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Podredumbre cabica en Cupressus macrocarpa causada por Lae-

tiporus sulphureus

M. P. MARTIN, F. GARCIA-FIGUERES y C. MONTON

Mediante métodos moleculares basados en la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), y a partir de micelio estéril, se ha identificado a Laetiporus sulphureus como el
agente causante de la podredumbre cubica en Cupressus macrocarpa. Se describen los
protocolos de extraccién, amplificacién y secuenciacién utilizados.
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INTRODUCCION

En enero de 1999, se observé en los par-
ques y jardines de Barcelona un debilita-
miento de los cipreses de Monterey
(Cupressus macrocarpa Hartweg). Tras
varios andlisis, no se observo ninguin signo
apreciable para su diagndstico y se deci-
di6 arrancar los arboles afectados. Se
hicieron secciones del tronco, observando-
se sintomas de podredumbre cibica, simi-
lares a los descritos por GOIDADNICH
(1964) en coniferas, principalmente abe-
tos, producidos por Gyrophana lacrymans
(Wulf.) Pat.

Las técnicas moleculares basadas en la
PCR (Reaccién en Cadena de la Polimera-
sa), son una herramienta muy buena para
la detecciéon e identificacion de distintos
patégenos de plantas, tal y como queda
reflejado en algunos de los ultimos traba-
jos publicados en Mycological Research
sobre métodos rutinarios para la identifi-
caciéon de las especies de Armillaria
(PEREZ SIERRA, WHITEHEAD y WHITEHEAD,
1999) o el disefio de iniciadores especifi-

cos para la deteccion de Verticillium dah-
liae Kleb. (L1 et. al., 1999). Desde 1998,
estas técnicas se han incorporado en el
Laboratorio de Sanidad Agraria (Generali-
tat de Catalunya) para la identificacién y
seguimiento de distintos patégenos como,
los agentes que producen la enfermedad
conocida como “la aceituna jabonosa”
(MARTIN y GARCIA-FIGUERES, 1999). En
este trabajo describimos los métodos de
extraccion, amplificacion y secuenciacion
que nos han permitido llegar a la identifi-
cacion del hongo causante de la podre-
dumbre ctbica en los cipreses analizados.

MATERIAL Y METODOS
Extracciéon del DNA

A partir de unos 20 mg de micelio aisla-
do de las secciones del tronco de uno de
los cipreses afectados por la podredumbre
cubica (Fig.1) se efectud la extraccion del
DNA mediante un kit comercial (E.Z.N.A.
Fungal® DNA Miniprep Kit, Omega Bio-



100 M.P. MARTIN, F. GARCIA-FIGUERES Y C. MONTON

Fig. 1. - Detalle del tronco de uno de los cipreses
afectado por la podredumbre ciibica.

tech). Se siguieron las instrucciones del
fabricante, pero sin afiadir b-mercaptoeta-
nol ni RNase (MARTIN y GARCiA-FIGUE-
RES, 1999). El DNA se resuspendié en
100 pl de agua estéril (FLUKA, Ref.
95395).

Amplificacién del DNA

Se emplearon el par de iniciadores
ITS1F/ITS4 (WHITE ef al.,, 1990; GARDES
y BRUNS, 1993), para obtener copias de la
region de transcripcién interna 1 (ITS1),
de la subunidad 5.8S y de la regién de
transcripcion interna 2 (ITS2) del rDNA.
Las amplificaciones de las extracciones se
efectuaron por duplicado y mediante reac-
ciones individuales con  Ready-to-
Go®PCR Beads (Amershan-Pharmacia
Biotech) siguiendo las condiciones de
amplificacién mencionadas en MARTIN y
WINKA (2000). Los productos se separaron
por electroforesis en geles de agarosa al 2
% (SERVA) en tampén TAE durante 30
min a 5 V cm’!. El DNA se tifié con bro-

muro de etidio incluido en los geles de
agarosa (0.4 mg ml! ).

Previo a efectuar las reacciones de
secuenciacion, los amplimeros se han purifi-
cado mediante un kit comercial (EZN.A®
Cycle-Pure Kit (Omega-Biotech), siguien-
do las instrucciones del fabricante. EIl DNA
se ha resuspendido en 40 ml de agua
FLUKA estéril.

Secuenciacioén

Para cada amplimero purificado, se han
secuenciado las dos cadenas por separado,
con los iniciadores ITSIF e ITS4 y ABI
Prism™ Big Dye Terminator Cycle Sequen-
cing Ready reaction Kit con AmpiTaq®
DNA Polymerase (Perkin Elmer Applied
Biosystem). Tras la reaccion de secuencia-
cién, se procedi6 a la purificacion de los
productos mediante acetato de sodio y
alcohol, uno de los procedimientos reco-
mendados por Perkin Elmer, para la poste-
rior electroforesis en un Abi Prism 310
(Foster city, CA, USA).

