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Adaptacion de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
para la identificacion de especies Armillaria en Galicia.

PEDRO MANSILLA VAZQUEZ? OLGA AGUIN CASAL ', ADELA ABELLEIRA ARGIBAY', M2 JESUS SAINZ OsES?

Resumen: En este trabajo se presentan los resultados obtenidos al aplicar distintos
métodos, basados en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y el analisis de frag-
mentos de restriccion (RFLP), para la identificacion de especies de Armillaria en mues-
tras sintomaticas de diferentes cultivos en Galicia. De las metodologias ensayadas para
la obtencién de ADNr amplificado, la mejor, desde el punto de vista econémico y de
eficacia, consistio en la extraccién del ADNr con un kit comercial, seguido por la
amplificacién del ADN extraido usando las bolitas “Ready to Go PCR beads” . El
ADNr amplificado se cort6 con las enzimas Alul, Ndel y Bsml, consiguiéndose, en un
dia, la determinaci6n de las especies de Armillaria a partir de diferentes estructuras del
hongo: esporas, micelio sobre planta, micelio en cultivo y rizomorfos. En las muestras
analizadas, se confirmo la presencia de tres especies, dos de caracter altamente patoge-
no: Armillaria mellea y Armillaria ostoyae, y otra con caracter saprofito o parésito de
debilidad: Armillaria gallica.
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INTRODUCCION

Actualmente se incluyen en el género de
hongos basidiomicetos Armillaria (Fr.: Fr.)
Staude unas cuarenta especies, que estan dis-
tribuidas por todo el mundo (Watling et al.,
1991). En Europa se han descrito siete. Cin-
co de ellas tienen anillo en su cuerpo fructife-
ro: A. mellea (Vahl:Fr.) Kummer sensu stric-
to, A. borealis Marxmiiller y Korhonen, A.
cepistipes Velenovsky, A. ostoyae (Romag-
nesi) Herink, 4. gallica Marxmiiller y
Romagnesi; y las otras dos carecen de anillo:
A. tabescens (Scopoli:Fries) Emel y 4. ecty-
pa (Fries) Lamoure.

Armillaria mellea y Armillaria ostoyae se
consideran altamente patégenas mientras
que el resto de las especies europeas se defi-
nen como parasitos de debilidad o saprofitos
(Rishbeth, 1982; Roll-Hansen, 1985;
Legrand y Guillaumin, 1993; Termorshuizen
y Arnolds, 1994). Las especies patogenas

causan una enfermedad que afecta al sistema
radicular de un amplio nimero de hospeda-
dores que se conoce, de manera comun,
como podredumbre blanca de la raiz (Fig. 1).

Para poder efectuar medidas de control
razonables y eficaces que puedan minimizar
o reducir los dafios ocasionados por esta
enfermedad, es necesario efectuar una identi-
ficacion rapida del hongo. Desafortunada-
mente, la diferenciacion de las especies de
Armillaria por métodos tradicionales, tanto
en campo como en laboratorio, plantea
muchas dificultades ya que se basa en carac-
teristicas morfoldgicas del micelio, de los
rizomorfos y de los cuerpos fructiferos que
apenas varian entre especies o son dificiles
de apreciar (Guillaumin y Berthelay, 1981).
Se han desarrollado distintos métodos para
poder realizar una determinacion eficaz en
pocos dias. El mas utilizado ha sido el méto-
do de compatibilidad (Korhonen, 1978; Gui-
llaumin y Berthelay, 1981), en el que el aisla-
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Figura 1: Podredumbre blanca de la raiz
provocada por Armillaria ostoyae en una
muestra de Pinus sp.

