la formacién de emboljas, que pueden
ser debidas a los metabolitos producidos por el
tratamiento, y que disminuyen la censién supet-
ficial 0 incrementan el ramatio de los poros de las
membranas (SUTHERLAND et /., 1995).

Por otra parte, en los olmos se producen metabo-
litos téxicos para O. zlmi, cuya actividad enzimd-
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tica les permirte degradar sus paredes celulares,
pudiendo por tanto inhibir su crecimienro. HUB-
BES & JENG (1981) y JENG ef /. (1983) han suge-
rido el importante papel de varias fitoalexinas
(mansononas E y F) encontradas en ejemplares
(U. americana) inoculados con aislamientos de las
cepas no agresiva y agresiva sucesivamente.

Al igual que ocurre con la diference suscepribili-
dad al patégeno, la eficacia del tratamiento pre-
ventivo con V. dablize varia considerablemente
en las diferentes especies y variedades (SCHEFFER,
1990; SUTHERLAND ef 2/., 1995). Segtin SCHEF-
FER (1990} y ROOSIEN (1995), este sistema es efi-
caz incluso en especies de olmos muy suscepti-
bles tales como el olme campestre (U. carpinifo-
liz, sobre el que el tratamiento con Psexdomonas
se habfa mostrado claramente ineficaz), aunque
es inefectivo sobre U. procera (SUTHERLAND & /.,
1995). Para explicar la eficacia variable segiin
distintas especies, estos autores proponen un
mecanismo de accién basado en la capacidad de
supervivencia del hongo inoculado y de su diseri-
bucién dentro del xilema del drbol. En este senci-
do, se ha comrpobado en las experiencias efectua-
das con O. piceae, que la disrancia respecto del
punto de inoculacién varia considerablemente
{entre 30 cm y 1m) segiin el clon del elmo utili-
zado. Segiin SUTHERLAND et 2f., (1995), la mayor
o menor efectividad depende de la variedad, o
incluse dentre de una misma variedad, segtin el
tamafio, edad, tipo de suelo, condiciones climdri-
cas, etc. En este sentido, es necesario conocer y
valorar la eficacia del control biolégico del pats-
geno, mediante la induccién de resistencia, en las
condiciones ecoldgicas particulares de la Penin-
sula Ibérica, sobre ejemplares de la especie Ulmsus
minor Miller (semsz latissimo) (P. PRIETO
FERNANDEZ, com. pers.), los cuales aunque gene-
ralmente escasos, son aiin relativamente abun-
dantes en ciercas zonas urbanas y rurales, princi-
palmente del sur y este de la peninsula, y son
especialmente relevantes en espacios de interés
histérico y cultural, rales como los del entorno
forestal de la Alhambra y el Generalife de Grana-
da (P. PRIETO FERNANDEZ, com. pers.).

Las distintas especies y variedades de olmos pre-
sentan una diferente susceptibilidad relativaala
grafiosis (GIL SANCHEZ et &/., 1990; DORION et
al., 1994), y en relacién con ello, SCHEFFER
(1983), y SHUTERLAND ¢t /., (1993) indican que

el éxito mediante la induccién de resistencia es
también variable, en funci6én de la especie, varie-
dad, ramafio, edad, tipo de suelo, condiciones cli-
midticas, etc. Esto implica que los resultados obte-
nidos sean relativamente errdtices, lo que supone
segiin SUTHERLAND et 2., (1995), uno de los prin-
cipales inconvenientes en su utilizacién. En adi-
ci6n a lo anterior, en nuestro pais es relativamente
escasa la informacidn sobre los aspectos taxoné-
micos y ecolégicos de las diferentes especies de
olmos (GIL SANCHEZ ¢ 2/., 1990), razén que hace
aln mds necesaria la realizacién de posteriores
ensayos sobre las discintas especies, variedades y
en las diferentes condiciones ecoldgicas.

El objero de la serie de aplicaciones en los ensa-
yos que se describen a continuacién ha sido, por
tanto, verificar la posibilidad de inducir resisten-
cia frente a la grafiosis en nuestros olmos {U//mzs
minot, sensu latissime), y observar la evolucién de
€stos tras su tratamiento, en diferentes puntos
geogréficos, sujetos por tanto a diferentes condi-
ciones ecolégicas, con el fin de obtener un maxi-
mo de informacidn sobre la potencial utilidad de
este elemento en el concrel de la enfermedad.
Esta serie de aplicaciones experimentales estdn
basadas en los resultados de un ensayo prelimi-
nar, cuyos rasgos principales, para mayor infor-
macién y comodidad del lector se describe en
primer lugar.