Para obtener la secuencia consenso se pro-

‘cedid a comparar los electroferogramas de la

secuencia directa (reaccion de secuenciacién
con ITSIF) y la reversa-complementaria
(reaccion de secuenciacion con ITS4)
mediante el programa informético Sequence
Navigator™ Sequence Comparison (Perkin
Elmer). Posteriormente, se hizo una bisqueda
de las secuencias consenso mediante BLAST
(ALTSCHUL et al., 1997) en el National Center
of Biological Information (NCBI).

Las secuencias obtenidas en este esudio,
se han comparado con secuencias homélo-
gas obtenidas del Banco Genético (EMBL),
mediante los programas informaticos
Sequence Navigator™ Sequence Comparison
(Perkin Elmer) y SeqAqq.

RESULTADOS Y DISCUSION

A partir del micelio estéril, no fue posi-
ble identificar el patogeno; solo la presen-
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cia de fibulas nos confirmé que se trataba
de un basidiomicete. FARR ef al. (1989)
mencionan 18 especies de basidiomicetes
que afectan a cipreses; en particular, dis-
tintas podredumbres en los Cupressus
macrocarpa de California son causadas
por Armillaria mellea (Vahl: Fr.) Kumm.,
Coniophora puteana (Schum.: Fr.) Karst,
Gloephyllum sepiarium (Wulf.: Fr.)
Karst., Postia stiptica (Pers.: Fr.) Jil,
Steccherinum ochraceum (Pers. apud
Gmelin: Fr.) S.F. Gray y Trametes versico-
lor (Fr.) Pil..

Respecto al andlisis molecular de los
aislados de Barcelona, los amplimeros
obtenidos presentaron una longitud de
unas 550 bp. Los electroferogramas de las
secuencias fueron muy buenos (Fig. 2),
por lo que la secuencia consenso completa
no presenté ambigiiedades, sin “N”. En la
basqueda en el Banco Genético (NCBI)
mediante BLAST, cuatro secuencias per-
tenecientes a Laetiporus sulphureus
(Bull.: Fr.) Mur. dieron el valor mas alto
de similitud; en dos de ellas, las secuen-
cias con el nimero del Banco Genético
AF068925 y AF068924, el valor E fue 0.0,
Este valor indica que la probabilidad de
que la similitud entre las secuencias sea
debida al azar es 0. En particular, el aline-
amiento entre la secuencia consenso obte-
nida de nuestros aislados y la secuencia
AF068925 (Fig. 3), muestra que ambas
secuencias son casi idénticas; solo se dife-
rencian en las zonas ambiguas (“N™) de
AF068925. La secuencia consenso obte-
nida en este trabajo se ha depositado en el
Banco Genético (EMBL) con el niimero
de acceso AF229196.

En la Peninsula Ibérica, de acuerdo con
la base de datos bibliografica consultada
de Flora Micolégica Ibérica (Lado, 2000),
Laetiporus sulphureus se ha descrito cre-
ciendo en un amplio rango de huéspedes
(149 citas publicadas), tanto de planifolios
como de coniferas. En particular tres de
ellas, mencionan a especies de Cupressus
como huésped.

CONCLUSION

Las técnicas moleculares aqui descritas
son una muy buena herramienta, para llegar
a la identificacion de micelios estériles, sin
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Fig. 2. - Secuencias obtenidas con el iniciador ITSIF
(directa) y con el iniciador ITS4
(reversa complementaria), y sus electroferogramas .
La secuencia consenso se obtiene tras revisar los
electroferogramas; en este caso el final de la region
ITS 1 y el inicio (..AACTTTCAGCAACGGAT) de la
subunidad 5.8S del rDNA.
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Fig. 3. - Parte del alineamiento de la secuencia
obtenida de los micelios aislados en Cupressus
macrocarpa (arriba: AF229196, cédigo SPBAS-03)
con la secuencia homoéloga de Laetiporus sulphureus
obtenida del Banco Genético (EMBL) (AF068925,
codigo SULLAE-25).
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tener que esperar a la presencia de los cuer-
pos fructiferos que puedan aparecer durante
las épocas favorables a lo largo del afio. Apli-
cando estas técnicas, sera posible detectar las
infecciones causadas por agentes patogenos
antes de que la enfermedad sea irreversible.
El hecho de que Laetiporus sulphureus
haya sido citado creciendo en cipreses y el
valor E obtenido entre AF229196 vy
AF068925, nos permiten concluir que Laeti-
porus sulphureus es el causante de la podre-
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dumbre ciibica en los cipreses de Monterey
analizados.

AGRADECIMIENTOS

Al departamento de Micologia Forestal y
Patologia (SLU, Sweden), por poner a dis-
posicion de M.P.M. los reactivos y el ABI
Prism 310 con el que se obtuvieron las nue-
vas secuencias de este estudio.

MARTIN, M.P.; GARCIA-FIGUERES, F. y MONTON, C., 2000: Laetiporus sulphureus, the

causal agent of cubic heart rot in Cupressus macrocarpa. Bol. San. Veg. Plagas

:00:00.

The molecular methods based on the Polymerase Chain reaction (PCR) have allo-
wed to identified from steril mycelia to Laetiporus sulphureus as the casual agent of
the heart root in Cupressus macrocarpa. Extraction, amplification and sequencing pro-

tocols are described.
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