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PATOLOGIA

En este trabajo se p¡esellLru los rusulados de ide tificación de espccies dc,4¿r¡i1la-
,l¿r realizada djrectirnente a pnflir de nruestras de srelo, siu la uecesjdad de nlslar y cul
tivfi pnrviamc tc cl nricclio cn pl cr. Fll ADN sc cxtrajo a pattir dc 25(1 nrg dc sLrclo y
la región l'l,S del hongo sc anrf lilicó nof ne\ted PCR con los ccbadorcs cxtcf rlos I I S I c
ITS4 y los inLernos ARI y AR2. Los pr<rdLrctos result¿ntes de l doble Ámplific¿r0i(in se
a alizaron por RFLP utiliziu)dc¡ paril la digesLiórl l¡s e zimas de reslicciót1llit1[Iy Mbo
I Este flé1odo peü¡jte disclirninar e trc especies de At ¡illatia nredi¡oie dilere (es
patroncs dc bandas caractcrís cos dc cada cspccic. El 709t dc las rnucfras runliz^d¡¡s se
ident i f icaron como A ntel l (a,a l  l6E c<' t r 'o  A g¿l l i ' r . ¡  ! 'e l  14¿Édclasn csl ras noprc
sentarcn infección por Á/7ntl¿r'¿¡
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INTRODUCCIÓN

Ef géncro Armillariu (Fr.:Fr.) Staudc
iucluye rnás de 40 especies que se distribu-
yen extensamente por todo el murdo. En
Europa se han identiñcado: A. bt¡reqlís
Marxrnüller & Korhonen, A. cepisl¡p¿-r Vele-
novsky, A. g.r//ic¿r Marxmiillcr & Romagnc-
st (=A. bttlbosct (Barla) Kile & Watling), A.
nelLea (Yahl:. Frics) Kummer, A. osto.,-ae
(Romagnesi) ll.eúlnk ( =Armillorit obscuru
(Schaeff.) Herink), , '1. tabestens (Scoyt.)
Emel (MARXMüLLER, I982, 1987; Ron¡¡cNe-
sr y M^RXMüLLLR, 1983; TDRMoRSITUIZtrN y
ARNoI-Ds, l9fl?) y una cspecie de poco inte-
rés patológico denorninada inicial¡nente
Agaricus ec\.plts y posteriormelte .'lrull/c-
riq ecÍ)'p.t (Fries) Lamoure (LAIaouRE,
1965). A. mellea y A. ostor-ae son altamente
patógcnas para plantas loñosas, causande
una enfermedad conocida como podredunl-

brc blanca r"adicular, quc ccasiontr grandos
pérdidas económicrs. A. melleo invade las
laícos y cuello de numerosas cspccics si)ves-
t|es y/o cultiYadas, sobre todo vid, árboles
fiutales y folestales, mientras que /. oJto)'¿¿
causa daños importantes en conífcras (ActJÍi{
er a/.,2004a; AcuÍx ¿/ ¿¿., 2004b). Las plan-
tas alcctadas muestran inicialmcntc cloK)sis,
decaimiento de la parte aérea y caída de
hojas,l legando en los casos más graves a )a
muerte (GULLAUMIN, 1986). A. boreuli\, A.
cepístipes, A, gallica y A. tabesce s son
pakigcnos dóbilcs, pcro pucdcn causar cn lcr-
nedad en árboles clebilitados (Srcol-r ?1 (l/,,
2l\ll2). La mayoría de las cspecics dc /lri
l/rtria se propagan por crecimiento vegetati
vo subterráneo y se extienden por el sistema
radicular de áboles susceptibles (KILE a, a/.,
l 9 9 l ) .