MATERIAL Y METODOS
1. Ensayo preliminar

El estudio que consticuye la base de la aplicacién
experimental de la induccién de resistencia fue
realizado durante el verano de 1996, en la finca
«Arcnales de S. Pedro», situada a 20 km al norte
de Granada capital, sobre olmos de la especie
Ulmus minor Miller (= Ulmus carpinifolia Gle-
ditsch; IpINZa CARMONA, 1990), de edades com-
prendidas entre 15 y 23 afios, y de didmetros que
oscilan entre 15 y 35 cm. Estos se encuentran
formando una alineacién en borde de carretera,
siendo la distancia entre ellos de aproximada-
mente 1-1.5 m.

En [a olmeda se establecieron 4 subgrupos de
olmos, y en cada uno de ellos se seleccionaron 20
dtboles. El tratamiento aplicado a cada uno de los
4 grupos fue el siguiente: Grupo A: Grupo con-
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trol, Grupo B: Opbiostoma nove-uimi; Grupo C:
Verticillium dabliae (W CS850);, Grupo D: 0. novo-
wlmi + V. dabliae (W CS8850).

En los grupos C y D se aplicaron los tratamientos
preventivos con el inductor de resistencia
(11/junio/96), mediante la inoculacién de una
suspension acuosa de esporas de un aislamiento
del hongo Verticitlinm dabliae W CS 850, sumi-
nistrado por Arcadis Heidemij Realisatie (Apel-
doorn, Paises Bajos). El mérodo de aplicacién del
induceor, crucial en su efectividad, ha consistido
en el escopleade con gubia, por ser mds efectivo
que la inyeccién a baja presién (SCHEFFER, 1990).
El dispositivo utilizado para ello consiste en un
inyector provisto de una hoja de gubia acanalada,
con la que se efectuan incisiones en la corceza, de
una profundidad variable, en funcién de su espe-
sor, a una altura de aproximadamente 0.7a 1 m
sobre el suelo (SCHEFFER, 1990; ROOSIEN, 1995).
En todos los olmos eratados con V. dabliae, las
aplicaciones se han efectuado alrededor del tron-
co, por lo que el niimero de aplicaciones por uni-
dad ha sido funcién de su didmetro, y la distancia
entre cada dos de ellas, de 10 cm (Fotos 1 y 2).
En cadz incisién se aplicaron dos gotas del pro-
ducto (100 microlitros), mediante deslizamiento
de la suspensidn a lo largo de la cuchilla, y su
posterior incorporacion por succidn al interior
del xilema (Foto 3).

Dos semanas después, el 25 de junio de 1997, los
olmos de los grupos B y D fueron inoculados con
una suspensién de esporas de un aislamiento de

«Verticillinm dabliae en el control de Ophiostona novo-rebmix»

0. novo uimi (5 x 107 esporas/ml), enviado por el
profesor L. Gil 84nchez (ETSI Monces, UPM).

El sistemna descrito anteriormente ha sido tam-
bién el empleado para la inoculacién de 0. wove-
wlmi, sin embargo, a diferencia de los ensayos de
ScHEFEER (1990), en los que la inoculacidn del
hongo era efectuada en una de las ramas princi-
pales, y debido a la fecha relativamente tardiz en
la introduccién del patégeno (aproximadamente
dos meses después de la foliacién), éste se aplicé
directamente en los haces vasculares del xilema
del trenco, con objeto de asegurar una mayor
tapidez en el desarrollo de los sintomas de la
enfermedad. En cada drbol se llevaron a cabo cua-
tro aplicaciones {una por orientacién) de la sus-
pensién de esporas, 10-13 ¢m por debajo del
nivel de inoculacién con Q. move-wlmi, suminis-
trandose en cada una de ellas una gota de 50
microlirros, por lo que el volumen toral suminis-
trado por arbol infectado fue de 200 microlitros.

