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Resumen

TRAGSA realiz6 en Galicia una seleccion de castafio por resistencia a tinta en el afio 2003.
La identificacion genética de los individuos resistentes se realizd analizando 9 loci de
microsatélites (SSR), para su clasificacion como Castanea sativa o hibridos interespecificos
con C. crenata (castafio japonés). La existencia de estos hibridos se debe fundamentalmente a
los programas de hibridacion realizados en Galicia en la primera mitad del siglo XX. El
analisis de alelos exclusivos de C. sativa o de especies asiaticas reveld que sélo dos genotipos
de los 7 resistentes no presentaban ninguin alelo exclusivo de especies asiaticas y de ellos
unicamente uno presentaba alelos exclusivos de C. sativa. Los resultados del analisis de
correspondencia factorial (FCA) mostraron que 4 de los individuos seleccionados y sus
brinzales circundantes se agrupan con los hibridos artificiales, entre las accesiones de C.
crenata y C. sativa. Otros dos se distribuyen proximos a hibridos artificiales mientras que sus
brinzales lo hacen con las accesiones de C. sativa. Por tltimo el nico individuo con alelos
exclusivos de sativa y sin presencia de alelos asidticos aparece junto a dos de los hibridos
artificiales, aunque mas proximo al grupo de C. sativa que ninguno de los otros individuos
resistentes. Estos datos sugieren una gran variacidon genética entre las poblaciones de castafio
de la RIUI, y un nivel de introgresion de genes foraneos en poblaciones silvestres de C.
sativa en zonas costeras superior al esperado.
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1. Introduccion

En el afio 2003, la empresa publica TRAGSA realiz6 una seleccion en campo de
Castanea sativa en base a caracteres de resistencia a la enfermedad de la tinta. Con este
objetivo se muestrearon las zonas costeras de Galicia donde la enfermedad tiene incidencia
desde la primera mitad del siglo XIX (zonas 1 y 2 de Bouhier, 1979), buscando arboles sanos
que hubieran estados suficientemente expuestos a la enfermedad en el tiempo (didmetro
minimo 50 cm) y que cumplieran las mejores condiciones de forma y tamafio.

Estos genotipos fueron micropropagados en el laboratorio con el objeto de disponer de
copias suficientes para evaluar su resistencia, y establecer parcelas de ensayo. Como
resultados de estos ensayos, se seleccionaron 7 genotipos con elevada resistencia a
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Phytophthora cinnamomi que han sido propuestos al Catalogo Nacional de Materiales de
Base (CNMB) como portainjertos resistentes a la tinta.

La razon de esta seleccion de resistentes de entre los castafios del pais, se debe a que
precisamente a que presuponemos una mayor compatibilidad al injerto con las variedades
tradicionales de fruto y una mejor adaptacion a las condiciones edafoclimaticas de Galicia que
los hibridos. Sin embargo, dada la elevada presencia de los hibridos artificiales en Galicia, a
pesar de haber seleccionado los genotipos en parcelas donde segliin el Inventario Forestal
Nacional (IFN), el castafio del pais era primera o segunda especie, para mayor seguridad se ha
caracterizado la base genética de los genotipos resistentes. Por este motivo en 2011 se puso a
punto un método basado en marcadores moleculares tipo SSR (GONZALEZ ET AL., 2011).

En los ultimos afios el uso de SSRs (simple sequence repeats, microsatélites) en el
castano ha demostrado un gran potencial. Varios microsatélites han sido aislados y
caracterizados en diferentes especies de castafio, permitiendo estudiar la diversidad y las
relaciones genéticas en el género Castanea (Aldrich et al., 2003; Botta et al., 2006; Gobbin et
al., 2007; Pereira-Lorenzo et al., 2010; Tanaka et al., 2005; Yamamoto et al., 2003). También
han sido usados por nuestro grupo para establecer la identidad genética de algunos materiales
resistentes seleccionados (GONZALEZ ET AL., 2011).

