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PATOLOGIA

Deteccion e identificacion por técnicas moleculares de especies
del género Armillaria a partir de muestras de suelo

P. E. Escoretr Creseo, O, AGuin CasaL, J. P. MaNSILLA VAzQULZ

En este trabajo se presentin los resultados de identificacion de especies de Armifla-
ria realizada directamente a partir de muestras de suelo, sin la necesidad de aislar y cul-
tivar previamente el micelio en placa, E1 ADN s¢ extrajo a pattir de 250 mg de suclo y
la regin I'TS del hengo se amplificd por nested PCR con los cebadores externos 1151 ¢
ITS4 y los inlernos ARL y AR2. Los productos resullantes de [a doble amplificacion se
analizaron por RFLP utilizanda para la digestion las enzimas de resuriceion Hinf 1y Mbo
I Este métoda permite ciscriminar entre especies de Armrillaria mediante diferentes
patrones de bandas caracteristicos de cada especie, Bl 70% de las mucstras analizadas se
dentificaron como A mellea, el 16% coma A gallica y el 14% de las muestras no pre-
sentaron infeccion por Armiliarie
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INTRODUCCION

El género Armiflaria (FroFr) Staude
incluye mds de 40 especies que se distribu-
yen extensamente por todo el mundo. En
Europa se han identificado: A. borealis
Marxmiiller & Korhonen, A. cepistipes Vele-
novsky, A. gaflica Marxmiiller & Romagne-
si (=A. bulbosa (Barla) Kile & Watling), A.
mellea (Vahl: Fries) Kummer, A. ostoyae
(Romagnesi) Herink (=Armillaria obscura
(Schaeff.) Herink), A. tabescens {Scop.)
Emel (MARXMOLLER, 1982, 1987; ROMAGNE-
ST ¥ MARXMULLLR, |983; TERMORSHUIZEN y
ARNOLDS, 1987) v una cspecie de poco inte-
rés patolSgico denominada inicialmente
Agaricus ectypus y posteriormente Armilla-
ria ectype (Dries) Lamoure (LAMOURE,
1965). A. mellea v A. estoyae son altamente
palogenas para plantas lefiosas, causando
una enfermedad conocida como pedredum-

bre blanca radicular, que ocasiona grandes
pérdidas econdmicas. A. mellea invade las
rafces y cuello de numerosas especics silves-
tres y/o cultivadas, sobre todo vid, drboles
frutales y forestales, mientras que A. ostoyae
causa dafios importantes en coniferas (AGUIN
et al., 2004a; AGUIK et al., 2004b). Las plan-
tas alcctadas muestran inicialmente clorosis,
decaimiento de la parte aérea y calda de
hojas, llegando en Jos casos mds graves a la
muerte (GUILLAUMIN, 1986). A. borealis, A.
cepistipes, A, gallica y A. tabescens son
patégenos débiles, pero pueden causar enfer-
medad en drboles debilitados (SicoLL ef al.,
2002). La mayoria de las especics de Armi-
Haria se propagan por crecimiento vegetati-
vo subterrdneo y se extienden por el sistema
radicular de drboles susceptibles (KILE ef af.,
1991).

Hasla hace pocos afios la identilicacion de
especies de Armillaria se llevaba a cabo
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Figura 1. Micelio caructeristico del género Armillaria
en pimoe

mediante procedimientos complejos y len-
tos. En la década de 1990, se desarrollaron
métodos moleculares (ANDERSON y STa-
SovsSKI, 1992; HARRINGTON y WINGFIELD,
1995), basados en la amplificacidn del
ADN a partir de diferentes estructuras fiin-
gicas: micelio situado en la planta (Figura
1), basidiocarpos (Figura 2), rizomorfos, o
micelio en cultivo, y la obtencidn de patro-
nes de restriccién, que estin sicndo utiliza-
dos de manera rutinaria en los laboratorios
de diagndstico (PEREZ-SIERRA et al., 1999,
MANSILLA ef al., 2000; AGUIN ef al,
2004b). La deteccidn de Armillaria en
campo no se produce hasta gue aparecen
plantas sintomdticas de podredumbre blan-
ca radicular, pero en ese momento el hongo
pucde cstar ya muy extendido en ¢l suelo,
creando multiples focos de infeccidn. Esto
es debido a que el desarrollo y persistencia
de Armillaria en el suelo se ve favorecido
por su cardcter saprofito y su capacidad
para formar rizomorfos subterrdneos, que
pueden alcanzar gran profundidad (Fox,
2003). Actualmente no hay ningin método
eficaz que controle Armillaria cuando apa-
recen plantas enfermas, aunque estudios
recientes in vitro y en vifiedo y plantaciones
de almendro (sobre patrones de melocoto-
nero) han mostrado resultados prometedo-
res de ciertos azoles (ciproconazol y propi-
conazol) para el control de A. meliea
{ADASKAVEG e al., 1999; AGuiN er al,
2006). La prevencién y control de la podre-

