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Resumen: El género Armillaria incluye especies patdogenas que causan pudricion del sistema
radicular, y posterior muerte, en plantas lefiosas. En el suelo, estos hongos se propagan por
crecimiento vegetativo y se extienden por las raices. El diagndstico de Armillaria se realiza
habitualmente mediante métodos moleculares basados en la amplificacion del ADN flngico a
partir de muestras vegetales invadidas por micelio o rizomorfos. En este trabajo, se aplicaron
técnicas de andlisis molecular para detectar la presencia de Armillaria en suelos donde crecian
las siguientes especies forestales sintomaticas: Abies sp., Cedrus spp., Cupressocyparis
leylandii, Pinus sp., Chamaecyparis spp., Thuja sp., Tsuga canadensis, Acacia spp., Robinia
sp., Betula celtiberica, Castanea sp., Quercus spp., Aesculus hippocastanum, Eucalyptus sp.,
Laurus nobilis, Liquidambar sp., Populus alba y Taxus baccata. Se tomaron muestras de
suelo en las proximidades de la raiz de cada planta, llevando a cabo una extraccion del ADN
fungico y posterior amplificacion de la region ITS mediante nested-PCR. El producto
obtenido se analizO mediante RFLP para discriminar entre especies de Armillaria. Los
resultados, contrastados por secuenciacion del ADN y andlisis del material vegetal
sintomatico, mostraron que la especie mas frecuente, causante de pudricion blanca radicular,
es A. mellea, aunque también se han detectado A. ostoyae y A. gallica.

INTRODUCCION

La mayoria de las especies del género Armillaria causan una enfermedad conocida
como podredumbre blanca radicular ocasionando grandes pérdidas econdémicas. Las especies
Armillaria mellea y A. ostoyae son altamente patogenas para plantas lefiosas (FOX, 2000),
mientras que, 4. gallica se considera un patéogeno débil, pero que puede causar enfermedad en
arboles debilitados (SICOLI et al., 2002). Las especies de Armillaria se propagan en el suelo
por crecimiento vegetativo subterraneo y se extienden por el sistema radicular de arboles
susceptibles (KILE ef al., 1991).

El andlisis de suelos infectados, mediante técnicas moleculares, permite la deteccion y
amplificacion del ADN fungico de Armillaria de forma rapida y fiable, sin la necesidad de
obtener aislados del hongo a partir del micelio subcortical de plantas enfermas (LOCHMAN
et al., 2004) lo que facilita adoptar las medidas preventivas necesarias para reducir los dafios
causados por el hongo.

Por eso, el objetivo de este trabajo es detectar y diferenciar especies de Armillaria
mediante técnicas moleculares a partir de suelos donde vegetan especies forestales.



MATERIAL Y METODOS

Toma de muestras

Se recogieron 60 muestras de suelo (aproximadamente 1 kg) en la proximidad de las
raices (entre 10-30 cm de profundidad en el terreno) de 29 especies forestales diferentes
localizadas en las provincias de Pontevedra, A Corufia, Lugo y Ourense que mostraban
clorosis, decaimiento y caida de hojas, y se consideraba que podrian estar afectadas por
podredumbre blanca radicular causada por Armillaria. En 8 muestras de tierra que ademas
incluian raices, se detectd micelio y/o rizomorfos mediante inspeccion visual en el
laboratorio. Posteriormente todas las muestras se almacenaron a 4 °C hasta su andlisis. En la
Tabla 1 se presenta la especie hospedadora, procedencia y tipo de muestra.

Las técnicas moleculares empleadas para el andlisis de Armillaria en suelo se han
basado en el protocolo propuesto por LOCHMAN et al. (2004) con modificaciones en las
diferentes etapas del proceso (ESCOFET et al., 2006) como la obtencion del ADN empleando
distinto kit de extraccion; la utilizacion de “PuReTaq Ready-To-Go™ PCR Beads”
(Amersham-Pharmacia) en la amplificacion y para analizar el polimorfismo de la longitud de
los fragmentos de restriccion (RFLP) se llevo a cabo electroforesis en gel de agarosa.

Extraccion de ADN a partir de suelo y planta

La extraccion de ADN de Armillaria de las muestras de tierra se llevo a cabo con el kit
comercial “PowerSoil™ DNA Isolation” (MO BIO Laboratories, Inc.). A partir de un gramo
de suelo se obtuvo un ADN de gran calidad que se conservd a -20 °C hasta su amplificacion.
Para cada muestra analizada se incluyd también un control positivo, que consistié en 15
miligramos de micelio de Armillaria sp. y 1 gramo de tierra esterilizada dos dias consecutivos
a 121°C durante 30 minutos, y un control de extraccién que solo contenia suelo esterilizado.