Las identificaciones iniciales con estos marcadores revelaron que practicamente la
totalidad de los arboles inicialmente seleccionados poseian alelos caracteristicos de especies
asiaticas. Por ello, en este trabajo decidimos analizar, ademas de nuevos genotipos resistentes,
brinzales de semilla muestreados en torno a cada uno de los ejemplares adultos resistentes, y
varios genotipos de hibridos artificiales, de la generacion F1 y de la F2.

2. Objetivos

El objetivo ultimo es determinar si los 7 genotipos propuestos al CNMB, son o no
ejemplares de C. sativa puros, comprobando si poseen alelos exclusivos de especies asiaticas,
y en que porcentaje, en comparacion con los hibridos artificiales de la F1 o la F2 ya en
catalogo.

Se determinara si los individuos resistentes, por el hecho de serlo, presentan mayor
componente asiatico que el resto de los individuos (brinzales colindantes) analizados en la
misma localizacion, que no han sido seleccionados por resistencia.

Ademads, se intentard aclarar si el fendmeno de introgresion de alelos de especies
asiaticas es algo general que afecta a C. sativa en toda la RIU1 (areas costeras de Galicia).

3. Metodologia

Material vegetal: en este estudio se analizaron un total de 38 genotipos de castaio
distribuidos de la siguiente manera:
- 7 genotipos de castafio crecidos en areas costeras de Galicia (RIU1) y previamente
seleccionados en campo por la empresa TRAGSA por su posible resistencia a
Phytophthora cinnamomi (C003, C004, C042, C053, PO11, P042 y P043)
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- Un total de 26 individuos, muestreados en las mismas parcelas que los 7 genotipos
anteriores, distribuidos 3-4 individuos alrededor de cada uno de los genotipos
resistentes seleccionados.

- 5 clones hibridos artificiales interspecificos de C. sativa x C. crenata, tres de
primera generacion o F1 (CA-15, 90025 y 2671), y dos de segunda generacion o F2
(HSy 111).

El material vegetal utilizado fueron hojas jovenes de todos los individuos analizados.
Las hojas jovenes de los 26 individuos crecidos alrededor de los genotipos seleccionados se
recogieron directamente en campo. Las hojas jovenes de los 7 genotipos seleccionados por su
resistencia, y de los hibridos interespecificos se recogieron de plantas aclimatadas en los
invernaderos de TRAGSA y obtenidas por micropropagacion. Todas las hojas fueron
almacenadas a -20°C hasta su uso.

Extraccion de ADN y Amplificacion de Microsatélites (Simple Sequence Repeat, SSR):
la extraccion de ADN se llevo a cabo a partir de 100 mg de hojas usando el DNeasy Plant
Mini Kit (Qiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Se analizaron nueve loci de microsatélites previamente utilizados por nuestro grupo de
investigacion para caracterizar accesiones de Castanea seleccionadas por su resistencia a la
tinta (Gonzalez et al., 2011). Los loci analizados fueron: KT015a (Yamamoto et al., 2003);
CsCATI1, CsCAT3, CsCAT6, CsCAT14 y CsCAT16 (MARINONI ET AL., 2003); EMCs14
(BUCK ET AL., 2003) y QpZag36 and QpZagl10 (STEINKELLNER ET AL., 1997).

Las amplificaciones se realizaron en un volumen total de 20 pl de una mezcla
conteniendo tampon de reaccion (10 mM Tris-HCL pH 8.8, 50 mM KCl, 0.1% Triton X-100),
1.5 mM MgCl,, 0.2 mM de cada dNTP, 0.5 uM de cada cebador directo marcado con un
fluorescente quimico (NED, FAM, VIC 6 PET) y un cebador inverso no marcado, 25 ng de
ADN genomico (excepto KT015a, que se amplificd a partir de 10 ng) y 0.5 U de Taqg ADN
polimerasa (Bioline).

