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Identificacion molecular de Oxyporus latemarginatus

(Basidiomycotina) en palmeras

M.P. MARTIN, C. MONTON

La secuencia de las regiones ITS del rDNA obtenida de micelio estéril procedente de
un tocén, ha permitido identificar a Oxyporus latemarginatus como el agente causante
de la podredumbre en las palmeras de la especie Phoenix canariensis.
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INTRODUCCION

En la Villa Olimpica de Barcelona se
plantaron en 1991 palmeras procedentes del
Maghreb. En enero de 1997, y tras unas fuer-
tes tormentas, algunas de estas palmeras
cayeron, sin mostrar signos previos de debi-
litamiento. Tal y como se muestra en la Fig.
1, cuando los troncos se cortaron transver-
salmente se observaron micelios blanqueci-
nos. Por su estudio morfolégico sélo se pudo
precisar que las hifas pertenecian a un Basi-
diomicete.

De acuerdo con FARR et al. (1989), Armi-
llaria mellea (Vahl) P. Kumm., A. tabescens
(Scop.) Emel, Ganoderma zonatum Murrill,
Oxyporus latemarginatus (Durieu & Mont.)
Donk y Schizopora paradoxa (Schrad.)
Donk son los tinicos basidiomicetes que pro-
ducen podredumbre en las palmeras.

Como se demostré en trabajos previos
(MARTIN y GARCIA-FIGUERAS, 1999; MARTIN
et. al., 2000), los métodos moleculares y, en
particular, la secuenciacién de determinadas

regiones del rDNA permiten detectar e iden-
tificar patégenos de plantas en muchas oca-
siones con una seguridad del 100%. Nuestro
objetivo en el presente estudio fue identifi-
car, mediante dichas técnicas el hongo aisla-
do de las secciones transversales de las pal-
meras.

MATERIAL Y METODOS

Extraccién del DNA

A partir de unos 20 mg de micelio aislado
de una de las secciones de un tronco (mues-
tra N° 27175 Unitat Sanitat Vegetal, deposi-
tada en parte en el herbario MA-Fungi
49406), se efectud la extraccién del DNA
mediante un kit comercial disefiado para
hongos de acuerdo con MARTIN y GARCIA-
FIGUERES (1999). El DNA se resuspendié en
100 pl de agua estéril ultrapura.

Amplificacién y secuenciacién del DNA
Las amplificaciones se efectuaron por
duplicado mediante reacciones individuales
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siguiendo las condiciones de amplificacion
mencionadas en MARTIN y WINKA (2000).
Para obtener copias de la regién de trans-
cripcién interna 1 (ITS1), de la subunidad
5.8S y de la regién de transcripcion interna 2
(ITS2) del rDNA se emplearon el par de ini-
ciadores ITSIF/ITS4 (WHITE et al., 1990;
GARDES y BRUNs, 1993). Los productos se
separaron por electroforesis en geles de aga-
rosa al 2 % en tamp6n TAE durante 30 min
a5V cem™L. El DNA se tiii6 con bromuro de
etidio incluido en los geles de agarosa (0.4
mg ul™ ).

Previo a la reaccién de secuenciacién, y
siguiendo las instrucciones del fabricante,
los amplimeros se purificaron mediante
columnas. El DNA se resuspendié en 40 pl
de agua ultrapura estéril. Las dos cadenas de
DNA se secuenciaron por separado con los
iniciadores ITS1F e ITS4.

Para obtener la secuencia consenso y
efectuar el andlisis de la misma con secuen-

cias procedentes del GenBank (National
Center of Biological Information, NCBI)
hemos utilizado los programas y la metodo-
logia descritos en MARTIN et al., (2000).

RESULTADOS Y DISCUSION

Como en otros estudios previos (MARTIN
et al., 2000), a partir del micelio estéril, no
fue posible identificar el patégeno; sélo la
presencia de fibulas nos confirmé que se tra-
taba de un basidiomicete.

Respecto al anélisis molecular, los ampli-
meros obtenidos presentaron una longitud de
unas 800 bp. Los electroferogramas de las
secuencias fueron muy buenos por lo que la
secuencia consenso completa no presentd
ambigiiedades (sin “N”). Esta secuencia se
ha depositado en el Banco Genético (EMBL)
con el nimero de acceso AF232721. Al efec-
tuar el andlisis de comparacién, mediante
BLAST (ALTSCHUL et al., 1997) la secuen-

Figura 1: Detalle del tronco de una de las palmeras afectadas.
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cia de Oxyporus latemarginatus (AF163047)
dio el valor de similitud de E= 0.0. En la Fig.
2 se muestra el alineamiento obtenido tras la
biisqueda BLAST entre la secuencia obteni-
da en este estudio y la de O. laremarginatus.