Las muestras que incluian diferentes estructuras del hongo: micelio sobre planta y
rizomorfos fueron analizadas seglin el protocolo de MANSILLA et al. (2000) para la
deteccion e identificacion de diferentes especies de Armillaria en muestras sintomaticas de
diferentes cultivos, empleando para la extraccion del ADN ribosomal (ADNTr) el kit comercial
"EZNA fungal DNA miniprep" (Omega Biotek).

Amplificacion mediante nested-PCR/PCR

Para amplificar el ADN extraido de las muestras de tierra se realiz6 una nested-PCR,
empleando “PuReTaq Ready-To-Go™ PCR Beads” (Amersham-Pharmacia). Un microlitro
de ADN aislado se mezclo con 0,12 pM de los primers ITS1 e ITS4 (WHITE et al., 1990)
completando con agua pura hasta un volumen final de 25 pl. En la segunda reaccion, se
utilizaron 2 pl del producto de la primera reaccion con 0,5 pM de cada primer especifico AR1
y AR2 (LOCHMAN et al., 2004) completando con agua hasta un volumen final de 50 pl. En
ambos procedimientos, la amplificacion se realizd6 en un termociclador “PCR Express”
(Thermo Hybaid) programado con las siguientes condiciones: desnaturalizacion inicial a 94
°C durante 150 segundos, seguida de 35 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C durante 30
segundos, anillamiento de los primers a 55 °C durante 40 segundos, elongacion a 72 °C
durante 30 segundos, y una elongacion final a 72 °C durante 5 minutos. Para la segunda
amplificacion, se utilizaron los mismos parametros que en la primera PCR, con excepcion del
anillamiento de primers que se realiz6 a 60 °C y la elongacion final a 7 minutos.

El ADN resultante de la extraccion a partir del material sintomatico se amplifico
mediante PCR con los primers LR12R (VELDMAN et al., 1981) y O-1 (DUCHESNE &
ANDERSON, 1990).



Los productos de PCR se visualizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 2%.
En cada prueba se cargaron 5 pl de cada muestra, del control positivo, negativo y de
extraccion, y un marcador de 100 pares de bases (pb) hasta 2642 pb (MXIV, Roche
Diagnostics). La electroforesis se realizd a 120 voltios durante 50 minutos. Los geles se
tifieron con bromuro de etidio (0,5 pg/ml) y se observaron con un transiluminador de luz
ultravioleta.

Analisis del polimorfismo de la longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP)

Los productos de ADN de la segunda amplificacion de las muestras de tierra fueron
digeridos con las endonucleasas de restriccion Hinf 1 y Mbol (Fermentas) para el andlisis
mediante RFLP. Las mezclas de restriccion se prepararon con 20 pl de cada amplicon y 4
unidades de la enzima Mbol u 8 unidades de la enzima Hinf'1, y se incubaron a 37 °C durante
1 hora para Mbol y 12 horas con Hinf 1. El ADNr amplificado a partir del material vegetal
sintomatico se cortd con las enzimas A/ul, Ndel y Bsml (Roche Diagnostics) siguiendo las
recomendaciones de la casa comercial.

Los fragmentos de restriccion se separaron mediante electroforesis en un gel de
agarosa al 3% a 100 voltios durante 120 minutos. Para la estimacion del tamafio de las
bandas, se utilizaron el marcador Hyperladder V de 25 pb hasta 500 pb (Bioline) y el
Hyperladder 11 de 50 hasta 2000 pb (Bioline). El gel se tind con bromuro de etidio y se
visualizé en el transiluminador de luz ultravioleta. La imagen del gel se capturé con un
sistema de fotodocumentacion y el tamafio de bandas se analiz6 con el software 1-D Manager
(TDI, Madrid).

La identificacion de las especies de Armillaria en suelo se basd en la comparacion del
tamafio de los fragmentos digeridos con los publicados por LOCHMAN et al. (2004). Los
fragmentos de restriccion producidos por las tres enzimas sobre el fragmento LR12R-01 de
distintas especies de Armillaria en material vegetal se compararon con los publicados por
HARRINGTON & WINGFIELD (1995) y PEREZ et al. (1999).