Hasta hacc pocos añr¡s la idcntillcacitin dc
especies de Arnillariq se llevaba a cabo
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mediante procedimientos complejos y len-
tos. En la década de 1990, se desarrollaron
métodos molccularcs (ANDERSoN y STA-
sovsKr, 1992; H^RRINcroN y WINGFTELD,
1995), basados en la amplif icación del
ADN a partir de diferentes estructuras fún-
gicas: micelio situado en la planta (Figura
l), basidiocarpos (Figura 2), rizo¡norfos, o
nicelio en cultivo, y la obtención de patro-
nes de restricción, que están sicndo ttLil iza-
LI)s dc nraner¿ rutinar¡a en los labtlraLorit¡s
de diagDóstico (PÉREZ-SIERRA et ql., 1999:
MANSTLLA et el., 2OOO: Ar'uiN et al .,
2004b)- La dctccci¡ín dc Armillari¿r cn
campo no se produce hasta que aparecen
plaltas sintornáticas de podredurnbre blan-
ca radicular, pero en ese momento el hongo
pucdc cstar ya muy cxtcndido cn cl suelo,
creando núltiples fbcos de infbcción. Esto
es debido a que el desarrollo y persistencla
de Arnillaria en el suelo se ve lavorecido
por su caráctcr saprófito y su capacidad
para fbrmar rizomorfos subterráneos, que
pueden alcanzar gran profundidad (Fox,
2003). Actualmentc no hay ningún método
cticaz que conf[olc Arm¡lluia cua:rdo apa-
recen plantas enfertnas, aunque estudios
l€cientes ¡a vltro y en viñedo y plantaciones
dc almcnd¡o (sobrc patroncs dc molocoto'
nelo) han mostrado resultados Prometedo-
res de cieltos azoles {cjptoconazol y plopi-
conazol) para el control de A. mellea
(ADASKAVEG e¡ al., 1999; ActfN ¿¡ a1-,
2006). La prevención y control de la podre-

dumbre causada por Antillaria podrían
verse f¿cil i tatlos si cl httngo pudicsr-' scr
detectado en suelo antes de la aparición de
plantas enfer'rnas. Recientemente LocHMAN
u al. (20O4) han desc¡ito dos cebadorcs
especí f i cos ,  ARI  y  AR2,  basados cn
secuencias conservadas de la región ITS del
ADNI, uti l izrlndolos con éxito para la iden'
tif icaci(in dc Ias cspccics ctLropcas dc Armi-
llaria (exceplo A. ectlpo) a paftir de mues-
tras de süelo.

El objetivo de este tmbajo fue desanollar
un método lutinario de rl iagnóstico para la
detecciól e identificación de especies de
Armillariq eD srelos gallegos, utilizando los
cobadorcs dcscritos por LocHr,rAN ¿¡ 41.
(2004) para la ampliflcación del ADN fún-
gico.

M,q.TERI,{I, Y MÉTODOS

La detección y amplificación del ADN
[úr'gico cJe Annillar¿ en suclos infestados sc
ha basado cn el protocolo ProPuesto por
LocHM^N et al. (2004) con nodificaciones
en las diferentes etapas del proceso qtle se
dctallan a con(inuación: así para la obtcnción
rlel ADN se ha variarlo el kit de extraeci¡in;
en la etapa de amplificació¡r se han utilizado
las "PuReTaq Ready-To-CorN PCR Beads"
(Amcrsham-Pharmacia) y para analizar cl
polimorlisrno üe 1a longitud.le los fragmen-
tos de restricción (RFLP) se llevaron a cabo
electroforesis en gel de agarosa.

Figura 2 Cucrpos dc früctificoción de
Anrilhria nellea sohre c^sr:¡¡,o-

Figura l. Micelio caructeríslico del génem A,rri¡I¿li¿¡
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Cuadro l. Código, procedencia y cullivo de fodas las
mueslras de suelo utilizadas

rtSoorlrfl PR.CEITEN.A

664

126
'744

'719

'7',7 |
'7 72
'7',l3

'7',l5

'7',|6

717

825

826
827

828

8',76
8',71

8 8 1

884

Extracción de ADN
Para cada muestra de suelo, la extracción

de ADN de Arnillaria se llevó a cabo en
clos submuestras de 250 mg siguiendo el
protocolo del kit comercial "PorverSoilrir
DNA Isolation" (MO BIO Laboratories.
lnc.). Cada submuestra se introduio en un
tu6o PowerBead del kit para romper las
cé1u1as lúng icas .  La  l i s is  ce lu la l  re  cons i -
gue rnediante mérodos ¡necánicos y quimi-
cos. Tlas $ucesivas centl itugaciones con
diferentes reactivos del kit, el ADN genó-
rnico total se capluró en la memhrana dcl
fi l tro de ulr colunnr de centrifugilción,
postcriormcntc sc lavó y se recuperó con cl
eluyettte. conselvindose a -20'C hasm su
amplif icaci(rn.