dumbre causada por Armillaria podrian
verse facilitados si ¢l hongo pudiese ser
detectado en suelo antes de la aparicion de
plantas enfermas. Recientemente LOCHMAN
et al. (2004) han descrito dos cebadores
especificos, ARl y AR2, basados cn
secuencias conservadas de la regién ITS del
ADNT, utilizdndolos con éxito para la iden-
tificacion de las cspecics europeas de Armi-
Haria (excepto A. ectypa) a partir de mues-
tras de suelo.

El objetivo de este trabajo fue desarrollar
un método rutinario de diagnéstico para la
deteccién e identificacion de especies de
Armiliaria en suelos gallegos, utilizando los
cebadores descritos por LOCHMAN et al.
(2004) para la amplificacion del ADN fin-
gico.

MATERIAL Y METODOS

La deteccién y amplificacién del ADN
[ingico de Armilluria en suclos infestados sc
ha basado cn el protocole propuesto por
LoOCHMAN et al. (2004) con modificaciones
en las diferentes etapas del procesc que se
tetallan a conlinuacién: as{ para la oblencidn
del ADN se ha vanado el kit de extraccion;
en la etapa de amplificacion se han utilizado
las “PuReTaq Ready-To-Go™ PCR Beads™
(Amersham-Pharmacia) y para analizar cl
polimorfismo de la longitud de los fragmen-
tos de restriccién (RFLP) se llevaron a cabo
electroforesis en gel de agarosa.

Figura 2. Cuerpos de fructificacion de
Armillaria mellea sobre caslaio.
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Cuadro 1. Cédigo, procedencia y cultivo de todas las
muestras de suelo utilizadas

l\fl:l(J)EDSl'El?A PROCEDENCIA CULTIVO
664 Vigo Castaio
726 Cambados Magnolio
744 Pontevedra Magnolio
719 Estrada Clma
771 Sotomayvor Boj
772 Solomayor Tejo
T3 Sotamayo! Cedro
T4 Sotomayor Roble
775 Sotomayor Pseudolsuga
716 Sotamayor Camelia
T Satomayor Avalea
825 Solomayor Clivo
826 Sotomayo: Olivo
8427 Sotomayor Olivo
828 Solomayor Olivo
876 Bayona Abeto
877 Bayona Peral
881 Marin Seto
884 Estrada Acacia
885 Estrada Roble
886 Villagarcia Caslaiio
895 Vilaboa Rable
905 Pontevedra Camelia
906 Pontevedia Camelia

Recogida de muestras de suelo

Se tomaron muestras de suelo (aproxima-
damente 1 Kg) en la proximidad de las raices
(entre 10-30 cm de profundidad en el tervena)
de 24 especies ornamentales, frutales y fores-
tales que mostraban clorosis, decaimiento y
caida dc hojas, y se consideraba que podrian
estar afectadas por podredumbre blanca radi-
cular causada por Armiliaria. Todas las mues-
tras se recogieron en localidades de la provin-
cia de Pontevedra. En el Cuadro |, se indica la
localidad y la especie vegetal afectada. En el
laboratorio, se procedié a upa inspeccidn
visual del suelo, que permilid detectar la pre-
sencia de micelio y/o rizomorfos en seis
mucstras. Posteriormente todas las muestras
se almacenaron a 4 °C hasta su andlisis.

Extraccion de ADN

Para cada muestra de suelo, la extraccion
de ADN de Armillaria se llevé a cabo en
dos submuestras de 250 mg siguiendo el
protocolo del kit comercial “PowerSoil™
DNA Isolation” (MO BIC Laboratories,
Ine)). Cada submuestra se introdujo en un
tubo PowerBead del kit para romper las
células flingicas. La lisis celular se consi-
gue mediante métodos mecdnicos y quimi-
cos. Tras sucesivas centrifugaciones con
diferentes reactivos del kit, el ADN gend-
mico total se capturd en la membrana del
filtro de una columna de centrifugacidn,
posteriormente sc lavd y se recuperd con el
eluyente, conservindose a -20 °C hasta su
amplificacion.