Secuenciacion

Para validar los resultados de identificacion de especies de Armillaria, se secuencio el
ADN de tres muestras de suelo. El producto de amplificacion se purifico con el kit “High
Pure PCR Product Purification” (Roche Diagnostic). En la reaccién de secuenciacion se
empled el terminador “Big Dye® Terminator V3.1 Cycle Sequencing Kit” (Applied
Biosystems). Para eliminar contaminantes, la reacciéon de secuenciaciéon se precipitd con
etanol y el precipitado se resuspendié en formamida “Hi-DiTM"(Applied Biosystems). Tras
ser sometido a una desnaturalizaciéon a 94 °C durante 3 minutos, el ADN amplificado se
separé en un secuenciador ABI PRISM™ 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Las
secuencias obtenidas se analizaron con el Sequencing Analysis 5.1 y mediante el programa de
alineamiento BLAST, se compararon las secuencias de las muestras con las que existen en el
Gen-Bank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

RESULTADOS Y DISCUSION

En 46 de las muestras de tierra analizadas se consigui6 una banda de amplificacion de
882 pb en la primera reaccién y 724 pb en la segunda, y los tamafios de los fragmentos de
restriccion, obtenidos con la enzima Hinf'I fueron de 401, 159, 148 pb, y con Mbol de 235,
215, 149, 125 pb, lo que se corresponde con los resultados obtenidos por LOCHMAN et al.
(2004) para A. mellea. Diez resultados de los andlisis de tierra, mostraron amplificaciones de
868 y 711 pb en la primera y segunda PCR respectivamente, y las bandas de digestion fueron
de 294, 227, 69, 63, 43 pb con Hinf 1y de 277, 222, 214 pb con Mbol, lo que coincide con lo



publicado por LOCHMAN et al. (2004) para A. gallica. En 6 muestras de tierra los tamafios
de amplificacion (870 y 713 pb), y los patrones de restriccion (Hinf 1: 294, 228, 75, 69, 31 pb
y de 351, 222, 137 pb con Mbol) indican la presencia de A. ostoyae. En las Figuras 1 y 2 se
muestran los tamafios de los fragmentos de restriccion de las 3 especies encontradas.

En las 8 muestras, que ademas de tierra, también incluian material vegetal sintomatico
en el que se detectaron estructuras fungicas, se obtuvo el mismo resultado que el conseguido
con el andlisis de tierra.

Tres de las muestras de suelo fueron secuenciadas con los primers AR1 y AR2, y las
secuencias resultantes se compararon con las depositadas en el Gen-Bank dando valores de
similitud entre un 97-99%.

Los resultados, contrastados por secuenciacion del ADN y analisis del material vegetal
sintomatico, mostraron que la especie mas frecuente causante de pudricion blanca radicular es
A. mellea, ya que se detectd en el 74% de las muestras analizadas. En menor porcentaje
también se han identificado A. gallica, en un 16%, y A. ostoyae, en un 10%. Los datos
obtenidos segun el tipo de andlisis realizado para cada muestra se detallan en la Tabla 1.

Resultados similares encuentran AGUIN et al. (2004b) en muestras analizadas en el
noroeste de Espafia indicando que la especie mas frecuente es A. mellea (71%) y que causa
sintomatologia en arbustos ornamentales, kiwi, vifia, arboles frutales y arboles de hoja ancha.
Los mismos autores también detectan: A. gallica, aunque con baja incidencia, en
ornamentales, coniferas, arboles frutales, arboles de hoja ancha y vifia; y 4. ostoyae afectando
principalmente a Pinus spp.

Actualmente no hay ningun método eficaz que controle Armillaria cuando aparecen
plantas enfermas, aunque estudios recientes in vitro y en vifiedo y plantaciones de almendro
(sobre patrones de melocotonero) han mostrado resultados prometedores de ciertos azoles
(ciproconazol y propiconazol) para el control de 4. mellea (ADASKAVEG et al., 1999;
AGUIN et al., 2006). La prevencion de la podredumbre causada por Armillaria se ve
favorecida con la aplicacion de esta metodologia que facilita un diagnostico temprano y
Optimo, previo a la aparicion de plantas sintomaticas, y permite la deteccion e identificacion
de varias especies en una misma muestra de tierra.
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Figura 1. Gel de agarosa al 3% mostrando los fragmentos de digestion del ADN amplificado,
con la enzima Hinf1: A. mellea (1), A. gallica (2), A. ostoyae (3). M: marcador Hyperladder II
de 50 hasta 2000 pb.
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Figura 2. Gel de agarosa al 3 % mostrando los fragmentos de digestion del ADN amplificado,
con la enzima Mbol: A. mellea (1), A. ostoyae (2), A. gallica (3). M: marcador Hyperladder V
de 25 hasta 500 pb.
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Tabla 1. Especie hospedadora, procedencia, tipo de muestra y resultados obtenidos segtn los
analisis realizados para cada muestra.