CONCLUSION

Aplicando técnicas moleculares ha sido
posible identificar el micelio estéril aislado
de los tocones como perteneciente a la espe-

Query: 1 ttttgaacgggttgtagctggectttaacgaggcatgtgcacacctggctecateccactet 60
FEEEE rerrerrrrerrerrrrrrreeerrerrerrrrrreerrrrerrrerrerrnd
Sbjct: 17 ttttgmacgggttgtagctggcctttaacgaggcatgtgcacacctggctcatccactet 76
Query: 61 caacctctgtgcactttatgtaagaaacggtgtaagecagcetatttaatagttggtaaca 120
8 e T O O 6 O I O T 8 O
Sbjct: 77 caacctctgtgcactttatgtaagaaacggtgtaagccagcectatttaatagttggtaaca 136
Query: 121 agcctttcttatgtttactacaaacgcttcagttatagaatgtttactgtgtataacaca 180
trererrrereerrreeeerrrerrereerrrteerrereerrerrrrrrrrrrrrrrnd
Sbjct: 137 agectttettatgtttactacaaacygcttcagttatagaatgtttactgtgtataacaca 196
Query: 18l attatatacaactttcagcaacggatctcttggctctcgcatcgatgaagaacgcagega 240
PEErrerrrrer et et e e e et e e e et e reed
Sbjct: 197 attatatacaactttcagcaacggatctcttggctctegcatecgatgaagaacgcagcga 256
Query: 241 aatgcgataagtaatgtgaattgcagaattcagtgaatcatcgaatctttgaacgcacct 300
RN R A N RN N R N RN R N NN R AN AR AR NN
Sbjct: 257 aatgcgataagtaatgtgaattgcagaattcagtgaatcatcgaatctttgaacgcacct 316
Query: 301 tgeactccttggtattccgaggagtatgcctgtttgagtctcatggaattctcaacccct 360
RN AR AR AR NN E R AN AR NN AR
Shjct: 317 tg-actccttggtattccgaggagtatgcecctgtttgagtctcatggaattctcaaccect 375
Query: 361 aaattttgtaatgaagtttagtgggcttggacttggaggttgtgteggettctagtegac 420
GO T 6 o N O 6 I 0 O O I T O O L
Sbjct: 376 aaattttgtaatgaagtttagtgggcttggacttggaggttgtgtcggcttctagtcgac 435
Query: 421 tcctctgaaatgcattagcgtgaatcttacgg-atcgeccttcagtgtgataattatetge 479
LEET LRV EED GETEEEEEVE ELVEED EEESEEEET TR EEREET TEEEE) EE VEN
Sbjct: 436 tcctctgaaatgcattagcgtgaatcttacggaatcgecttcagtgtgataattatctge 495
Query: 480 gctgtggtgttgaagtatttattagttcatgcttatagtcgte=tct=taccgagacaat 537
SN O 5 8 o O O O O O e T I
Sbjct: 496 gctgtggtgttgaagtatttattagttcatgcttatagtcgtcttctataccgagacaat 555
Query: 538 ttatgacaatctgagctcaaa 558
FERRRERRLAREILRELRTI
Sbjct: 556 ttatgacaatctgagctcaaa 576

Figura 2: Alineamiento obtenido tras la bisqueda de BLAST, entre la secuencia del micelio aislado de las palmeras
AF232721 (Query) y la secuencia homéloga de Oxysporus lateromarginatus AF068925 (Sbjct). En amarillo se

indican las posiciones en las que difieren las dos secuencias.




96 M.P. MARTIN, C. MONTON

cie Oxyporus latemarginatus. El hecho de
que esta especie se ha citado como una de las
causantes de la podredumbre en palmeras, y
el alto porcentaje de simitud obtenido de las
regiones ITS incluido la subunidad 5.8S del
rDNA, nos permiten concluir que esta espe-
cie podria ser la causante de la podredumbre
en las palmeras analizadas.
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The ITS rDNA sequence obtained from steril mycelia has allowed to identify to
Oxyporus latemarginatus as the causal agent of the wood root in palms (Phoenix cana-

riensis).
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