miento fungico, que se quiere identificar, se
enfrenta con cepas haploides conocidas de
Armillaria, pero también se han propuesto
métodos serolégicos y electroforéticos
(Lung-Escarmant et al., 1985), la técnica
ELISA (Priestley et al., 1994) o la utilizacion
de perfiles enzimaticos (Bragaloni et al.,
1997). Sin embargo, la mayoria de estos
métodos presentan limitaciones que desa-
consejan su utilizacion en los laboratorios de
diagnéstico. Asi, el método de compatibili-
dad, que se esta utilizando en la mayoria de
los laboratorios, requiere que el micelio del
hongo tenga que estar aislado en un medio de
cultivo y, ademas, tarda entre 4 y 5 sermanas
en proporcionar resultados, que, en muchos
casos, son ambiguos y subjetivos (Harring-
ton y Wingfield, 1995).

El desarrollo de la técnica PCR (reaccion
en cadena de la polimerasa) en 1986 permi-

Figura 2: Basidiocarpos o setas de Armillaria
ostoyae.

tié amplificar de forma exponencial
secuencias de ADN especificas por sintesis
“in vitro”. La adaptacion de esta metodolo-
gia ha supuesto un enorme avance en el
campo de la sistematica de hongos, facili-
tando la deteccién y determinacion de espe-
cies fingicas en un tiempo muy reducido en
comparacién con los métodos existentes
hasta ese momento (Henson y French,
1993; Edel, 1998).

La publicacién por Anderson y Stasovski
(1992) de la secuencia de la region intergé-
nica (IGS) del ADN ribosomal (ADNTr) para
la mayor parte de las especies de Armillaria
situadas en el hemisferio norte facilito la
puesta a punto de la técnica PCR, en combi-
nacion con el andlisis de fragmentos de res-
triccion (RFLP), para la diferenciacién de
especies tanto europeas como americanas
(Harrington y Wingfield, 1995; Baur et al,
1997). Esta diferenciacién mediante PCR
se ha realizado principalmente sobre mice-
lio cultivado en placa de especies previa-
mente identificadas por otros métodos. Sin
embargo, seria importante desarrollar estas
técnicas para el diagnéstico rapido de Armi-
llaria en material recogido en campo.

El objetivo de este trabajo fue adaptar y
aplicar la técnica PCR-RFLP para la detec-
cion e identificacion de especies de Armi-
llaria en muestras sintomaticas de diferen-
tes cultivos en Galicia.
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MATERIAL Y METODOS

Se analizaron treinta muestras, que mos-
traban sintomas de podredumbre blanca de la
raiz, procedentes de un amplio rango de
especies hospedadoras (ornamentales, fruta-
les, coniferas, frondosas y vid). Parte de las
muestras procedian de consultas recibidas en
nuestro laboratorio y el resto de muestreos
realizados en diversas zonas de Galicia. Se

incluyeron ademds dos controles haploides,
uno de A. mellea 'y otro de A. gallica, facilita-
dos por el Dr. Jean Jacques Guillaumin
(INRA, Clermont-Ferrand, Francia). Para el
analisis, y dependiendo de las caracteristicas
de cada muestra, se utilizaron distintas fuen-
tes de material fingico: esporas (Fig. 2),
rizomorfos sobre las raices (Fig. 3), micelio
en corteza o micelio en placa. El micelio en

Cuadro 1. Cédigo, especie hospedadora, procedencia y origen del material fingico
de las muestras estudiadas.