Desde la fecha de inoculacién de los clmos, y hasta
el inicio del amarilleamiento fisicldgico del follaje,
a partir de mediados de octubre de 1996, se realiza-
ron una serie de inspecciones a intervalos mensuales
(dia 25 de cada mes) sobre los olmos de los cuatro
grupos descritos. En cada una de ellas se anoraba el
porcentaje de superficie foliar que presentaba los
diferentes sintomas de la enfermedad (% de epinas-
tia y % de hojas caidas o secas), asi comao Ja presen-
cia de orificios de penetracion de Seolytus multistria-
#w5 en el tronco y ramas del drbol, como dato indica-
tivo del estado fisiolégico de los drboles.

Fortos 1y 2. Dispositive urilizado para la inoculacién de V. dabliae WCSB50, y detalle del dosificador para la perfecta regulacidn del

volumen administrado en cada incisidn.
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Foro 3. La suspensi6n de esporas se hace deslizar a lo largo del
canal, existente en la hoja del inyecter para, posteriormente,
ser, incorporada por succibn al xilema del olmao.

Foro 4. Ejemplar notable en Ciudad Redrigo, inoculado con V.
dahliae (17 .V.97).

Fato 5. Tratamiento de olmo notable en Herguijuela de la Sierra.

2. Aplicaciones experimentales

Durante el afio 1997, una serie de aplicaciones
experimentales con Verticillium dahliae WCS850
fueron llevadas a cabo, siguiendo la mecodologia
antes descrita, en un nimero total de 222 olmos,
localizados en las siguientes comunidades autd-
nomas:

2.a. Comnnicad de Andalucia

En la ciudad de Granada fueron objeto de trata-
miento con Verticillium dabliae WCS850, un toral
de 154 olmos, de los més de 600 ejemplares exis-
tences en [as olmedas consideradas para la aplica-
cién experimental del tratamiento (Tabla [). De
ellos, la mayor parte {116 ejemplares) se localizan
en los Bosques y Jardines de la Alhambra, donde
los ejemplares seleccionados eran en su mayor parte
olmoas notables, con didmetros de hasta 1.4 m. En
las Tablas II y III estdn representados, mediante
niimero de identificacién asignado a cada olme
(segin la catalogacidn realizada durante el inventa-
tio efectuado en 1994 (GonzZALEZ Ruiz, 1995;
GONZALEZ RULZ ¢ 2/, 1998), todos los olmos que
fueron objeto del tratamienta, su localizacién (zona
y subzona, o «cuartel»), asi como el volumen de
producto suministrade, en cm3.

Ortros olmos de la provincia de Granada, objeto
de este tratamiento se encuentran en el Sacro-
monte (Carmen de la Reja), aproximadamente a
250 m del Generalife. Los 40 ejemplares consi-
derados (Tabla I), de los mds de 150 ejemplares
sicuados en las inmediaciones, presentaban did-
metros encre 16 y 32 em. En la provincia de
Jagn, se trataron un total de 17 olmos durante la
segunda quincena de mayo de 1997, en las loca-
lidades de Fuensanta de Martos, Cambil y
Mogén. El niimero total de olmos en las olmedas
y/o localidades seleccionadas en conjunto era
superior a 150 (Tabla I).

2.b. Comunidad de Castilla-Letn

Los olmos objeto del tratamiento se encuentran
en la provincia de Salamanca, concretamente en
las localidades de Ciudad-Rodrigo (Foto 4),
Monsagro y Herguijuela de la Sierra. Como se
observa en la Tabla I, nueve olmos fueron inocu-
lados preventivamente con Verticillium dabliae

WCS850, el dia 17 de junio de 1997 (Foto 5).
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TABLAI
LOCALIZACION Y NUMERO DE OLMOS TRATADOS CON V. DAHLIAE WCS850, EN OLMOS
DE ANDALUCIA, VALENCIA Y CASTILLA LEON, DURANTE 1997