La extlacción de ADN con el kit "Power-
Soilrrr DNA lsolation" sc l lcvó a cabo tam-
bién en Inuestras de control positivo. que
consisticron cn 250 mg de suelo csterilizado
a los que se a¡radieror 30-40 mg de nicelio
dc cuftivos p|lros dc A. gallicd, A. melleq ó
/. osfo)c¿, rnuestras de control negativo en
las quc al suelo se añadió micelio de R¿,s¿-
lliniq necalrh Prill, y muestuas de control
dc cxtracción que sólo contenían suelo este-
rilizado, Se eligil R. necatrix por la simili-
tud de su micelio y de Ia podredumbre radi-
cular que causa el rumerosas especies leño-
sas respecto a Arm¡l/arla. Todos los cultivos
fúngicos se mantenían en medio agar-malta
en la colección de la Estación Fitopatológi-
ca Do Areeiro (EFA). El suelo, para la rea-
lización de los controles, procedió de la
finca de la EFA y se esteril izó en autoclave
a 121 'C durante 30 minutos dos días con-
sccuttvos.

Amplificación de la región ITS median-
le nesled-PcR

Sc llcvti a cabo la ampliñcación dcl cspa-
ciador transcrito interno (ITS) del ADNr
obtcnido a partir dc las muestlas de suelo
mediante nested-PcR. Para la primera PCR,
ss probaron dos procedimientos diferentes
aunque con los mismos cebadores, ITSI e
ITS4 (WHrrE er ul., 1990). La secuencia de
los cebadoles se presenta en el Cuadro 2.
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Recogida de muestras de suelo
Se tomaron rnuestras de suelo (aproxinra-

ürmenLe I Kgren la pror*irnidad de hs rnrces
(entle 10-30 cm de profurdidad en el teneno)
dc 24 especies ornamentales, fn¡tales y fores-
mles que rnoslaban clorosis. decainriento y
caída dc hojas, y se consideraba que podrían
estar afectadas por podrcdumbre blanca radi-
cular causada por ArDt illaria. Tbdas las mucs-
tras se recogieron en localidades de la provin-
oia de Pontevedra. En el Cuadro | , sc indica la
localidad y la especie vegetal afectada. En el
laboratorio, se procedió a una inspecci(rn
visual del suelo, que permitió detectar la pre-
sencir de micelio y/o rizomoíos en seis
mucstÉs. Posteriormente todas las mugst¡as
se almacenaron a 4'C hasta su andlisis.
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C ildr(' L Sccucncia dc los ccL,üdoms utili¿ados

CEBADOR SECUENCJA (5.- ] .)
' IAMANO (n" dc hascs)

l'IS de Ann¡lln a

f t s I

ITS4

 R I

AR2

'r( 'c( i IAGGTGAAC(i l{x\ i( ;

TCCTCCCCTTATTOATATCC

CTCACCTGTTAAAGCCTATGTGC

AA(;C t( iAArc(ir rc lA(iAAAail lAA

l 9

?0

23

En el prirnel procedimierto, se innodujo
en un tubo Eppondorf 1¡i l dcl ADN aislado,
0,3,ri l  de cada cebador (10 7rM) y Ltna bolita
"PuReTaq Ready To-Go111 PCR Beads"
(Amcrsham-Pharmacia), completando coD
agua pura hasta un volumen final de 25 ¡1.

En cl scgundo proccdimicnto. sc siguií) cl
protocolo descrito por Locltlutl l  el c/.
(2004). I-a Drezcla de PCR cnnsistió en | ¡l
dcl ADN aislado, l0 mM TLis-HCl (pH 8,3).
50 mM KCl, 1,5 mM MgCl2, 200 ¡iM dNTP,
20 nM clc cada ccbador, 1,5 U dc Taq DNA
polymerase (Bioline). y agua pura hasta un
volumen final de 25 ¡d.

En ambos procedimieotos, la amplifica-
ción se lealizó en un termociclador "PCR
Exprz,s:s" (Thormo Hybai<J) ptogramado con
las condiciones propuestas por LocHMAN el
al. (?C/J'4): clesnatutalización inicial a 94 'C

dlrrantc 150 scgundos, seguida dc 35 ciclos de
desnaturalización a 94'C durante 30 segun-
dos, anillamicnto de los ccbadorcs a 55 t
dumnte 40 seguldos, elougación a 72'C
durante 30 segundos, y una el(ntgación flnal a
T2.Cduran lc5mi l r ] tos .