Codigo Especie hospedadora Procedencia Material fiingico
E198 Evonymus japonica Pontevedra esporas
M198 Malus domestica Pontevedra esporas
R198 Robinia pseudoacacia Allariz (Orense) esporas
Al99 Acacia sp. Pontevedra esporas
R63399 Quercus robur La Corufia esporas
M298 Magnolia grandiflora Lourizan (Pontevedra) esporas
P198 Pinus pinaster’ Pontevedra esporas
V198 Vitis sp. Cambados (Pontevedra) rizomorfos
T25699 Thuja sp. Pontevedra rizomorfos
R60199 Robinia pseudoacacia Vigo (Pontevedra) rizomorfos
A60199 Acer pseudoplatanus Vigo (Pontevedra) rizomorfos
A601299 Acacia melanoxylum Vigo (Pontevedra) micelio en placa
V1499 Vitis sp. Cambados (Pontevedra) micelio en placa
V1796 Vitis sp. Arbo (Pontevedra) micelio en placa
V295 Vitis sp. Cambados (Pontevedra) micelio en placa
V3699 Vitis sp. Meis (Pontevedra) micelio en placa
V61898 Vitis sp. Cambados (Pontevedra micelio en placa
P53199 Pinus pinaster Lugo micelio en placa
V2849 Vitis sp. Puenteareas (Pontevedra) micelio en placa
P43799 Pinus sp. Esgos (Orense) micelio en placa
H57099 Hydrangea sp. Poio (Pontevedra) micelio en corteza
V17699 Vitis sp. Orense micelio en corteza
V56598 Vitis sp. Celanova (Orense) micelio en corteza
VR98 Vitis sp. Pontevedra micelio en corteza
V22799 Vitis sp. Crecente (Pontevedra) micelio en corteza
V31599 Vitis sp. Salvaterra do Mifio (Pontevedra)  micelio en corteza
V7199 Vitis sp. Villagarcia (Pontevedra) micelio en corteza
C20399 Prunus domestica Lourizan (Pontevedra) micelio en corteza
P53199 Pinus pinaster Lugo micelio en corteza
K46999 Actinidia deliciosa Porrifio (Pontevedra) micelio en corteza
DS Control haploide 4. mellea Francia micelio en placa
E6 Control haploide 4. gallica Francia micelio en placa
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Figura 3: Rizomorfos de Armillaria mellea sobre
las raices de una muestra de Actinidia deliciosa

placa (Fig. 4 y 5) se obtuvo para nueve de las
treinta muestras estudiadas, cultivando frag-
mentos de material vegetal colonizado o
micelio subcortical sobre el medio de cultivo
selectivo BDS (Worral, 1991) o el general
AM (1.5% agar, 2% extracto de malta). La
procedencia y cédigo de las muestras, espe-
cie hospedadora y origen del material fungi-
co se muestran en el cuadro 1.

La amplificacion del ADNr fungico de
cada muestra para el analisis PCR-RFLP se
llevé a cabo, de forma paralela, mediante dos
procedimientos: sin o con extraccion previa
del ADN. En ambas técnicas, se utilizaron
como cebadores dos oligonucledtidos, reco-
mendados por Anderson y Stasovski (1992)
para Armillaria, sintetizados por Perkin-
Elmer (Madrid): LR12R y O-1. La secuencia
del cebador LRI12R es 5'-CTGA-
ACGCCTCTAAGTCAGAA-3" (Veldman et
al., 1981) y la de O-1 5'-AGTCC-
TATGGCCGTGGAT-3" (Duchesne y Ander-
son, 1990).

Para la PCR en la que no se realiz6 extrac-
cién previa del ADN, con la punta de una
pipeta estéril se raspé la superficie bien del
micelio que crecia en medio BDS o en AM,
bien del micelio situado entre la corteza y la
madera de una planta infectada, de esporas o
de fragmentos de rizomorfos (segin la mues-

tra). El material fingico, asi obtenido, se
introdujo en un tubo Eppendorf estéril al que
previamente se habian afiadido los siguientes
componentes para llevar a cabo la reaccion
en un volumen final de 100 pl: 2 pl de cada
dNTP 0,2 mM, 10 pl del tampdn 10x PCR, 1
ul de cada cebador (0,1-1 mM), 0,5 pl de Taq
polimerasa (2,5 U/100 pul) y 16 ul Cl, Mg 4
mM (GeneAmp® PCR Core Reagents, Per-
kin Elmer), completando con agua (Water-
ohm, Sigma Chemical). Se afiadieron tam-
bién unas gotas de aceite mineral (Sigma
Chemical) para evitar la evaporacion a tem-
peraturas altas.