L. ) Fecha N° estimado Olmos N° Olmos Perimetro
Provincia Lacalidad tratamiento no teatados tratados {m)
Alhambra
g Alamedas, Gémerez | 16-IV-97 303 4 1,50-3,60
A Alhambra
N Placeeas de Carlos V 16-IV-97 32 0,75-4,30
A Alhambra 3
D Jardines del Partal 24-V-97 18 0,62-2,57
A Sacromonte
Carmen de la Reja 20-V-97 >100 40 0,50-1,05
Fuentanta de Martos
J Paseo Cencral 27-V-97 >50 10 1,20-2,90
‘g Mogén
N (prop. particular) 20-V-98 >80 6 1,10-1,30
Cambil B
Plaza de la Iglesia 18-V-98 >20 1 >5
i Ciudad Rodrigo
L Plaza 17-VI-98 7 7 1,30-2,50
Ié[ Herguijuela de la Sierra
A Plaza 17-VI-98 [t] 1 1,50
N Monsagro
g Plaza 17.V1-98 0 1 1,10
ANTE Aleoy
ALIC Olmedas periféricas 16-V-98 >1000 40 0,40-2,05

Los ejemplares inoculados son olmos notables, de
didmetros de hasta 250 cm (Foto 4).

2.c. Comunidad de Valencia

En el término municipal de Alcoy (Alicante), 40
olmos fueren inoculades con V. dablize WCS850,
calculdndose un niimero superior a 1.000 olmos
en las difernetes olmedas objeto de estudio, en
conjunco (Tabla I).

RESULTADOS
1. Ensayo preliminar

A excepci6n de uno de los ejemplares del grupo
D (olmos inoculados con V. dabliae WCS850, y
posteriormente con (. noeve-uimi) en el que se
presentaron sintomas incipientes de la enferme-
dad, en ninguno de los restantes de dicho grupo
se han observado anomalias en el seguimiento
posterior. Por el contrario, en los olmos inocula-
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dos dnicamente con Ophiostoma nove-uimi (grupo
B), los sintomas de la enfermedad comienzan a
manifestarse el dfa 10 de julio, es decir, 15 dias
después de la incroduccién del patégeno, y a par-
tir de esta fecha, estos progresan con rapidez, de
forma que en la primera de las observaciones
efectuadas (25 de julio), €l porcentaje de superfi-
cie foliar que presentaba sintomas evidentes era
del 60%, incrementindose al 80% en la observa-
ci6n efectuada en el mes de agosto, y al 100% en
la correspondiente al mes de septiembre. En cada
una de estas tres observaciones se aprecia una
gran diferencia entre la sintomatologfa de los
olmos correspondientes a los distintos trata-
mientos, tanto en lo que respecta a los sintomas
foliares, como indirectamente, en el ataque pot
parte de . multistriatus, lo que se manifiesra por
la existencia de orificios de penetracién y de sis-
temas de galerias de este escolitido en los compo-
nentes del grupo B. Por el contrario, los olmos
del grupo control (A) no han presenrado sinto-
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TABLA I

LOCALIZACION E IDENTIFICACION DE LOS OLMOS (L. minor) INOCULADOS CON VERTICILLIUM DAHLIAE
WCS 850 EN LA ALHAMBRA (GRANADA) DURANTE 1997, Y VOLUMEN DE PRODUCTO ADMINISTRADO A

CADA UNO DE ELLOS
Zona Subzona N’ olmo . ti:gliae Zona | Subzona N2 olme V- (::.:h)'ae
13 1 3.20 C 18 31 0.66
18 2 230 A | s 32 0.66
18 3 1.90 R 18 33 0.66
P 18 4 3.20 L 18 34 0.69
L 13 b] 0.85 O 18 35 0.62
A 18 6 0.83 8 18 36 0.92
C 18 7 0.92 v 18 37 0.73
E 18 8 0.64 19 1 1.95
T 18 9 1.23 19 2 2.07
A 18 10 1.80 J 19 3 1.47
S 18 12 4.30 A 19 4 1.40
18 13 112 R 19 3 1.50
D 18 4 093 P 19 6 147
E 18 15 1.70 ! 19 7 2.12
18 16 L.37 N 19 8 1.20
c 18 17 144 E 19 > 045
A 18 19 1.15 s 19 10 0.84
R 18 20 1.35 19 11 1.03
L 18 21 1.20 P 19 12 0.63
O 18 22 1.40 A 19 13 0.98
$ 18 23 2.90 R 19 14 2.09
18 26 345 T 19 15 242
v 18 28 1.63 A 19 16 1.42
18 29 1.68 L 19 22 1.47
18 30 1,20 J 19 26 1.20