En la segunda PCR, se ptobarou los dos
proeetlimicnt<ls uli l izad()s para la primcra
pero ambos con los cebadores ARI y AR2
propuestos por LoCHN.{AN et al. (2004). La
secucncia dc los cebadores se plesenta en el
Cuad lo  2 .

Para csta sogunda rcaccitin, ol primcr pro-
cedilniento se varió ligelamente: se utiliza-
ron 2 ¡d del producto de la primera amplifi-
cación,0,5 ¡M de cada cebador y una bolita
"PuReTaq Ready-To-Gorrr PCR Beads"
(PCR boads), complctando con agua hasta
ur voluuren final de 50 7d. El segundo pto-
cedimiento sc l levó a cabo dc l irrma análoga
a la primcra reacción, solo que utilizando

también 2 ¡1 dcl ptoducto dc la primera
amplificación y carnbiando el volunlen final
a 50 ¡1. Pala la arnplif icación, el ternlocicla-
clor sc programri oon los mismos palámctros
clue en la p|imera PCR, con exce¡rción del
anillanriento dc ccbadores que sc rcalizó a
ó0'C y la elongación final a 7 minutos.

Los productos de la primera y segunda
PCR sc visualizaron mcdianLc clccttoli)rcsis
en gel de agarosa, Se cargalon 5li l  del pro-
ducto ampliflcado de cada muestra cotr 2 7il
dc Lampón de carga (4 g/ml de sacarosa y
0,25 g/ml de azul cle bromofenol) en un gel
dc agarosa al 2 ú/r, (p/v) sumcrgido cn tampón
0,5x TBE (Tris-l lCl 0,89 M, ácido bórico
0,89 M y EDTA 0,02 M, pH 8,4). En cada
prueba se uti l izó un control negÍlt ivo y url
nlarcador de 100 Pates de bases (Pb) lrasta
2642 pb (MXIV, Rochc Diagnostics). La
electroforesis se lealizó a 120 voltios dLuan-
te 50 minutos. l-os geles se tiñe()n con bro-
muro de etidio (0,5 pgÁnl) y se obserYaron
coll ül1 tralsiluminador de luz ult]-írvioleta.

RF LP
Siguiendo el nrótodo de LOCHMAN ef r¡1-

(2004), los productos no purif icados cle la
segunda arnpli l icación fueron digeridos con
las endonuclcas¿rs dc rcstricci(in H¡td.t y
Máo I (Fermeltas@) para analizat el poli-
molfismo de lu longitud de los l lagn'tcnk)s
dc restricción, Las mezclas de restl icción se
plepararon con 20 ¡i l de cada Ploducto
amplif icado y 4 unidadcs de la cnzima Mbo
I u 8 unidades de la enzima Hin[ I, y se
incubaron a 3? 'C durante 12 horas. Sc
Ilevó a cabo la electroforesis en utt gel de
agarosa al 3 a/o a 100 voltios durante 80
minutos. Para la cstimación del tamaño de
las bandas, se cargó en el gel ur marcadot
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Cuadro 3 Tamaño dc los productos de {mDlificación obtenldos con los cebsdo¡cs ITS1/ITS4 y AR1/ÁR2, en los
custro controles v en cada una d€ las mu€stfas de suelo,

TAMAÑOS DE AMPL¡FICACIóN (nb)

CÓDICO MUESI'RA ITS I/ITS4 ARl/AR2 RESUUTADO

215

Control positivo I

Control positivo 2

Conkol positivo 3

Contrcl negativo I

664

126
'744

'7 t9

711
't't2

771

174

775

7',76

111

825

82ó

82?