Para la PCR con obtencion previa del
ADN, la extraccion se realizo a partir de dife-
rentes estructuras fiingicas (esporas, micelio
sobre planta, micelio en cultivo y rizomorfos)
aisladas de las muestras, siguiendo el protoco-
lo corto estandar del kit “EZNA fungal DNA
miniprep” (Omega Biotek) pero sin afiadir
RNasa ni mercaptoetanol (Martin y Torres,
1998). En un tubo Eppendorf estéril, se pesa-
ron entre 10-40 mg de la muestra fiingica
correspondiente que se centrifugaron sucesi-
vamente con los diferentes tampones del kit.
El sobrenadante obtenido se pasé a una
columna Hibind DNA que se centrifugd a
16000 rpm. Tras la centrifugacion, se afiadie-
ron a la columna 100 microlitros de agua a
65°C y se centrifugé de nuevo para recoger el
ADN. Se obtiene asi una solucién de 100 pl

Figura 4: Micelio de Armillaria mellea en el
medio de cultivo BDS.
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Figura 5: Vision posterior del crecimiento del
micelio en el medio de cultivo BDS de las tres
especies detectadas en las muestras analizadas:
Armillaria mellea (parte superior), Armillaria
gallica (parte inferior derecha) y Armillaria
ostoyae (parte inferior izquierda).

que contiene entre 2-10 ng de ADN, que se
utiliza como ADN molde para la amplifica-
cién. Un microlitro de la solucién se introdujo
en un tubo Eppendorf que contenia una bolita
“Ready to Go PCR beads” (Amersham-Phar-
macia) y 0,5 pl de cada cebador (10 pmol/pl),
completando con agua hasta un volumen final
de 25 pl. Las bolitas “PCR beads” incluyen
todos los reactivos necesarios para la reaccion
menos los cebadores y el agua. Al igual que en
el procedimiento anterior, se afiadieron unas
gotas de aceite mineral para evitar la evapora-
cion a temperaturas altas.

En cada prueba se incorporé un control
negativo (sin ADN) para comprobar la
ausencia de contaminacion en el proceso de
amplificacion.

Ademas de estos dos procedimientos para
la amplificacion del ADN, se hicieron com-
binaciones de ambas técnicas con la finali-
dad de encontrar el sistema mas efectivo y
econémicamente mas rentable. Se probo el
proceso sin extraccion previa del ADN pero
incorporando las bolitas “Ready to Go PCR
beads”, asi como el proceso de extraccion de
ADN con el kit “GeneAmp® PCR Core Rea-
gents” (Perkin- Elmer).

Una vez preparado el ADN para la ampli-
ficacion, tanto por los dos procedimientos
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Figura 6: a) Gel de agarosa mostrando ADNr
amplificado de Armillaria sp. obtenido usando
los cebadores LR12R y O-1, sin extraccion pre-
via del ADN en 10 de las muestras estudiadas.
Calle 1: control sin ADN, M= marcador de 100
pb. b) Gel de agarosa mostrando ADNr amplifi-
cado de Armillaria sp. con extraccién previa del
ADN en 7 de las muestras estudiadas. Calle 8:

control sin ADN, M=marcador de 100pb

descritos como por sus combinaciones, la
técnica de anélisis PCR-RFLP se hace
comun para todos ellos.

Para las amplificaciones de PCR, se utilizé
un termociclador Mastercycler Personal
(Eppendorf) con las condiciones propuestas
por Harrington y Wingfield (1995) y modifi-
cadas por Pérez et al. (1999): una desnatura-
lizacién inicial del ADN de 95 segundos a
95°C, seguido de 35 ciclos de 60 segundos a
60°C para el anillamiento de los cebadores,
120 segundos a 72°C para la elongacion y 60
segundos a 95°C para la desnaturalizacién de
las cadenas, finalizando con una elongacion
final durante 10 minutos a 72°C .