Las reacciones de amplificacion se realizaron en un termociclador Techne. El locus
KTO015a se amplifico siguiendo el protocolo descrito por Yamamoto et al. (2003) usando una
temperatura de hibridacion de 50°C. Los loci CsCATI1, CsCAT3, CsCAT6, CsCAT14 y
CsCATI16 se amplificaron segun describen Marinoni et al. (2003). Los loci QpZag36 y
QpZagl10 usando las condiciones descritas por Marinoni et al. (2003) con algunas
modificaciones (paso inicial a 94°C durante 4 min y 30 ciclos con 50°C como temperatura de
hibridacion). El locus EMCs14 se amplifico segun el protocolo descrito por Buck et al.
(2003). Los productos de PCR se separaron y detectaron usando un secuenciador automatico
ABI PRISM 3100 y el software GeneMapper (version 3.7, Applied Biosystems).

Andlisis de los datos: para representar graficamente la distribucion de la variacion
genética en los individuos objeto de estudio se aplicé un andlisis de correspondencia factorial
(FCA) a los genotipos de SSR usando el software Genetix (BELKHIR ET AL., 1996). En este
analisis se incluyeron ademds genotipos de SSRs correspondientes a accesiones de la especie
asiatica C. crenata y diversas accesiones de C. sativa de 3 regiones de procedencia (RP2,
RP4, RP19) y de 12 clones de 7 cultivares tradicionales gallegos de fruta. Todos estos
genotipos habian sido obtenidos por nuestro grupo en trabajos previos (GONZALEZ ET AL.,
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2011) y fueron incluidos con el fin de enriquecer la base genética de este trabajo y mejorar la
asignacion molecular del material objeto del presente estudio.

4. Resultados y Discusion

El andlisis de los datos obtenidos permitié determinar el genotipo correspondiente a
cada uno de los individuos de la poblacioén objeto de estudio (7 plantas seleccionadas por su
resistencia a Phytophthora y brinzales de semilla circundantes) para los nueve microsatélites
empleados en este estudio. La comparacion de los alelos asignados para cada microsatélite,
con aquellos considerados como exclusivos en trabajos previos de nuestro grupo de
investigacion utilizando una base genética mas amplia y que incluia individuos de sativa y de
especies asiaticas (GONZALEZ ET AL., 2011), permitié determinar la presencia de alelos
exclusivos en los individuos objeto de estudio.

Se establecio el numero de alelos exclusivos de C. sativa y de las especies asiaticas
asignados a los 7 individuos seleccionados, a los brinzales de semilla colindantes y a los
hibridos artificiales incluidos en el estudio (Tabla 1). Un primer andlisis mostré6 marcadas
diferencias entre las 7 parcelas muestreadas en la RIUI, con porcentajes medios de alelos
asiaticos en los brinzales analizados en esas poblaciones en valores similares (33-59% de los
alelos exclusivos) a los encontrados en algunos de los hibridos artificiales, entre ellos HS, el
que fue el hibrido mas utilizado en Espafia como patrén (PEREIRA-LORENZO ET AL.,
2010). Unicamente los brinzales muestreados en la parcela de Paderne (circundantes al
individuo C053) y muy especialmente en la de Sada (circundantes al C004) presentaron un
componente asidtico muy inferior (17 y 0% de alelos asiaticos, respectivamente) a los
hibridos artificiales.

Asimismo, en los 7 individuos seleccionados los alelos exclusivos de asiaticas
presentaron porcentajes muy variables del total de alelos exclusivos (Tabla 1). Los individuos
P043, P042 y C004 mostraron altos porcentajes de alelos exclusivos de asiaticas (67-80%),
propios de algunos de los hibridos artificiales (111-1; CA15; 90025). El individuo PO11
también parecia contener un importante componente asiatico, aunque en porcentaje mas bajo
que los anteriores. En el extremo opuesto se encuentraron los individuos C003, con tan solo
un 20% de alelos asiaticos, y el C053 sin alelos exclusivos ni de especies asiaticas ni de la
europea, muy lejos por tanto de los porcentajes de alelos asiaticos encontrados en los hibridos
artificiales. Mencion especial merece el individuo C042 que presento el total de sus alelos
exclusivos correspondientes a C. sativa, lo que podria permitir clasificarlo como un individuo
de esa especie y no un hibrido, y sin embargo es resistente a Phytophthora.