828

876

8',t'7

88 r

884

885

886

895

905

906

A. Ballica

Rose inia neca¡rix

negativo

negativo

A. eallica

negativo

negativo

A. melko

negatrvo

A. gallica

882

868

870

'724

' | rl
7 t3

124

724
'724

724
'124

124

724
'724

'724

7ll
'724

7U

't24

724
'tu

' t  11

124

724

882

882

882

882

882

882

882

882

882

E68

882

882

882

882

882

868

882

882

Cuadro 4. 'lbmaño d€ las ampliflc¡ciones con 106 ccb¡dorcs de ITS y AR y tamaño de los f¡agmentos de resfric-
ción obtenidos con las end.ñas HinÍly Mbol,cn €l ¿rrbajo de Lochm.n el4l.lzm4),

MUESTRA

TAMAÑO AMPLIFICACIONES
(pb) ITS/AR

FRAGMENTOS DE RESTRICCIóN (Pb)

Hit{ | Mbo I

A, Bollidl

401 ,159 ,  148

294,22'1,69,63,43

294,228,'15 , 69 ,31

293, t12, ts,6E,56,3l

293 ,227 , t32, 43

295. r29,125,93,32

235,215, t49, t25
n1,222,2 t4
351,222,131

490,221
27'7,222.2t4
223,216, 126

882t',724

8ó8/7t I

8'tot7 t3

868t? | \

868/7t I

847/69n
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coDtroles v Gn cáda una de las muestras dc sllelo

I .RA(;MEN'IOS DE (po

Cuadro 5 Tarnaño de los fragmentos de restricción obt€Didos con las enzinas Hítíl y Mbo l, en los cr¡atro

CÓDICO MUESTRA Mbo I RESULTADO

Conf|ol positivo I
(inrtrol positivo 2

Co¡rLrol posilivo 3

Conlrol negatilo I

'7 41

171
't'72

7'73

174
'7-t5

't'7'7

ll25

826

82',7
It76

881

884
88s

895

905
906

401 ,  l - 59 ,  148

294 .22',7 , 69 , 63 . 43

294.228. ' ts.69.3|

40 t .  t 59 .  148

401  .  I 59 ,  148

401 .  159 ,  148

40 l .  159 .  I 4 l l

4 0 t . 1 5 9 ,  1 4 8

401 ,  t 59 ,  148

40 r .  t 5q ,  r 48

40 t .  t 59 .  148

40 t .  t 59 ,  148

294 ,221 .6q .63 ,43

401 .  r 59 .  148

4 0 1 . 1 5 9 ,  1 4 8

401 .  t 59 .  r 48

401 .  r 59 .  148

401  ,  t 59 ,  148

401 ,  t 59 .  r 48

294.22',7.69.63.43
,r0l,  r59, 148

40 t ,  I 59 .  r 48

235 ,215 ,  149 ,  l 2 - s

27 ' , 7 ,222 .214

)5 t . 222 .11 ' , 7

235 ,215 ,  149 .  125

235.2t5, )49. 125

235 .2  t 5 ,  r 49 .  125

235.2t5. t49. t25

235 ,215 ,  149 ,  |  25

235 ,  21 -5 ,  r 49 .  125

2 3 5 , 2 r 5 , 1 4 9 .  1 2 5

235,215. t19, t25

215 .215 .  r 49 .  125

2',71 . 222 , 2t 4

235 ,215 .  149 ,  125

235 ,  2 r . 5 ,  r 49 ,  125

235 .215 .  149 .  125

235 .215 .  149 .  125

215,215. t49, 125

235.215, t49, 125

2'7',7.222,2t4

235 .2 r5 ,  r 49 ,  125

235.215. t49, t25

Ros¿lli,tiú n?.a i!

de 50 pb hasta 20(X) pb (Hypelladder II,
tsioline). El gel se tiñó con bromu[o de eti-
dio y se visualizó en el transiluminador de
luz ültlavioleta, La irnagen del gel se captu-
ró cQrr un sistema tlc fbtodocumcnlación y
el tamaño de bandas se analizó con el soft-
ware l-D Manager (TDI, MadrirJ). I-a it len-
tif icación de las especies de Arnti l lqria se
basó en la comparaciírn del tamaño de los
fragmentos digeridos con los publicados
por LoCHMAN ¿t al. (2004)-

Secuenciltción
Para validar los resultaclos de identifica-

ción dc cspecics lc Arúlillsri¿t madiarLc
nested-PcR y RFLP, se secuerció el ADN
de cinco muestras dc suckt cstudiadas (clc-
gidas al azar) y de las tres muestras de con-

trol positivo (suclo cstcri l izado + A. mcllcu,
A. gallica ó A. ostoure). El producto de
amplif icaciírn sc purif icri con cl kit "High
Pure PCR Product Purification" (Roclle
Diagno:'t ic). Ll reacción dc sccuencinción
consistió en l5 pl del amplicón purif icado,2