ESPECIE TIPO DE Nested-PCR/RFLP PCR/RFLP
HOSPEDADORA PROCEDENCIA MUESTRA SECUENCIACION
Abies sp. Vigo (PO) Tierra A. mellea A. mellea
Acacia decurrens Santiago (CO) Tierra A. mellea
Acacia sp. A Estrada (PO) Tierra A. mellea
Aesculus hippocastanum Santiago (CO) Tierra y corteza A. mellea A. mellea
Aesculus hippocastanum Santiago (CO) Tierra A. gallica
Betula celtiberica Vigo (PO) Tierra A. mellea
Callitris sp. A Caeira (PO) Tierra y raiz A. mellea A. mellea
Castanea sativa Pontevedra Tierra A. mellea
Castanea sativa Cangas (PO) Tierra A. mellea, A. gallica
Castanea sativa Meira-Moaiia (PO) Tierra A. gallica
Castanea sativa Orense Tierra A. gallica
Castanea sativa Monteporreiro (PO) Tierra y raiz A. mellea A. mellea
Castanea sativa Ribadumia (PO) Tierra y corteza A. gallica A. gallica
Castanea sativa Vigo (PO) Tierra A. gallica
Cedrus deodara Santiago (CO) Tierra A. mellea
Cedrus deodara Santiago (CO) Tierra A. gallica
Cedrus libani Vigo (PO) Tierra A. mellea
Cedrus sp. Marin (PO) Tierra A. mellea
Cedrus sp. Santiago (CO) Tierra A. mellea
Cedrus sp. Sotomayor (PO) Tierra A. mellea
Chamaecyparis plumosa Vigo (PO) Tierra A. ostoyae
Chamaecyparis squarrosa Vigo (PO) Tierra A. mellea
Cupressocyparis leylandii Pontevedra Tierra A. mellea
Cupressocyparis leylandii Pontevedra Tierra A. mellea
Eucalyptus sp. Poio (PO) Tierra A. mellea
llex aquifolium Santiago (CO) Tierra A. mellea
Laurus nobilis Vigo (PO) Tierra A. mellea
Liquidambar sp. Santiago (CO) Tierra A. mellea
Pinus radiata Lugo Tierra y raiz A. ostoyae A. ostoyae
Pinus sp. Coruiia Tierra y raiz A. ostoyae A. ostoyae
Pinus sp. Coruiia Tierra y raiz A. ostoyae A. ostoyae
Pinus sp. Lugo Tierra A. mellea
Pinus sp. Lugo Tierra A. ostoyae
Pinus sp. Lugo Tierra y raiz A. mellea, A. ostoyae A. ostoyae
Pinus sp. Santiago (CO) Tierra A. mellea
Populus alba Pontevedra Tierra A. mellea
Populus alba Pontevedra Tierra A. mellea
Quercus robur Pontevedra Tierra A. mellea
Quercus robur Pontevedra Tierra A. mellea
Quercus robur Pontevedra Tierra A. gallica
Quercus robur Pontevedra Tierra A. gallica
Quercus robur Redondela (PO) Tierra A. mellea
Quercus robur Santiago (CO) Tierra A. mellea
Quercus robur Monterroso (LU) Tierra A. mellea
Quercus robur Mos (PO) Tierra A. mellea
Quercus robur Agolada (PO) Tierra A. gallica
Quercus robur A Estrada (PO) Tierra A. mellea
Quercus rubra Pontevedra Tierra A. mellea
Quercus rubra Pontevedra Tierra A. mellea
Quercus rubra Sotomayor (PO) Tierra A. mellea
Quercus sp. Lugo Tierra A. mellea
Quercus suber O Rosal (PO) Tierra A. mellea
Robinia sp. Santiago (CO) Tierra A. mellea
Robinia sp. Santiago (CO) Tierra A. mellea
Salix babylonica Pontevedra Tierra A. mellea
Taxus baccata Sotomayor (PO) Tierra A. mellea A. mellea
Thuja sp. Sotomayor (PO) Tierra A. mellea
Thuja sp. Ribadeo (LU) Tierra A. mellea
Thuja sp. Padron (CO) Tierra A. mellea
Tsuga canadensis Sotomayor (PO) Tierra A. mellea A. mellea