El andlisis de microsatélites se completd con el analisis de correspondencia factorial
(FCA) (Figura 1), realizado sobre genotipos multilocus con el fin de analizar graficamente la
distribucion de la wvariacion genética entre los individuos seleccionados, brinzales
circundantes e hibridos artificiales en relacion a individuos de C. crenata y C. sativa
previamente analizados por nuestro grupo (GONZALEZ ET AL., 2011). El analisis FCA
mostré un 99% de variacion acumulada en los primeros tres ejes; el primero de los cuales ya
explicod el 45% de la variacion total. La distribucion tridimensional mostrd la existencia de
dos grupos principales que se corresponden con las especies japonesa y europea; un tercer
grupo se corresponde con los hibridos artificiales en posicion intermedia entre ambas
especies, junto con las plantas seleccionadas y los brinzales de semilla.
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Tabla 1.- Numero y distribucion de alelos exclusivos obtenidos con los nueve loci de microsatélite ensayados en 7 individuos
seleccionados por su resistencia a Phytophthora cinnamomi (0-C003, 0-C004, 0-C042, 0-C053, 0-P011, 0-P042 y 0-P043) y
brinzales circundantes a cada uno de ellos (figuran con el cédigo correspondiente a cada individuo resistente precedido de
ntmeros correlativos). Los alelos exclusivos detectados en cinco hibridos artificiales aparecen también en la tabla (CA-15,
90025, 2671, HSy 111-1).

C. C. C. C. Todas las | % alelos exclus. | % alelos exclus.
sativa | crenata | mollissima | henryi | Asiaticas C. sativa asiaticos

HS 2 1 67 33
111-1 1 2 33 67
2671 2 1 67 34
CA-15 1 1 2 25 75
90025 1 1 2 25 75
0-C003 4 1 30 20
1-C003 1 1 50 50
2-C003 3 1 75 25
3-C003 3 1 75 25
Media brinzales 67 33
0-C004 1 2 33 67
1-C004 3 100 0
2-C004 2 100 0
3-C004 3 100 0
4-C004 2 100 0
Media brinzales 100 0
0-C042 3 100 0
1-C042 3 1 75 25
2-C042 1 1 1 3 17 33
3-C042 2 1 2 40 60
4-C042 1 1 1 33 67
Media brinzales 41 59
0-C053 0 0
1-C053 2 100 0

2-C053 - -

3-C053 1 1 50 50
4-C053 1 100 0

Media brinzales 83 17
0-P011 2 1 1 50 50
1-PO11 2 1 67 33
2-P011 3 1 1 60 40
3-P011 1 2 1 25 75
Media brinzales 51 49
0-P042 1 1 1 33 67
1-P042 2 1 67 33
2-P042 2 4 33 67
3-P042 5 1 83 17
4-P042 3 1 1 60 40
Media brinzales 61 39
0-P043 1 1 1 2 20 80
1-P043 4 1 80 20
2-P043 1 1 50 50
3-P043 2 2 1 1 33 67
4-P043 2 3 40 60
Media brinzales 51 49

¢

6°CONGRESQ FORESTAL
ESPANOL



7/9

Un analisis mas detallado de este tercer grupo mostrd diferencias en el componente
asiatico 0 europeo tanto de los individuos seleccionados como de los brinzales de semilla. En
ese sentido, los individuos P043, P042 y PO11 y los correspondientes brinzales de sus
poblaciones aparecieron muy alejados del grupo de C. sativa y proximos a dos de los hibridos
artificiales. Ya se habia apuntado en ellos un mayor componente asiatico por los altos
porcentajes de alelos exclusivos de especies asiaticas (Tabla 1), posiblemente relacionado
con la mayor exposicion a germoplasma hibrido en la provincia de Pontevedra.
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Figura 1.- Analisis de correspondencia factorial (FCA) basado en datos de microsatélites mostrando las accesiones
correspondientes a C. crenata (estrellas negras), C. sativa (cubos blancos), hibridos artificiales (marcados con sus codigos),
plantas seleccionadas como resistentes a Phytophthora y brinzales circundantes a cada planta resistente. Las plantas
resistentes aparecen marcadas con su codigo, los brinzales de cada planta aparecen marcados con el mismo simbolo que la
planta resistente (C003 asterisco blanco; C004 circulo blanco; C042 rombo negro; C053 tridangulo blanco; PO11 circulo
negro; P042 rombo blanco; P043 triangulo negro).