Lrl dc tcrminador marcado (Big Dye@ 1'er'
rninator V3,l Cycle Sequencing Kit,
Applicd Biosystems ),3 FL de tampón de
secuerciación 5x (400 mM Tris-HCl pH 9.0
y l0 mM MgCl) y 0,32 ¡-rl de cada cebador
(20 UM) ARI ó AR2 (un solo cebador por
cada reacción). Los ciclos de temPeraturas
en el termociclador fueron: un tninuto a 96

"C y 25 ciclos de 96'C durante 10 segundos,
50'C durunte 5 segundos, y finalmente 60
oC durante 4 minutos. Para eliminar conta-
lninantes, la reacción de secuenciación se
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l.igura 3 (iel dc agarosa al 2% nostfando el
Ifügmcn() de ADN umplificüdo con los ceba¡lores

,4Rl y AR2 de los controles positivos: ̂  rrr¡¿,,},¿¡e (l).
A. Ballic1 (2\ y A. Mcllea (3), ), del control negativo:

Ros¿llinia ,tccot t bt 14) M: marcador XIV de 100
hastr 2642 pb.

precipitó con etanol. El precipitado se resus-
pcnd¡ó cn fbrmamida'Hi-DirM"(Applied
Biosystems). Tms ser sometido a una desna-
tural¡zac¡¿)n a 94'C durante 3 minutos, el
ADN xmplif ic¡do se cargó en un secuencia-
tlor ABI PRISMTM 3 l0 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems). Las secuencias obte-
n idas  sc  ana l i zaron  üon e l  Sequene ing
Annlysis 5.1 y rnediante el programa de ali-
n¡¡amicnto BLAST, de acceso libre en Inter-
net, se compararon las secuencias de las
mucstras con las que existen en el Gen-Bank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

La detección y amplificación del ADN
fúngico <le Armíllaria en suelos infbstados se
consiguió utilizando el protocolo de amplifi-
cación sccuencial o nested-PcR. El mayor'
problema para la caracterización molecular
dc )os hongos patógenos que infestan suelos
es disponer de ün método de extracción que
r.1ó lugar a un ADN de calidad ya que los sue-
los contieren una elevada cantidad de ácidos
húmicos que son inhibidores de la PCR
(TsAr y OLsoN, 1991). Los resultados obte-

l,rguro 4 Cel de ngarosa al 2% mostr¿ndo el
fr¿rgmento de ADN ámFlilicado con los cebadores

^Rl y AR2 eD las muestr¡s;  825 (  I  y  2) ,826 (3 y 4) ,
827 (5 y 6) ,  828 {7 y 8) ,  876 (9 y l0) ,  conuol  dc

cxtracción ( ll). control nc8atrvo dc ampliñcac¡ón
( l2). control positrvo A. ¿v¿t'¿¡¿ (l3) y conlrol

nelati\o Rose inia neca¡¡r.r (14). M: rnarcador XIV
de 100 hasra 2642 pb

nidos cr¡n cl kit "PowcrSoilTMDNA lsola-
tion" (MO BIO Laboratories) indican su
conveniencia para la extracción eficaz de
ADN ¡le Arwillaría, a partir de las mucstlas
dc suclo: si bicn los rcsulLados son óptimos,
se analiza solo 0,5 g de suelo por ¡nuestla
pol lo que sería conveniente probar algún kit
que permita trabajar con una cantidad dc tic-

a más feprcscntativa.
La amplificación tanto con las PCR beads

como cor la mezcla de reacción dió resulta-
dos satisfactorios similares. Sin cmbargo
nucstra experiencia apoya el uso de las PCR
beads por su mpidez y comodidad de trabajo.

