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Nuevos Materiales Forestales de Reproduccion de Castanea sp. de categoria cualificado
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Resumen

TRAGSA realizo en la costa gallega en 2003 una seleccion de individuos de castafio del pais
aparentemente resistentes a la tinta. Se muestrearon areas afectadas por la enfermedad,
seleccionando arboles sanos de diametro superior a 50 cm, con las mejores caracteristicas de
forma y calidad. Los genotipos seleccionados fueron establecidos en cultivo in vitro y las
vitroplantas resultantes se testaron por resistencia a Phytophhtora cinnamomi, Se
caracterizaron molecularmente para determinar su filiacién genética, se crioconservaron y se
establecieron en parcelas de ensayo para determinar: supervivencia a la implantacion,
sensibilidad al frio y/o sequia, precocidad de la brotacion, forma del fuste, altura de la cruz,
vigor, rectitud y dominancia apical. Los datos relacionados con la forma y pauta de
crecimiento, se toman de manera provisional a los 3 afios y definitiva a los 5 afios. Con las
caracteristicas conocidas en este momento (resistencia a tinta, supervivencia a la
implantacion, precocidad y tasas de propagacion vegetativa), se han registraron en el Catalogo
Nacional de Materiales de Base (CNMB), como clones cualificados, 7 genotipos resistentes o
altamente resistentes que se recomiendan para su uso como portainjertos tanto por su
resistencia como por la mayor compatibilidad al injerto de variedades de fruto.
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1. Introduccion

La incidencia de la tinta en Espafia ha supuesto una alta regresion de la especie en las
zonas litorales y la presencia cada vez mas endémica y en un mayor nimero de zonas de la
enfermedad (Galicia interior 0 en zonas elevadas). La precipitacion anual y la duracion del
periodo de sequia son los principales parametros que regulan la presencia de las diferentes
especies de Phytophthora siendo P. cinnamomi 'y P. cambivora las mas significativamente
asociadas con el decaimiento de los arboles y la expresion de sintomas (VETTRAINO et al.,
2001).

La amenaza de la enfermedad se conjug6 con una apuesta fuerte de la Administracién
en la década del 2000 por la reforestacion con frondosas nobles, o que generd una fuerte
demanda de planta de castafio. Sélo en Galicia, se estimaban necesarias 600.000 plantas para
2008. La medida mas coherente pasa por el empleo de materiales seleccionados por su
resistencia a la enfermedad. Los hibridos interespecificos desarrollados y seleccionados por el
CIF Lourizan (C. sativa x C. crenata 0 C. sativa x C. mollisima) son tolerantes (MIRANDA-
FONTAINA et al., 2007) y se emplean como portainjertos en soutos, 0 por sus aptitudes para
la produccion de madera o fruto (RESOLUCION de 25 de octubre de 2007 -BOE n° 272, 13-
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11-2007). Estos materiales sin embargo, se recomiendan fundamentalmente para zonas
litorales por su sensibilidad a las heladas tardias y a la sequia estival. Por otra parte, la
conservacion de los recursos genéticos propios hacia aconsejable la seleccién y mejora del
castafio del pais (Castanea sativa) para la obtencién de clones o familias con caracteristicas
de tolerancia.

En este contexto la Unidad de Viveros Propios de TRAGSA, apoyada por la
Subdireccién de | + D + i de la empresa, comenzé en el afio 2000 un programa de seleccién
de individuos de Castanea sativa gallegos, resistentes a Phytophthora.

2. Objetivos

Este trabajo pretende aportar nuevos MFR de castafio del pais con caracteristicas de
resistencia a la enfermedad de la tinta que, a diferencia de los materiales disponibles en la
actualidad de origen hibrido, se adapten mejor a las condiciones de Galicia Interior y tengan
una mayor compatibilidad al injerto con las variedades tradicionales de fruto.