Los productos de PCR obtenidos se visua-
lizaron mediante electroforesis en gel de aga-
rosa. Tras eliminar el aceite, se mezclaron 10
pl del producto de la reaccion de cada mues-
tra con 2 pl del tampén de carga (40% de
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sacarosa, 0.25% de bromofenol) y se deposi-
taron en un pocillo del gel de agarosa al 2%
(p/v) en tampén 1x TBE (Tris-CIH 0,89 M,
acido borico 0,89 M y EDTA 0,02 M, pH
8.4). El gel se sumergio en una cubeta con
tampoén 1x TBE y se llevo a cabo una electro-
foresis a 100 voltios durante 30 minutos. En
cada prueba se utiliz6 un control negativo y
un marcador de 100 pb (Marcador XIV,
Roche Diagnostic).

Los geles se tifieron con bromuro de etidio
(0,5 pg/ml) y se observaron en un transilumi-
nador de luz ultravioleta.

Una vez comprobada la amplificacion, se
llevé a cabo el analisis de RFLP. El ADN se
cortd con las endonucleasas de restriccion
Alul, Ndel y Bsml (Roche Diagnostics),
siguiendo las recomendaciones de la casa
comercial. En el cuadro 2, se presentan los

tamafios de los fragmentos de restriccion pro-
ducidos por los tres enzimas sobre el fragmen-
to LR12R-O1 de distintas especies de Armi-
llaria segin Harrington y Wingfield (1995) y
Pérez et al. (1999). Con Alul, se diferencian
12 patrones RFLP distintos: patrones 1 y 2 de
A. borealis, patrones 1 y 2 de A. cepistipes,
patrones 1 y 2 de A. mellea , patrones 1 y 2 de
A. tabescens, patrones 1,2 y 3 de 4. gallicay
un patrén de 4. ostoyae. Sin embargo, 4. osto-
yae, A. cepistipes (patrén 2) y A. borealis
(patrén 1) presentan los mismos fragmentos
de restriccion (310 6 305, 200 y 135 pb). Estas
tres especies se diferencian utilizando las
enzimas Ndel y Bsml. La enzima Ndel corta
el ADN amplificado de 4. borealis y A. osto-
yae, dando lugar a dos fragmentos de 550 6
565 y 370 6 380 pb, pero no corta el ADN de
A. cepistipes. La enzima Bsml corta el ADNr

Cuadro 2. Tamafios en pares de bases de los RFLP producidos por las

endonucleasas de restriccién Alul, Ndel y Bsml sobre el fragmento LR12R-O1 de Armillaria segiin
Harrington y Wingfield (1995) y *Pérez et al. (1999).

Especie Patrén

Alul

Ndel

Bsml

1

310, 200, 135
305,200,135*

550,370
550,370*

A. borealis
2

310, 200, 104
305,200,100*

399,200, 183 .
400,200,190*

A. cepistipes

310, 200, 135
305,200,135*

A. ostoyae 1

310, 200, 135
310,200,135*

550,370
565,380*

620, 300
600,300*

490,180
320,180,155*

A. mellea

350, 155
320,155*

582,240
400,240,190*

A. gallica 2

399, 240, 183
390,230,190*

400,250,240,190*

430,240
430,240*

A. tabescens

320, 240, 100
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de A. ostoyae, dando dos fragmentos de 620 6
600 y 300 pb respectivamente, y no corta el de
las otras dos especies.