La extraccién de ADN con el kit “Power-
Soil™ DNA Isolation” se llevd a cabo tam-
bién en muestras de control positivo, que
consisticron en 250 mg de suelo esterilizado
a los que se afiadieron 30-40 mg de micelio
de cultivos puros de A. gallica, A. mellea §
A. ostoyae, muestras de control negativo en
las que al suelo se ailadié micelio de Kose-
{linia necarrix Prill, y muestras de control
de extraccidn que sélo contenian suelo este-
rilizado. Se eligié R. necatrix por la simili-
tud de su micelio y de la padredumbre radi-
cular que causa en numerosas especies lefio-
sas respecto a Armifluria. Todos los cultivos
fingicos se mantenian en medio agar-malta
en la coleccién de la Estacién Fitopatoldgi-
¢ Do Areeiro (EFA). El suelo, para la rea-
lizacién de los controles, procedié de la
finca de la EFA vy se esterilizd en autoclave
a 121 °C durante 30 minutos dos dias con-
SeCutivos.

Amplificacion de la region ITS median-
te nested-PCR

Se llevo a cabo la amplificacion del espa-
ciador transcrito interno (ITS) del ADNr
obtenido a parlir de las muestras de suelo
mediante nested-PCR.. Para 1a primera PCR,
sc probaron dos procedimientos diferentes
aunque con los mismos cebadores, ITSI e
ITS4 (WHITE er al., 1990). La secuencia de
los cebadores se presenta en el Cuadro 2.
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Cuadro 2. Sceuencia de los cebadores utilizados parn ln wmplificacion de Lo cegion ITS de Armitlaria

~ CEBADOR SECUENCIA (5> 1) TAMANQ (n® de hascs)
- [l_ﬂ | TOCGTAGGTGA ACCTGOGG 19
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC 0
ARI CTGACCTGTTAAAGGGTATGTGC 7
AR2 AAGUTGAATCUT IO TAUAAAGTCAA 25

En el primer procedimiento, se introdujo
en un tubo Eppendort 1 gl del ADN aislado,
0.3 pl de cada cebador (10 M) y una bolita
“PuReTag Ready-To-Go™ PCR Beads”
{Amersham-Pharmacia), completando con
agua pura hasta un volomen final de 25 pl.

En ¢l segundo procedimiento, se siguio ¢l
protocolo descrito por LocnMAN ef al.
{2004). La mezcla de PCR consistié en 1 pl
del ADN aislado, 10 mM Tris-HCI (pH 8,3).
50 mM KCl, 1,5 mM MgCl,, 200 M dNTP,
20 oM de cada cebador, 1.5 U de Tag DNA
polymerase (Bioline). y agua pura hasta un
volumen final de 25 pl.

En ambos procedimientos, la amplifica-
cién se realizé en un termociclador “PCR
Fxpress” (Thermo Hybaid) programada con
las condiciones propuestas por LOCHMAN ef
al. (2004); desnaturalizacion inicial a 94 “C
durante 150 segundos, seguida de 35 ciclos de
desnaturalizacién a 94 °C durante 30 segun-
dos, anillamicnto de los cebadores a 55 °C
durante 40 segundos, elongacidon a 72 °C
durante 30 segundos, y una elongacion final a
72 °C durante 5 minutos.

En la segunda PCR, se probaron los dos
procedimicnlos utilizados para la primera
pero ambos con los cebadores AR1 y AR2
propuestos por LOCHMAN ef al. (2004). La
secucncia de los cebadores se presenta en el
Cuadro 2.

Para csta segunda reaceidn, ¢l primer pro-
cedimiento se varid ligeramente: se utiliza-
ron 2 g del producto de la primera amplifi-
cacién, 0,5 uM de cada cebador y una bolita
“PuReTag Ready-To-Go™ PCR Beads”
(PCR hcads), completando con agua hasta
un volumen final de 50 pl. El segundo pro-
cedimiento se llevd a cabo de forma andloga
a la primera reaccién, solo que utilizando

también 2 gl del producto de la primera
amplificacion y cambiando el volumen final
a 50 g, Para la amplificacién, el termocicla-
dor se programd con los mismos pardmetros
que en la primera PCR, con excepcién del
anillamiento dc cebadores que sc realizd a
60 °C y la elongacion final a 7 minutos.