El C004 es un individuo muy préximo a tres de los hibridos artificiales, como ya lo
indicaban sus altos porcentajes de alelos exclusivos de especies asiaticas. Sin embargo se
muestreo en una parcela en la que los brinzales tienen un fuerte componente de sativa, tanto
que aparecen incluidos en ese grupo junto con los individuos de esa especie (Fig. 1). Esta
poblacion parece estar pues formada por brinzales de C. sativa sin componente alguno de
especies asiaticas. Una situacion similar se di6 para el individuo C053, sin alelos exclusivos,
y proximo segun el analisis FCA a los hibridos, mientras que sus brinzales se agruparon, con
una Unica excepcion, con los individuos de sativa.

El individuo C042, para el cual el analisis de alelos exclusivos no revelé ningun
componente asiatico pero si de sativa, aparecid en el FCA proximo a dos de los hibridos
artificiales, siendo de entre todos los individuos seleccionados el que parece tener un mayor
componente de sativa y que el analisis FCA situé mas proximo a este grupo. Este resultado
concuerda con el hecho de que este genotipo sea, de entre los 7 seleccionados, el que presenta
mayor afinidad al injerto con variedades de fruto de C. sativa (datos no mostrados).
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El hecho de que los individuos resistentes seleccionados se agrupen con hibridos
artificiales en el andlisis FCA y la mayoria presenten ademas, un alto porcentaje de alelos
exclusivos asiaticos parece apuntar a que la fuente de resistencia esté relacionada con la
hibridacion.

5. Conclusiones

1.- La valoracién conjunta de la informacion aportada por el andlisis de correspondencia
factorial (FCA) y la presencia de alelos exclusivos muestra una gran variacion genética entre
las parcelas de castafio muestreadas en la RIU 1, en algunas de las cuales parece haber
individuos con un importante componente de asiiticas que las hace similares a individuos
catalogados como hibridos artificiales. En otras poblaciones, sin embargo, el caracter de
sativa parece mas predominante.

2.- Los individuos seleccionados por su resistencia a Phytophthora parecen ser hibridos
con componente genético de sativa en diferentes grados. Los individuos C004, PO11, P042 y
P043 parecen tener un fuerte componente asiatico, menor en los individuos C003 y C053. El
individuo C042 presenta el menor componente asiatico, muy proximo a los individuos de C.
sativa y sin ningtn alelo exclusivo de especies asiaticas.

3.- Aunque el hecho de que los individuos resistentes seleccionados se agrupen con
hibridos artificiales en el analisis FCA y presenten ademas en general un alto porcentaje de
alelos exclusivos asiaticos parece apuntar a que la fuente de resistencia esta relacionada con la
hibridacion, los datos obtenidos no permiten asegurarlo puesto que la hibridacion es frecuente
también en los genotipos no resistentes.

4.- Este trabajo ha revelado la presencia de alelos asiaticos en individuos muestreados
en poblaciones de la RIUI. El porcentaje de alelos asidticos en los loci estudiados es en
algunos de los individuos analizados muy inferior al detectado en los hibridos artificiales, por
lo que para la propuesta al CNMB seria conveniente disponer de una nueva acepcion para el
género Castanea, que podria denominarse hibridos espontaneos de C. sativa Mill. A la vista
de la informacién obtenida en este trabajo podria plantearse la necesidad de una revision de la
filiacion genética de las masas consideradas por el IFN en la RIU1 como de C. sativa puro,
con el empleo de las nuevas herramientas moleculares disponibles.
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