3. Metodologia

Material vegetal: Entre los afios 2002 y 2003 se seleccionaron arboles que cumplieran
con los siguientes requisitos:
I.  Arboles de zonas marcadamente afectadas por Phytophthora (BOUHIER,
1979; MOLINA, 1984; FERNANDEZ DE ANA MAGAN et al., 1998;
VIEITEZ et al., 1999)
1. Arboles que hubieran estado suficientemente expuestos a la enfermedad
(diametro minimo 50 cm)
I1l.  Arboles que no estuvieran infectados en ese momento con la enfermedad
IV.  Arboles que cumplieran las mejores condiciones de forma y calidad

Para la localizacion de estos arboles se empled la base de datos del Mapa Forestal de
Espafia, del Il Inventario Forestal Nacional (IFN) asi como GPS y cartografia 1: 5000 de la
CPTOPV (Xunta de Galicia).

Micropropagacion: de los arboles seleccionados se muestred durante el invierno
material ontogénicamente joven (brotes basales y epicdrmicos) que se conservo a 4°C hasta la
primavera, momento en que el material fue forzado a brotar en camara controlada. A los 10-
15 dias se produjeron nuevos brotes que fueron cosechados y desinfectados superficialmente
con una solucién de hipoclorito sddico. Los segmentos internodales de 1-1,5 cm con 1 0 2
yemas se establecieron en cultivo in vitro, se trasfirieron a medio fresco a los 15 dias y
posteriormente se subcultivaron cada 4 semanas. Tras algunos ensayos preliminares, la
propagacion se realizd en tres etapas: i. Multiplicacion en medio GRESSHOFF & DOY
(1972) adicionado con sacarosa 30 g/L, Bacto agar 7 g/L y bencil aminopurina (BAP) 0,1
mg/L durante 4 semanas bajo luz fotoperiodica (16 h 25°C luz, 8 h 20°C oscuridad, ii.
Elongacion en medio MURASHIGE & SKOOG (1962) adicionado con sacarosa 30 g/L,
Bacto agar 7 g/L y BAP 0,1 mg/L, iii. Enraizamiento de los brotes elongados mediante
inmersion basal en una solucion de acido indolbutirico (AIB) 1 g/L durante 1 min vy
transferencia a sustrato en bandeja forestal con proteccién contra la deshidratacion en camara
controlada (16 h 25°C luz, 8 h 20°C oscuridad).
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Las variables que se midieron fueron la Tasa de Multiplicacion (TM: ndmero de nuevos
explantos obtenidos de cada explanto inicial al final del periodo de multiplicacion); la Tasa de
Elongacion (TE: numero de explantos enraizables de mas de 4 cm obtenidos de cada explanto
inicial al final del periodo de elongacion); Tasa de Enraizamiento (TR: porcentaje de
explantos enraizados de los inicialmente dispuestos a enraizar al cabo de los 2 meses) y Tasa
de Supervivencia (TS: porcentaje de plantas supervivientes al cabo de los 3 meses del paso a
suelo). Las variables se midieron en cada subcultivo y se ha considerado la media de 3
subcultivos entre mayo y agosto de 2008.

Evaluacion de resistencia a Phytophthora cinnamomi: se evalué mediante un test de
inoculacién al sustrato, irrigando plantas aclimatadas de una savia creciendo en macetas de 2
L, con una solucién que contenia el micelio triturado de una cepa del hongo suministrada por
la Estacion de Fitopatologia do Areeiro (EFA). Las macetas se mantuvieron en condiciones de
encharcamiento durante todo el ensayo. Se inocularon 18 plantas de cada clon, agrupadas en 3
réplicas de 6 individuos y otras 6 plantas se mantuvieron sin inocular como control. En cada
test se incluyeron plantas clonales de C. sativa, y de C. crenata y del clon HS como testigos
susceptibles y resistentes respectivamente. Entre 2007 y 2011 se testaron 91 genotipos en 8
ensayos, a medida que se disponia de plantas aclimatadas de cada clon en nimero suficiente.
Las variables evaluadas fueron: supervivencia, nivel de dafio general (indice entre 0 -sin
dafo- y 4 -totalmente muerto-), necrosis en raices (indice entre 0 y 5), y necrosis en el cuello
de la raiz, porcentaje de circunferencia y longitud de la lesion (Vettraino et al., 2001;
MIRANDA-FONTAINA et al, 2007).