Para €] andlisis con la endonucleasa Alul,
10 pl de la reaccién de amplificacién se mez-
claron con 0,5 pl de la enzima, manteniéndo-
se la mezcla a 37°C durante 1 hora. Para el
analisis con las enzimas Ndel y Bsml, se rea-
liz6 previamente una purificacién del ADN
amplificado con el kit “High Pure PCR Pro-
duct Purification” (Roche Diagnostic),
siguiendo el protocolo estandar recomenda-
do por el fabricante. Usando los tubos “High
Pure Filter”, se mezcl6 la reaccion de ampli-
ficacién con un primer tampdn (1/5 v/v) y se
realizé una centrifugacién a 16000 rpm. Se
aplicé el tampon de lavado y se volvié a cen-
trifugar, obteniendo una solucién de 50 pl
conteniendo el ADN purificado. Diez micro-
litros de esta solucién se mezclaron con 0,5
ul de la enzima Ndel (manteniéndose a 37° C
durante 1 h) o con 0,5 pl de la enzima Bsml
(a 65° C durante 2 h.).

Los fragmentos digeridos por las tres enzi-
mas se analizaron por electroforesis a 100
voltios durante 30 minutos en gel de agarosa
al 3% sobre tamp6n 1x TBE, tefiido con bro-
muro de etidio. En cada prueba se utilizé un
control negativo y un marcador de 100 pb
(Marcador XIV, Roche Diagnostic). Las ima-
genes del gel se capturaron con cémara de
video y se archivaron en ordenador para ser
analizadas con el programa de densiometria
1D-Manager (TDI- Madrid).

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Figura 6, se muestran geles de aga-
rosa con los productos de PCR obtenidos
usando los cebadores LR12R y O-1, con y
sin extraccion previa del ADN, en varias de
las muestras estudiadas. Geles similares con
ADNr amplificado se obtuvieron para todas
las demas muestras. En los controles negati-
vos, como era de esperar, no se observo nin-
guna amplificacién. La amplificacién del
ADNr de Armillaria se consigui6 con los dos
procedimientos utilizados (sin o con extrac-

cién previa del ADN), aunque con distinta
eficacia.

El proceso sin extraccion (utilizando el kit
“GeneAmp® PCR Core Reagents” de Perkin
Elmer) present6 una alta eficacia cuando el
material flingico consisti6 en esporas y mice-
lio en placa, si bien, para garantizar el éxito
del método, fue necesario realizar entre 3 y 4
repeticiones por muestra. Esto encarece sig-
nificativamente el anélisis, que se estima en
unas 450 pts por reaccion (1350-1800 pts por
muestra). Cuando €]l ADN se amplificé de
muestras extraidas directamente de la corteza
y de los rizomorfos, el porcentaje de éxito fue
bastante inferior; lo mismo ocurrié cuando
realizamos el proceso sin extraccion pero
usando las “PCR beads”, solo que, en este
caso, el precio por reaccién se estima en tor-
no a las 250 pts.

Cuando se realiz6 la extraccién previa del
ADN con el kit “EZNA fungal DNA mini-
prep” de Omega Biotek y el kit “Gene Amp®
PCR Core Reagents” de Perkin Elmer, no
obtuvimos ningun resultado positivo. Sin
embargo, la utilizacién del kit “EZNA” con

Cuadro 3. Especies de Armillaria identificadas
mediante la técnica PCR-RFLP en las mues-
tras sintomaiticas de diferentes cultivos en
Galicia y en los controles haploides.

Especie hospedadora  Especie de Armillaria
identificada
Evonymus japonica A. mellea
Malus domestica A. mellea
Acacia sp. A. mellea
Quercus robur A. mellea
Magnolia grandiflora A. mellea
Vitis sp. A. mellea, A. gallica

Thuja sp. A. gallica
Robinia pseudoacacia A. gallica
Acer pseudoplatanus A. gallica
Pinus pinaster A. ostoyae
Pinus sp. A. ostoyae
Hydrangea sp. A. mellea
Prunus domestica A. mellea
Actinidia deliciosa A. mellea
Acacia melanoxylum A. gallica
Control haploide A. mellea A. mellea
Control haploide 4. gallica A. gallica
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Figura 7: Bandas de restriccion de aislamientos
de Armillaria sp. en ocho de las muestras estu-
diadas, tras el tratamiento con la enzima Alul y
electroforesis en gel de agarosa. Las calles 1,2, 7
y 8 se corresponden con Armillaria mellea y las
3,4, 5y 6 con Armillaria gallica. M= marcador
de 100 pb.