De las 24 muestras analizadas, 5 de ellas
no mostraron banda de amplificación, por lo
que se determinaron como negativas para
Arntillariq, Dos presentaban una barda de
arnplif,rcación de 864 pb en la primera PCR
y dc 711 pb en la scgunda (para cada sub-
muestra) y las 17 restantes presentaron un
tamaño de amplificación de 882 pb en la pri-
nrera PCR y de 724 pb en la segunda para
cada una dc las submucstras (Cuadro 3), Al
comparar los tamaños de bandas obtenidos
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en las dos amplificaciones con los publica-
dos por Locutr,Ir.tt el al. (2004), se contprobó
quc cn cl primer caso las muestras se corres-
pondían con A. gallica y cl scgunde con A.
mellett (Cuadro 4). En ningún experitnenlo
se obtuvo amplificación cn ¡os controles
negativos.

Los fragmentos de ADN obtenidos en la
nested- PCR (Figulas 3 y 4) ilportaron infor-
mación para la identificación pcro no pudo
ser utilizada como método rutinario de diag-
nóstico porque la similitLrd dcl tamaño de las
bandas cntrc las cspecies no permite su dis-
criminación de for¡na fiablc. Fuc ncccsarlo
hacer digcstioncs y analizar los frag¡nentos
de restricción para la obtención dc diagnós-
ticos concluycntcs.

El tamaño de los fragmentos dc rcstric-
ción de los controlcs positivos y de muestras
de suelo, obtenidos por la digestión con las
enzimas endonuclcasas Hi¿J I y Mbo 1, se
muestran en el Cuadro 5. En total se rcaliza-
ron 19 digestioncs de las muesÍas y una
digesti(rn por cada control positivo utiliza-
do. De las 19, dos dc cllas presentaLtan un
patrón de bandas de ADN de 294, 22'1 , 69 ,
63 , 43 pb con H inf I y 27'7 ,222,214 pb cor
Mbo I conespondiéndose cort lo publicado
por LocnMAN el ul. (2OO4) para A. gallica y
las 17 rcstantes pertenecen a A. melleu c|a-
ramente diferenciadas dcl rcsto, por uII
patr(in dc bandas oaracterístico: 401, 159,
148 pb fragmentos digeridos con llial I y
235,215, 149, 125 con Mbo L Paralelamen-
te, ell tues de las muestras sstudiadas (726,
881 y 884) además del suelo tanbién se ana-
Iizó malerial vegetal sintomático, con pre-
sencia dc micelio blanco en el sistema ¡adi-
cular, mediante la técnica PCR-RFLP
(MANSTLLA ¿t ¿?1.,2000)l en los tres casos el
resultado fue A. n¿llea, lo que confirm(r krs
resultados de suclo. En ninguna de las
muestras natulales se encontró A. ostoyae
pero se obtuvo su patrón de bandas cores-
pondiente en el corttrol positivo con unos
fragmentos de 294,228,'75,69,31 pb en la
primera digestión corL Hinfl y 351 ,222.131
para la segunda con Mbo L Los fragmentos
de restricción de los conftoles positivos (4.

nellea, A. gall ica y A. orfo)oe) digeridos
con HilfI y separados en un gel se mucstran
en la Figura 5. A Ia vista dc I()s rcsultados,
la espccic más cxtcndida en los suelos ana-
lizados fue A. nellea en un porcentaje del
70ol0, Resultados similarcs encucnLran
AcuÍN ?/ a¡. (2004b) cn mucstras analizadas
cn cl norocste de España indicando que la
especie rrás frecuente es A, uellea (11%') y
que causa sintomatología cn arbustos oma-
mentalcs, kiwi, viña, árboles trutales y át'bo-
les de hoja ancha. En el l6% de las muestras
analizadas se detectó A. gull ica, cuya prc-
sencia fue ya publicada cn Galicia, aunque
con baja ineidencia, en orn¡rnlenlaler. coní-
feras, árboles frutales, árboles de hoja ancha
y viña (AcuÍN et q|.,2004b).

La comparacirin dc las sccuencias de las
mucstras estudiadas cor las secuencias
depositadas en el Gen-Bauk dió valores de
similitud entre un 92-99%. Así, al contra$tar
la secucncia obtcnida con el fragmento de
ADN amplif icado de la muestra 876 con las
secuencias tlepositadas en el Gen-Bank, este
rnostró un 99% (lc simil iLud con la fcgion
ITS dcl ADN ribosómico de Armillaria
mellea,en donde ele los 539 lucleótidos ana-
lizados,536 se coriespondían con la secllcn-
cia del Cen Bank y solo 3 oran difcronles.