Los clones mas resistentes de cada ensayo, considerando como tales los que presentaron
un comportamiento semejante a C. crenata, 14 clones en total, se volvieron a testar juntos en
2011. En este caso la inoculacion se hizo con una mezcla de 5 cepas diferentes, la
proporcionada por la EFA y 4 suministradas por la Micoteca del Centro de Investigaciones
Forestales de Lourizan. Se incluy6 ademas el clon hibrido HS como control resistente. El
efecto del genotipo sobre las variables medidas se evalu6 mediante Andlisis de Varianza
(ANOVAL). La comparacion entre medias se realizd mediante el test de la Minima Diferencia
Significativa (MDS) al 95% de probabilidad (p = 0,05). Los datos porcentuales fueron
transformados mediante la raiz cuadrada del arcoseno para el analisis de varianza. Se
seleccionaron como resistentes Unicamente aquellos que no diferian significativamente de C.
crenata en ninguna de las variables medidas.

Parcelas de ensayo: en otofio-invierno de 2008-2009 se establecieron las dos primeras
parcelas de ensayo con los clones de la coleccion. Una en la region de procedencia Galicia
Litoral (As Pontes, A Corufia) y otra en la region de Montafias y Mesetas Interiores de Galicia
(Vilardevos, Ourense), con la intencion de comprobar el comportamiento de los clones
seleccionados en cada una de las RIUs gallegas y de esa manera disponer en el futuro de
recomendaciones de uso en cada zona. En enero de 2011 se establecié una tercera finca de
ensayo en Rodanillo, en el Bierzo, en una zona muy afectada por chancro, con la intencién de
tener datos del comportamiento de los clones frente a esta enfermedad. El establecimiento de
estas parcelas es la condicion previa a la propuesta de los clones al CNMB.

Las parcelas tienen un disefio de bloques completos al azar, con 3 repeticiones y 9
copias de cada genotipo por repeticion. Las variables medidas anualmente son supervivencia,
brotacion y crecimiento en altura y diametro de cuello de raiz. En las parcelas gallegas,
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ademas, ya se han recogido algunos datos de forma y pauta de crecimiento de la tercera
anualidad, informacién que se ha incorporado en las fichas de propuesta al CNMB.

4. Resultados y Discusion

El resultado de la fase de seleccion en campo, fueron 206 individuos seleccionados en
un total de 18.808,84 ha muestreadas correspondientes a 513 teselas del Mapa Forestal con
presencia de castafio en las zonas 1 y 2 de BOUHIER (1979) (CUENCA et al., 2009).

De los 206 arboles seleccionados, 199 se establecieron en cultivo in vitro y 137 se
mantienen desde entonces estables en cultivo. Durante el proceso de establecimiento y
cultivo, se optimizaron los protocolos de micropropagacion publicados (BALLESTER et al.,
1992; MIRANDA Y FERNANDEZ, 1992; SANCHEZ et al., 1997; BALLESTER et al.,
2001), de modo que en la actualidad el cultivo se realiza en 3 etapas en medio semisolido (SS)
o también en 3 fases en medio liquido mediante inmersion transitoria (TIS). Los resultados
obtenidos en TIS se presentan en otro trabajo de este Congreso.

Tabla 1. Datos de micropropagacion: Tasa de multiplicacion (TM), elongacion (TE), enraizamento (TR) y supervivencia
(TS) de los 7 clones resistentes propuestos al CNMB. Datos presentados: media + error estandar