mas de la enfermedad ni de ningtin otro tipo de
anomalfa foliar. Esto, por una parte nos permite
eliminar la posibilidad de que los sintomas
observados en ellos hubieran sido debidos a
infecciones provocadas espontdneamente por los
escolitidos penerados en la zona. Nuestros resul-
tados, a la vista de la evolucidn de los olmos de
los grupos C y D., estdn en consonancia con las
observaciones efectuadas previamente en los Pai-

ses Bajos (ROOSIEN, 1995}, por lo que el uso de V.
dabliae no ha supuesto por el momento un peli-
gro para el medio ambience, para la salud pibli-
ca, para el propio hospedador, o para las plantas
adyacentes. En este aspecto, SUTHERLAND et a/.
(1995) sefiala que a pesar de su baja o nula pato-
genicidad para los olmos, laamplia gama de hos-
pedadores susceptibles a V. dzhliae podria repre-
sentar el principal obstdculo a la hora de su apli-
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TABLA IIT
LOCALIZACION E IDENTIFICACION DE LOS QLMOS (U. mizor) INOCULADOS CON Versicillium dabliace WCS
850 EN LA ALHAMBRA (GRANADA) DURANTE 1997, Y VOLUMEN DE PRODUCTO
ADMINISTRADO A CADA UNO DE ELLOS

Zona Subzona N.°olmao V. dahliae Zona Subzona N.” olmo V. dahliae
(Cuartel) {cc) {Cuartel) {co)
| 2 1 1.67 10 38 1.76
I 2 1.69 10 43 186
2 3 1.83 10 44 1.65
2 4 0.63 10 45 1.58
L 2 12 0.57 10 46 1.95
A 2 14 0.52 A 10 47 2.05
S 2 16 0.69 10 43 0.80
2 17 1.05 10 49 1.60
2 21 1.80 10 30 1.90
2 22 1.89 10 51 203
A 2 23 257 A 10 52 1.87
L 2 24 203 L - 10 53 2.00
A B 2 23 1.99 A 10 57 2.30
M F 26 2.48 M 10 58 1.60
E 3 1 2.57 E 10 6l 1.62
D 3 2 2.70 D 10 62 168
A 3 3 1.28 A 10 63 1.64
5 3 4 1.91 k] 10 64 1.57
3 12 1.90 10 67 1.78
3 13 1.63 11 L 293
3 14 1.68 11 2 2.34
3 135 2.10 11 6 2.19
3 16 1.53 11 7 3.84
3 17 1.47 11 10 311
| 3 18 2.78 11 11 1.02
10 1 3.65 11 13 3.02
10 2 2.47 11 4 2.28
i0 3 275 11 16 3.03
10 17 1.20 11 17 1.99
10 18 2.83 11 18 1.87
10 19 0.75 11 19 2.83
10 27 133 11 20 235
10 28 1.76 11 21 L.70
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cacién en grandes extensiones, si bien estos auto-
res indican como una buena alternativa la posibi-
lidad de atenuar artificalmente la patogenicidad
del hongo. En contraste con lo observado por
SUTHERLAND &t 2f. (1995), hasta la fecha, la res-
puesta al pretratamienco con V. dabliee (grupo D)
ha sido generalmente sacisfactoria y relativamen-
te homogénea al proporcionar una proteccion
6ptima en el 95% de ellos. Esto supone que el
porcenraje medio de enfermedad sea inferior al
10% observado por SCHEFFER (1990), aunque
algo superior a los valores indicados por ROOSIEN
(1993}, entre 1992 y 1995, en el que oscilaron
entre el 0.9% y el 1.4% sobre més de 30.000
olmos. En el caso de U. carpinifoliz, SCHEFFER
(1990) observa que la eficacia es relativamence
variable, presentindose sintomas de la enferme-
dad hasta en un 30 por 100 de los olmos inocula-
dos con 0. nove-ulmi, en el peor de los casos.