Los productos de la primera y segunda
PCR sc visualizaron mediante clectroforesis
en gel de agarosa. Se cargaron 5 pl del pro-
ducto amplificado de cada muestra con 2 pl
de tampdn de carga (4 g/ml de sacarosa y
0.25 g/ml de azul de bromofenol) en un gel
de agarosa al 2 % (p/v) sumergido en lampon
0,5x TBE (Tris-HC] 0,89 M, dcido bdérico
089 M vy EDTA 0,02 M, pH 8.4). En cada
prueba se utilizd un control negativo y un
matcador de 100 pares de bases (pb) hasta
2642 pb (MXLV, Roche Diagnostics). La
electroforesis se realizé a 120 voltios duran-
te 50 minutos. Los geles se lifieron con bro-
muro de etidio (0,5 pg/ml) y se observaron
con un transtluminador de luz ultravioleta,

RELP

Siguiendo el método de LOCHMAN et al.
(2004}, los productos no purificados de la
segunda ampliticacion tueron digeridos con
las endonucleasas de restriceidn Hinf 1y
Mbo 1 (Fermentas®) para analizar el poli-
morfismo de lu longitud de los fragmentos
de restriccion, Las mezclas de restriccion se
prepararon con 20 pl de cada producto
amplificado y 4 unidades de la enzima Mbo
I u 8 unidades de la enzima Hinf I, y se
incubaron a 37 °C durante 12 horas. Sc
llevd a cabo la electroforesis en un gel de
agarosa al 3 % a 100 voltios durante 80
minutos. Para la estimacién del tamafio de
las bandas, se cargd en el gel un marcador
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Cugdro 3. Tamafio de los productos de amplificacién obtenidos con los cebadores ITS1/ITS4 y AR1/AR2, en los
cuatro controles y en cada una de las muestras de suelo.

TAMANOS DE AMPLIFICACION (pb)

CODIGO MUESTRA ITSUVITS4 AR1/AR2 RESULTADO
Control positivo 1 882 724 A. mellea
Control posilive 2 368 711 A. gallica
Control positivo 3 870 713 A. ostoyae
Conlrol negative 1 - - Rosellinia necatrix

a64 882 724 Amnellea
726 882 724 Asmellea
744 382 724 A meliea
719 : negativo
771 882 724 A.mellea
172 8§32 724 A mellea
773 882 724 A. mellea
714 882 724 A mellea
775 882 724 A, mellea
776 - negativo
777 882 724 A. mellea
825 868 711 A. gallica
826 882 724 A. mellea
827 482 724 A. mellea
828 negativo
876 BR2 724 A mellea
877 - negativo
BRI 882 724 A. mellea
884 882 724 A.mellea
835 882 T24 A. mellea
886 i - negativo
895 868 711 A gallica
ans 842 724 A. mellen
04 882 724 A. mellen

Cuadro 4. Tamafio de las amplificaciones con los ecbadores de ITS y AR y tamaiio de los fragmentos de restrie-
cién obtenidos con las enzimas Hinf1y Mbe 1, cn el trabajo de Lochman er af, (2004).

TAMARO AMPLIFICACIONES FRAGMENTOS DE RESTRICCION (ph)
MUESTRA (pb) ITS/AR Hinf1 Mbo 1
A. mellea B82/724 401, 159, 148 235,215, 149, 125
A. gallica 868/711 294,227, 69, 63,43 277,222,214
A. ostovae 8700713 294, 228,75, 69, 31 351,222,137
A. borealis B6B/TLL 293, 172,75, 68, 56, 31 490, 221
A. cepistipes 868/711 293,227,132,43 277,222,214

A. tabescens B47/690 205,129,125,93,32 223,216,126
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Cuadro 5 Tamaiio de los fragmentos de restriccién obtenidos con las enzimas Hinf Ly Mbe [, en los cuatro

controles v en cada vna de las muesiras de suelo.