las “PCR beads” determiné un porcentaje
muy alto de éxito en la amplificacién utili-
zando una o dos repeticiones por muestra,
aunque en este caso el precio por reaccion se
estimd en unas 550 pts. Con esta ultima téc-
nica, la amplificacion fue satisfactoria en
todas las muestras, independientemente del
material fiingico utilizado (esporas, rizomor-
fos, micelio en planta o micelio en cultivo).

Los cebadores elegidos amplificaron un
fragmento de ADN de aproximadamente 900
pb de longitud (920 pb en el caso de 4. galli-
cay A. ostoyae, y 875 pb para A. mellea), que
se corresponde con la regién IGS situada
entre el final 3" del ARN de la subunidad
ribosomal grande y el final 5° del gen del
ARN ribosémico 5S (Harrington and Wing-
field, 1995; Baur et al, 1998; Prospero et al,
1998). La diferencia en el tamaiio del frag-
mento de ADN amplificado entre las tres
especies no es suficiente para diferenciarlas,
siendo un criterio inexacto para utilizar de
forma rutinaria en cualquier diagnostico
(Pérez et al., 1999). Es por esto que se hace
necesario complementar la técnica PCR con
el analisis RFLP.

El anélisis de la longitud de los fragmentos
de restriccion obtenidos con la enzima Alul
en las muestras en las que hubo amplifica-
cion di6 lugar a 3 patrones diferentes:

a) 320-155 pb, que se corresponde con la
especie Armillaria mellea (patrén 2),

b) 400-240-190 pb, que se corresponde
con la especie Armillaria gallica
(patrén 1).

c) 310-200-135pb, que se puede corres-
ponder con Armillaria ostoyae, Armi-
llaria borealis (patron 1) y Armillaria
cepistipes (patrén 2).

En la Fig. 7, se muestran las bandas de res-
triccién obtenidas con la enzima Alul en ocho
de las muestras estudiadas, mostrando cuatro
de ellas el patron que se corresponde con A.
mellea y las otras cuatro, el patron de A. galli-
ca. En la Fig. 8, también con la enzima Alul,
se observa el patron de A. mellea en siete
muestras mientras que una de ellas presenta el
patron c. En esta muestra y en todas las que
presentaron el patron c, se analizaron ademas
los fragmentos de restriccion obtenidos con
las enzimas Bsml y Ndel. La enzima Ndel
corto el ADN en dos fragmentos de 550 y 370
pb, mientras que con la enzima Bsml apare-
cieron dos fragmentos de 620 y 300 pb. Com-
parando nuestros resultados con los de
Harrington y Wingfield (1995) y Pérez et al.

Figura 8: Bandas de restriccion de aislamientos
de Armillaria sp. en siete de las muestras estu-
diadas, tras el tratamiento con la enzima Alul y
electroforesis en gel de agarosa. Mediante el ana-
lisis con las enzimas Ndel y Bsml, se confirmé
que el patron RFLP de la calle 4 correspondia a
Armillaria ostoyae. Las otras seis calles mues-
tran el patrén de Armillaria mellea. M= marca-
dor de 100 pb.
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(1999), confirmamos que el patrén c se
correspondia con la especie Armillaria
ostoyae. Hay que seifialar que los andlisis
RFLP realizados con la enzima BsmlI se
hicieron siempre por duplicado, alin para
cada repeticion de la muestra, ya que algu-
nas veces esta enzima no reconoce algunas
cepas de Armillaria ostoyae (Harrington
and Wingfield, 1995).