Figura 5 Gel de agarosu ¿l 3% mostrando los
ffagme¡tos de digeslión del ADN arnplificado, con la

cnzina H/,1I  en los cor) t ro les posi l ivos:  ^  , re l le¿¿ ( l ) ,
A.  Bal l (a (2)  y A.  os¡o\a¿ (  3) .  M: marcador

Hyperladder Il de -50 hasra 2(XX) Pb.
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Las ¡ruesfras 172.775, 826 y tl l t5, tambión
elegidas al azar y sccucnciadas apollaron
rcsultados simifares ertre 92-97c/c de sinili-
tud. En los contloles positivos, A. mellea
nluestr¡ un 99% de similiLud on los 628
nucleótidos analiz,ados nrientras que A, Sall i
ta y A. ostol'ae presentan rn 927o. Estos
resultados de secuenciación corroboran las
iclentificacioncs conscguidas untcrionnente
por ncsLcd-PC'R y RFLP.

CONCLUSIONDS

Los ¡esult¿dos obtenidos colfirman que
el procedimiento uti l izado puedc ser cmplc-
ado como ¡nétodo cficaz dc diagnóstico
rutinario dc las cspecies de Arnil lariq a
partir de r]luestras de suelo, si|t oecesidad
de aislar el hougo ni obselvar proscncia de
estructuras fúngicas (micc1io, t izomolfos.
ctc-) cn las mucstras. La rripida extlacción
de ADN con el kit comercial "Powcr'

SoiITMDNA lsolation", Ia fÍci l amplif ica-
ción usando "PuReTaq Ready-To-Corñl
PCR Beads' y el análisis de lragmcntos dc
restricción cn gclcs dc agarosa, hacen posi-
ble una detecciór) e idertif icaciór efectiva
de especies de Armillarit{,

Esta metodología petrnilc un diagnóstico
Lomprano y (iptinro, previo a l l apatición de
plantas sintomíticas, para conocer el grado
de infestación clel terreno por ol hongo y
poder aplicar las mcdidas prcvcntjvas nece-
sarias para rcclucir la incidencia de la elfer-
rnedad causada por ArrniLleris,

A pesar cle haberenconhado una bucna téc-
nica para la cxtracción de ADN directanelte
de) suelo y huber logrado la írmplificación. se
valora la necesidad de obtencr los mismos
resultados particndo dc una may(n canlidad de
suclo. El prírxinro paso en esta línea de inves-
tigación es eválual otras rnetodologías de
exh"cción que pemitan trabajar con una can-
tidad mis rcprcsontativa de muestra.

ABSTRACT

DscoF¡r CRrlspo P E.O AoLíi\ CArjAL.J P \,lANsrLL^ VÁzouEz. 1006 Detection
¡nd ldenliñcation wilh moleculaf lcch|liqrEs of species ol-lhe genus .,1,r¿il/r" ¿' f'uu soil
snnples Bol  Stn Vs Pkryas.3z:2l l -240.

ln the prcscnl  wofk Arr¡11df¿l  species were ident i f ied ! ¡k ing soi l  sanrplcs wi thout
isol¿rring lrnd cültivaling thc myccliunr on ¡ plilte DNA was exLürcted from 250 nrg of
soi l  an the ITS region oi  the rD\A lvns i rmpl i f led ls ing Nes¡ed-PCR with extern l  pr i -
| n c r s l T S l a n d I T S 2 a o d r n L e m ¿ l p r i m e r s A R l ¡ n d A R 2 . P r o d  c t s o b l a i n e d w e r e ¡ n ¿ r l y
scd by RFLP Lrsing tlrc restrict¡on e||zyr¡rcs ./1¡r¡ifI and M/rrl l. thu\ obta¡ning lragmcnts
of differcnt nrolcclrlAr wcighr. This nrerlrod allo\-|s the discrrmin¿lion among h ¡ilkuil
spccies using bund pattcrns spccif'rc fbr cach species. The 70% of the an¿lyzed sanrples
correspondsto, l . r rs l /¿¿lrrhel69.corfcsporrdstoA.8¿¿// i .¿,ar ld lhel4%olthes¡rnples
docs DDt pr esent ,4/-rr r //¿r¡ ür infecLurr.

I{e-\ words: Aütiltuia n?Llea, Amt¡ll ti! Kllic!, nested-PCR. Rl'L¿ soil
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