FRAGMENTQOS DE RESTRICUINN (pb)

CODIGO MUESTRA _ Hinfl
Control positive | 401, 159, 148
Cantrol positivo 2 294,227,69, 63,43
Conurol positivo 3 29422875, 69, 31
Control negativa |

6hd 401,159, 148
126 401,159, 148
744 401, 159, 148
771 401,159, 148
772 401, 159, 148
773 401, 159, 148
774 401,159, 148
775 401,159, 148
777 401, 159, 148
815 204,227, 69, 63,43
826 401, 159, 148
827 401, 159, 148
K76 401, 159, 148
88! 401, 159, 148
R4 401, 159, 148
845 401,159, 148
895 204, 22765, 63. 43
905 401, 159, 148
906 401, 159, 148

Mbo 1 RESULTADO
235,215, 149, 125 A meliea
277,222,214 A. gallica
351.222.137 A osiovae

Rosellinia necarrix
235,215, 149,125 mellen
235,215,149, 125
235,215,149, 125
235,215, 149,125
235,215,149, 125
235,215,149, 125
235,215, 149,125
235,215,149, 125
235,215, 149,125
277,222,214
235,215, 149,125
233,215,149, 125 Jnellea
235,215, 149.125 A mellea
235,215, 149, 125 A
235,215, 149,125 A
235,215, 149, 125 A
277.222,214 A. gallica
A
A

S

. mellea

mellea
. mellea
. mellea

. mellea

A
A
A
A
A
A mellea
A. mellea
A mellea
A pellica
A. mellea
A
mellea

inetlea

mellea

235,215,149, 125
235,215, 149,125

. mellea

mellea

de 50 pb hasta 2000 pb (Hyperladder II,
Bioline). Ll gel se tiiid con bromuro de eti-
dio y se visualizé en el transiluminador de
luz ultravioleta, La imagen del gel se captu-
1o con un sistemu de fotodocumentacion y
¢l tamafio de bandas se analizd con el soft-
ware |-D Manager (TDI, Madrid). La iden-
tificacién de las especies de Armillaria se
basd en la compuracion del tamaiio de los
fragmentos digeridos con los publicados
por LOCHMAN et al. (2004).

Secuenciacion

Para validar los resultados de identifica-
cion de especies de Armillaria mediante
nested-PCR y RFLPF, se secuencid el ADN
de cinco muestras de suclo estudiadas (ele-
gidas al azar) y de las tres muestras de con-

trol positivo (suclo esterilizado + A. mellea,
A. gallica 6 A. ostovae). El producto de
amphificacion se purificé con el kit “High
Pure PCR Product Purification” (Roche
Diagnostic). La reaccién de sccuenciacién
consistié en 15 ul del amplicén purificado, 2
ul de terminador marcado (Big Dye® Ter-
minator V3.1 Cycle Sequencing Kit,
Applicd Biosystemns ), 3 ul de tampdn de
secuenciacion 5x (400 mM Tris-HC1 pH 9.0
y 10 mM MgCl) y 0,32 ul de cada cebador
(20 uM) AR1 6 AR2 (un solo cebador por
cada reaccion). Los ciclos de temperaturas
en el termociclador fueron: un minuto a 96
°C y 25 ciclos de 96 °C durante 10 segundos,
50 °C durante 5 segundos, y finalmenie 60
°C durante 4 minutos. Para eliminar conta-
minantes, la reaccién de secuenciacién se
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Figura 3. (el de agarosa al 2% maostrando el
ltagmento de ADN amplificado con los cebadores
ARL v AR2 de los controles positivos: A ostoyae (1).
A. gaflica (2) y A. mellea (3), v del control negativo:
Rosallinic necatrix (4. M: marcador XIV de 100
hasfa 2642 pb.

precipité con etanol. El precipitado se resus-
pendié en formamida “Hi-DiTM”(Applied
Biosystems). Tras ser sometido a una desna-
turalizacién a 94 °C durante 3 minutos, el
ADN amplificado se cargd en un secuencia-
dor ABl PRISMT™ 30 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems). Las secuencias obte-
nidas se analizaron con el Sequencing
Analysis 5.1 y mediante el programa de ali-
neamicnto BLAST, de acceso libre en Inter-
net, se compararon las secuencias de las
muestras con las que existen en el Gen-Bank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

RESULTADOS Y DISCUSION

La deteccion y amplificacion del ADN
fingico de Armillaria en suelos infestados se
consiguid utilizando el protocolo de amplifi-
cacion sccuencial o nested-PCR. El mayor
problema para la caracterizacién molecular
de los hongos patdgenos que infestan suelos
es disponer de un método de extraccion que
dé lugar a un ADN de calidad ya que los sue-
los contienen una elevada cantidad de dcidos
hiimicos gue son inhibidores de la PCR
(Tsal y OLsoN, 1991). Los resultados obte-