El porcentaje medio de superficie foliar afectada,
observado en este ensayo {del 1.39), es mds opti-
mista que el 8-15% de defoliacién media obser-
vada por SUTHERLAND ez /., (1995) sobre U. x
bollandica var. Commelin, en el Reino Unido sobre
U. carpinifolia (clon CaOG6) en Italia. En beneficio
de su eficacia, es importante resalrar, por otra
parte, que en los mencionados estudios, la inocu-
lacién de Q. rove-nimi se efectud en ramas altas de
la copa del 4rbol, de didmetro inferior a 10 e¢m,
en contraste con este estudio, en el que la inocu-
lacién se efectué directamente en el tronco (ver

% sup. foliar afectada

Fig. 1. Evolucién de los sincomas foliares (epinastia + hojas
secas o defoliacién) en los olmos de los grupos A, B, Cy D(n =
20 por grupo). El pretraramiento con V. dablize (grupos C y DY
fue efectuado el 11 de junio, y la posterior inoculacién de 0.
novo-uimi (Grupos B y D), el 25 de junio del 96. Las inspeccio-
nes se realizaron a intervalos mensuales {dia 25°).

Material y Mérodos). En este caso, el més rdpido
acceso del hongo a los haces vasculares del xilema
de mayor didmetro proporciona mayor rapidez
en el avance del patégeno, lo que disminuye con-
siderablemente las posibilidades de resistencia
del olmo frente a la infeccién, condiciones que
hacen ain mds evidente la eficacia de la resisten-
cia inducida,

2. Aplicaciones experimentales
2.a. Comunidad de Andalucia

El seguimiento del estado fitosanitario, durante
el verano de 1997, de los 116 elmos inoculados
con V. dabliae en los Bosques y Jardines de la
Alhambra, indica la total ausencia de infeccio-
nes en copa, a excepcidn del olmo n° 3 del cuar-
tel 10 de «las Alamedas» (Tabla III). Es impor-
tante tener en cuenta que en el afio 1997, el ini-
cio de los vuelos de la generacién invernante de
S. multistriatus se detectd a principios de abril
{GoONZALEZ RUIZ ¢f 2/., en este volumen), es
decir, aproximadamenre 2 semanas antes de la
fecha en la que olmos fueran inoculados con V.
dablize. Estas circunstancias impiden, por
tanto, afirmar la falta de eficacia de la resisten-
cia inducida en el olmo afecrado por dicha
infeccién aérea. La existencia de esta infeccidn
en el olmo n® 3, implica una tasa de infeccién
del 0.86%, lo que supone aproximadamente
una cifra ligeramente inferior a la mirad de la
obsrvada en los olmos no tratados, en la que fue
del 1.95% (7 infecciones en 358 olmos). Es
importance destacar que, especialmente en
1997, la tasa de infeccidn en los olmos de «las
Alamedas» y del recinto de la Alhambra fue
excepcionalmente baja, a diferencia de la obser-
vada en los ejemplares del Generalife y Bosque
de S. Pedro (788 y 214 olmos, en los que se
obsetvaron 13 y 19 inlecciones aéreas, respecti-
vamente) debido principalmente a su mayor
proximidad a los focos de infeccidn/infescacién
que comienzan a proliferar en las zonas urbanas
situadas en sus proximidades, (GonNzALEZ RUlz
et zl., en este volumen). Esto explica que las
condiciones no fueran especialmente propicias
para evaluar la eficacia de la induccién de resis-
tencia.

En lo que respecta a los 40 ejemplares de Ulwans
minor (var. minor) inoculados con V. dabliae, en el
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barrio granadino del Sacromonte («Carmen de la
Reja»), en ninguno de ellos se han sbservado
infecciones a lo largo del seguimiento efectuado
durante el verano siguiente al tratamiento, asi
como ningdn ripo de anomalia foliar. En contras-
te con esto, en los ejemplares que permanecieron
exentos del pretratamiento, y que constituyen
una mayor propotcién (Tabla I), se observaron fre-
cuentes infecciones aéreas, que afecraron aproxi-
madamente a un tercio del cotal (35 olmos), pro-
ducidas de forma natural por la abundante pobla-
cidn de escolitidos generados en esta zona y sus
inmediaciones. Debido a la ripida progresién de
estas infecciones, gran parte de estos ejemplares
fueron apeados durante el verano de 1997. En
este caso, la efectividad de la induccién de resis-
tencia es especialmente evidente, a la vista de las
tasas de infeccidn en los olmos tratados y no trata-
dos, del 09 y superior al 309, respectivamente,

Andlogamente, en los ejemplares correspondientes
a las diferentes localiddes consideradas en la pro-
vincia de Jaén (Cambil, Fuensanta de Martos y
Mog6n), la eficacia del pretratamiento se ha evalua-
do a la visra de las rasas de infeccién en los olmos
tratados y no tratados. En el primer caso, no se han
observado sintomas foliares de la enfermedad, en
los 17 olmos inoculados, en contraste con las fre-
cuentes infecciones detectadas en los ejemplares
situados en las inmediaciones, en cuyo caso las tasas
de infeccién oscilaron entre 10% y el 25%.