Las especies de Armillaria identificadas
en los diferentes cultivos, tras el analisis de
PCR-RFLP, se relacionan en el cuadro 3. Se
han detectado tres de las siete especies des-
critas en Europa. En la mayor parte de las
muestras analizadas, se identific6 la espe-
cie Armillaria mellea, localizada en un
amplio rango de hospedadores (ornamenta-
les, frutales, frondosas y vid). Resultados
similares encuentran otros autores, como
Risbeth (1982) en el sur de Inglaterra o
Sicoli et al. (1993) en el sur de Italia.

Armillaria ostoyae solo se identifico en
tres de las muestras, concretamente en
muestras sintomaticas de pino. Esta especie
de Armillaria parece tener cierta afinidad
por las coniferas, como lo apoyan nuestros
resultados y también los de Risbeth (1982),
Legrand y Guillaumin (1993) y Termors-
huizen y Arnold (1994).

En cinco de las muestras se detecté la
presencia de 4. gallica, que ha sido aislada,
sobre distintas especies, en varios paises
europeos (Risbeth, 1982; Sicoli et al.,
1993; Termorshuizen y Arnold, 1994). Es
interesante resaltar que, en el presente estu-
dio, se observo la presencia de 4. gallica en
vid (ademas de 4. mellea) cuando, en otros
paises con zonas vitivinicolas importantes
(Francia, Italia, Portugal), la Ginica especie
aislada que se menciona, hasta la fecha, ha
sido 4. mellea (Guillaumin, 1986). Aunque
el comportamiento patolégico de 4. gallica
esta determinado como saprofito o parasito
de debilidad, seria interesante comprobar
cual es realmente su actividad en los vifie-

dos gallegos.

En todos los estudios mencionados sobre
las especies de Armillaria encontradas en
Europa, la identificacion del hongo se ha
realizado mediante el método de compati-
bilidad. Es excepcion el trabajo de Prospe-
ro et al. (1998) en el que ya se utiliza la téc-
nica PCR para determinar las especies de
Armillaria aisladas en vid. La tendencia
actual es la de utilizar la técnica PCR para
la identificacién, como lo demuestran las
recientes publicaciones de Baur et al.
(1998) y de Pérez et al. (1999).

En conclusion, con este trabajo se ha
conseguido poner a punto la técnica PCR-
RFLP, con o sin extraccion previa del ADN,
para la identificacion rapida, en un dia, y
fiable de especies de Armillaria en mues-
tras sintomaticas. Este género ha causado
numerosos problemas taxonémicos a lo lar-
go de los afios por no disponer de un siste-
ma claro para la determinacion de las espe-
cies, ya que, con la metodologia de identifi-
cacion mas utilizada hasta este momento, el
método de compatibilidad, se obtienen
resultados muy ambiguos y se necesitan
entre 4 y 5 semanas. La determinacion por
PCR se puede hacer, ademas, a partir de
esporas, rizomorfos, micelio aislado en pla-
ca o directamente del micelio situado entre
la corteza y la madera de una planta afecta-
da.
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Abstract: Several methods based on the use of the polymerase chain reaction (PCR) and
restriction fragment length polymorphism analysis (RFLP) have been tested to identify
Armillaria species in symptomatic samples from different cultivated plants in Galicia.
DNAr extraction with a commercial kit, followed by DNA amplification with the “Ready
to Go PCR beads”, was the most efficient method to get amplified DNA and showed also
the best results from an economic point of view. The PCR-amplified DNAr was then cut by
three enzymes (Alul, Ndel and Bsml), the restriction fragments obtained allowing the iden-
tification of Armillaria species in only one day whatever the fungal structure analyzed: spo-
res, mycelium on wood, mycelium in culture or rhizomorphs. Three Armillaria species
were identified in samples: Armillaria mellea and Armillaria ostoyae, both highly aggressi-
ve pathogens, and Armillaria gallica, considered saprohyte or weak parasite.

Keywords: Armillaria spp., DNA, identification, PCR, restriction fragments (RFLP)
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