Figura 4. Gel de agarosa al 2% mostrando el
fragmentu de ADN amplificado con los cebadores
ARL y AR2 en las muestras; 825 (1 v 2),826 (3 y 4),
827 (5 y 6), 828 (7 v &), 876 (9 ¥ 10), control dc
extraccién {11). control negativo de amplificacicn
{12). control positivo A. astovae (13) y control
negativo Rosellinia necatrix (14). M: marcador X1V
de 100 hasta 2642 ph

nidos con ¢l kit “PowerSoilTMDNA Isola-
tion” (MO BIO Laboratories) indican su
conveniencia para la extraccién eficaz de
ADN de Armillaria, a partir de las muestras
de suelo; si bien los resultados son dptimos,
se analiza solo 0,5 g de suelo por muestra
por lo que serfa conveniente probar algtin kit
que permita trabajar con una cantidad de tie-
rra més represeniativa.

La amplificacién tanto con las PCR beads
como con la mezcla de reaccion did resulta-
dos satisfaclorios similares. Sin cmbargo
nucsira experiencia apoya el uso de las PCR
beads por su rapidez y comodidad de trabajo.

De las 24 muestras analizadas, 5 de ellas
no mostraron banda de amplificacion, por lo
que se determinaron como negativas para
Armillaria. Dos presentaban una banda de
amplificacién de 864 pb en la primera PCR
y de 711 pb en la segunda (para cada sub-
muestira) y las 17 restantes presentaron un
tamaiio de amplificacidn de 882 pben la pri-
mera PCR y de 724 pb en la segunda pura
cada una de las submucstras (Cuadro 3). Al
comparar los tamafios de bandas obtenidos
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en las dos amplificaciones con los publica-
dos por LoCHMAN et al. (2004), se comprobd
que en ¢l primer caso las muesiras se corres-
pondian con A. gallica y ¢l scgundo con A,
mellea (Cuadro 4). En ninglin experimento
se obtuve amplificacidn cn los controles
negativos.

Los fragmentos de ADN obtenidos en la
nested- PCR (Figuras 3 y 4) aportaron infor-
macién para la identificacidn pero no pudo
ser ulilizada como método rutinario de diag-
ndstico porque la similitud del tamafio de las
bandas cnire las cspecies no permite su dis-
criminacién de forma fiable. Fue nccesario
hacer digestiones y analizar los fragmentos
de restriccién para la obtencion de diagnds-
ticos concluycntes.

El tamanio de los fragmentos dc restric-
cidn de los controles positivos y de muestras
de suelo, obtenidos por la digestion con las
enzimas endonucleasas Hinf 1y Mbo 1, se
muestran en el Cuadro 5. En total se realiza-
ron 19 digestiones de las muestras y una
digestion por cada control positivo utiliza-
do. De las 19, dos de cllas presentaban un
patron de bandas de ADN de 294, 227, 69,
63,43 pb con Hinfly 277,222,214 pb con
Mbo 1 correspondiéndose con lo publicado
por LocuMAaN ef al. (2004) para A. gallica y
las 17 restantes pertenecen a A, mellea cla-
ramente diferenciadas del resto, por un
patrén de bandas caracteristico: 401, 159,
148 pb fragmentos digeridos con Hinf [ y
235,215, 149, 125 con Mbo 1. Paralelamen-
te, en tres de las muestras cstudiadas {726,
881 v 884) ademds del suelo también se ana-
lizé material vegetal sintomdtico, con pre-
sencia de micelio blanco en el sistema radi-
cular, mediante la técnica PCR-RFLP
{(MaNSILLA et af., 2000); en los tres casos el
resuliado fue A. mellea, lo que confirmé los
resultados de suclo. En ninguna de las
muestras naturales se encontrd A. ostoyae
pero se obtuvo su patrdn de bandas corres-
pondiente en el control positivo con unos
fragmentos de 294, 228,75, 69, 31 pben la
primera digestion con HinfTy 351,222,137
para la segunda con Mbo 1. Los fragmentos
de restriccién de los controles positivos (A.

mellea, A. gallica y A. ostoyae} digeridos
con Hinf 1y separados en un gel se muestran
en la Figura 5. A la vista de los resultados,
la especic mids extendida en los suelos ana-
lizados fue A. mellea en un porcentaje del
70%. Resultados similares encucntran
AGUIN ef af. (2004b) en mucstras analizadas
en el norocste de Espaiia indicando que la
especie mds frecuente es A. meflea (71%) y
que causa sintomatologia en arbustos orma-
mentales, kiwi, vifia, drboles frutales y drbo-
les de hoja ancha, En el 16% de las muestras
analizadas se detectd A. gullica, cuya pre-
sencia fue ya publicada cn Galicia, aunque
con baja incidencia, en ornamentales, coni-
feras, drboles frutales, drboles de hoja ancha
y vifia (AGUIN et al., 2004b).