2.b. Comunidad de Castilla-Ledn

Como resultado a las observaciones efectuadas
durante el verano de 1997, en ninguno de los
nueve olmos inoculados con V. dablize se han
observado sintomas de la enfermedad. Andloga-
mente, se pudo verificar el perfecto estado de
estos olmos, no observindose defoliaciones, ni
decoloraciones del follaje.

2.¢c. Comnnidad deValencia

Las observaciones sobre la evolucién del esca-
do fitosanitario de los olmos, llevadas a cabo
por personal de la Gerencia de Medio
Ambiente del Exmo. Ayto. de Alcoy, no reve-
laron la aparicién de sintomas de la enferme-
dad en los 40 ejemplares situados en las tres
olmedas periurbanas, inoculados con V. dab-
liae WCS850. Andlogamente a lo observado
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en las provincias de Granada y Jaén, la inci-
dencia de la enfermedad fue muy importance
en gran parte de los ejemplares de estas olme-
das, asi como en la mayor parte de las olmedas
urbanas y periurbanas. En ningiin caso se
observaron sintomas de patogenicidad por
parte del hongo inoculado, as{ como de cual-
quier otro tipo de anomalia, en los ejemplares
objeto de este tratamiento.

En general, se observa que los resulcados de la
serie de aplicaciones experimentales estdn en
consonancia con los observados en el ensayo
preliminar. Si bien, por una parte es imporran-
te tener en cuenta que en estos casos no se pue-
den efectuar valoraciones absolutas respecto del
nivel de éxito en la induccién de resistencia,
debido a que en ningtin caso estos fueron ino-
culados posteriormente con O. nowvo-uimi, sin
embargo, son muy evidentes los datos que,
indirectamente, denotan la eficacia del pretra-
tamiento. Por otra parte, no es menos impor-
tante destacar que al igual de lo observado en el
ensaye preliminar, en la reaccién de los ejem-
plares tratados no se han observado, en ningu-
no de ellos, sintomas foliares que reflejen una
posible patogenicidad en los 4rboles por parte
de la cepa urilizada para la induccién de resis-
tencia.

Por dltimo, y como conclusién principal, desta-
camos que de confirmarse los resultados obteni-
dos hasta la fecha, y estableciendo una compara-
cién con otras medidas preventivas de control
(aplicacidn de insecticidas, inyeccién de fungici-
das, o de Psendomonas), la induccién de resistencia
en los olmoes mediante V. deblize WCS850 ejerce
un escaso o nulo impacto ambiental, y supone un
importante incremento en la eficacia y el rendi-
mienito en la lucha contra la grafiosis del olmo,
por lo que seria una prometedora herramienta
para la mejora del control integrado de la enfer-
medad.
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SUMMARY

Among the more relevant studies conduceed during che lase years on the management of the Dutch
elm disease (DED), hopeful results have been obtained by means of induction of tree resistance
against the disease. Among the different microorganism used, the elm inoculation with Verzicillinm
dabliae spores, has proved the better results. Its effectiveness, however, seems to be quite variable,
depending on different factors such as elm species, variety, age, size, soil and weather conditions, etc.
In this paper, a preliminary study carried out during 1996, by using the Verticillinm dabliae WCS850
strain (Arcadis Heidemij Realisarie, Netherlands), on elms (UJfmus minos, var. minor) of the Granada
province of Spain, is present. Moreover, a series of experimental applications on elms (U{mus minor
semsu latissimo) located in different provinces of Spain (Granada, Jaén, Salamanca, Alicante) have also
been carried out during 1997. The results obtained, also present in this paper, are of great importan-
ce in order to verify the effectiveness of elm induction nfﬁesisrance under different ecological condi-
tions. The posibilicy of incorporate the pretrearmenc with V. dablize WCS850 as a prevenrive ele-
ment, on the integrate management of the DED in Spain, is discussed,

Key Words: Verticiliinm dahliae, Ophistoma novo-ulmi, induction of resistance, Dutch elm disease.
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