La comparacién de las sccuencias de las
muestras  estudiadas con las secuencias
depositadas en el Gen-Bank di6 valores de
similitud entre un 92-99%. Asi, al conlrastar
la secucncia obtenida con el fragmento de
ADN amplificado de la muestra 876 con las
secuencias depositadas en el Gen-Bank, este
mostré un 99% de simililud con la region
ITS del ADN ribosémico de Armiflaria
mellea, en donde de los 539 nucleétidos ana-
lizados, 536 se correspandian con la secucn-
cia del Gen Bank y solo 3 cran diferentes.

e Mo ] p—

100 pb

50 pb

Figura 5. Gel de agarosa al 3% mostrando los
fragmentos de digestién del ADN amplificado, con la
enzima Hinf I en los controles positivos: A miellea (1),
A. galtica (2) y A, ostovae ( 3). M: marcador
Hyperladder Il de 50 hasta 2000 ph.
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Las muestras 772. 775, 826 y 885, también
elegidas al azar y sccuenciadas aportaron
resullados similares entre 92-97% de simili-
tud. En los controles positivos, A. meflea
muestra un 99% de similiwd en los 628
nucledtidos analizados mientras que A, galli-
ca y A. ostovae presentan un 92%. Lstos
resultados de secuenciacién corroboran las
identificaciones conscguidas anleriormente
por nested-PCR y RFLP.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos confirman que
el procedimiento utilizado puede ser cmple-
ado como método eficaz de diagndstico
rutinario de las especies de Armillario a
partir de muestras de suelo, sin necesidad
de aislar el hongo ni observar presencia de
estructuras fungicas (micelio, rizomorfos.
cte.y en las muestras. La rdpida extraccion
de ADN con el kit comercial “Power-

ABSTRACT

SoilTMDNA [solation”, Ta ficil amplifica-
cion usando “PuReTaq Ready-To-Go™
PCR Beads” y el andlisis de fragmenlos de
restriccién en geles de agarosa, hacen posi-
ble una deteccidn e identificacién efectiva
de especies de Armillaria.

Esta metodologia permile un diagndstico
temprano y optimo, previo a la aparicidn de
plantas sintomdticas, para conocer el grado
de infestacidn del terreno por ¢l hongo y
poder aplicar las medidas preventivas nece-
sarias para reducir la incidencia de la enfer-
medad causada por Armillaria.

A pesar de haber encontrado una bucna tée-
nica para la cxtruccion de ADN directamente
del suelo y haber logrado la amplificacién, se
valora la necesidad de obtener fos mismos
resultados particndoe de una mayor cantidad de
suclo. El proximo paso en esta linea de inves-
tigacién es evaluar otras metodologias de
extraccién que permilan trabajar con una can-
tidad mds representativa de muestra.

Cscoret Criseo P E, O. Acuin CasaL. ], P MansiLLa VAzZQUEZ. 2006, Delection
and Identification with molecular techniques ot species ol the genus Areilaria [row soil

samples. Bol_ Sun_Veg. Plagas, 32: 231240,

In the present work Anmiflaria species were identilied taking seil samples without

isolating and cultivating the myeelium on a plate. DNA was extracted from 250 mg of
soil an the ITS region of the rDNA was amplified using Nesied-PCR with externul pri-
mers ITS1 and ITS2 and mlemal primers AR and ARZ. Products obtained were analy-
sed by RFLP using the restriction enzymes Hinf T and Mbof |, thus obtaining Iragments
of different molecular weight. This method allows the discnimination among Avmiflaria
species using band patierns specific for each species. The 70% of the analyzed samples
carresponds Lo A, meflea: the 16% corresponds to A, gallica, and the [4% of the sainples

does not present Armifiaria infection,

Key words: Anmilfaria metltea, Armilluria gallica, nested-PCR, RELP, soil
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