™ TE TR (%) TS (%)
C003 0,76 + 0,03 0,49 +0,03 80,94 + 558 74,50 + 12,00
C004 1,10 + 0,05 0,57 +0,13 68,78 + 18,26 96,67 + 3,34
C042 1,19 + 0,09 0,67 +2,50 94,16 + 2,50 74.84 17,11
C053 1,13+0,15 0,68 + 0,07 34,36 + 8,10 45,00 + 6,61
P011 1,07 0,10 0,81 +0,08 98,33 +1,02 78,33+ 6,81
P042 1,18 +0,06 0,63 +0,07 80,19 + 9,36 95,14 + 2,25
P043 0,56 + 0,05 0,34 +0,05 39,58 + 11,90 20,00 + 12,65
Media 1,00 + 0,10 0,59 + 0,06 70,91 +9,51 69,21 + 17,44

Las tasas de multiplicacion y elongacion (Tabla 1), son relativamente bajas.
MIRANDA-FONTAINA y FERNANDEZ-LOPEZ (2001) multiplicando 35 clones hibridos,
obtienen una tasa media de 3,94 en medio GD pero no proporciona datos de elongacién ni
enraizamiento. Sin embargo, estos 35 clones eran todos de origen juvenil mientras que en
nuestro caso, los genotipos fueron establecidos a partir de arboles adultos, cuya propagacion
es previsiblemente més complicada que la de los genotipos juveniles.

Las tasas de enraizamiento y aclimatacion (Tabla 1) sin embargo, son relativamente
buenas, salvo para los clones C053 y P043, que son los mas recalcitrantes al enraizamiento.
Para estos dos clones, especialmente para P043 que ademas produce pocos brotes enraizables,
es necesario plantear un sistema de multiplicacion alternativo, que si no resulta mas eficaz,
sea al menos, mas econdmico que el cultivo in vitro (estaquillado semiherbaceo o acodo).

Respecto a la evaluacion de resistencia, los 8 ensayos previos han sido descritos
previamente (CUENCA ET AL., 2010). En ellos, se encontré una elevada variabilidad con
resultados diferentes para C. crenata y C. sativa en cada ensayo, probablemente debido a la
influencia de la estacion del afio y por tanto el estado fisiologico de la planta en ese momento
especifico. Por ello, los clones que se comportaban tan bien o mejor que C. crenata se
seleccionaron para ser evaluados de nuevo juntos en 2011 (Tabla 2) incluyendo el clon HS
entre los controles, e introduciendo un mayor nimero de cepas de Phytophthora cinnamomi
en la inoculacion.
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Tabla 2. Datos de las variables medidas en el test final de resistencia. S (supervivencia), ND (nivel de daiio), NNR (nivel de
necrosis de raiz), CCN (circunferencia de cuello necrosado) y LCN (longitud de cuello necrosado). Sombreados los valores

que no difieren significativamente de C. crenata y/o HS

Clon S (%) ND NNR CCN (%) LCN (cm)
C006 16,67 + 9,62 3,22 +0,39 2,55 +0,22 85,28 + 7,40 42,14 + 5,46
PO1D 61,11 + 5,56 1,78 +0,15 0,89 * 0,20 41,39 + 8,48 19,89 + 6,92
P014 44,43 + 24,24 2,72 +0,67 2,28 40,82 53,33 + 21,24 19,95+7,6
P042> | 66,67 +2546 1,95 + 0,64 1,22 +0,66 32,22 + 24,37 13,11 + 9,47
C017 33,33 £9,62 2,89 +0,34 1,94 +0,31 61,11 + 14,70 34,17 + 8,58
004 94,44 + 556 0,89+0,11 1,45 +0,15 5,56 + 5,56 3,06 + 3,06
P013 44,46 + 22,23 2,41+0,70 2,37+0,19 41,67 + 16,67 33,20 + 14,93
C005 33,33 £19,25 2,95 + 0,64 2,50 + 0,50 50,00 + 9,62 35,67 + 10,77
C063 44,44 + 5,56 2,56 + 0,06 3,00+0,33 63,89 +2,78 40,06 + 12,78
@C042> | 61,11+30,93 2,00 + 1,00 1,60+0,95 | 48,61+2595 18,55 + 15,92
P028 16,67 + 9,62 3,28 +0,22 3,33+0,19 85,00 + 8,22 46,20 + 5,51
P043> | 77,78+2222 1,67 + 0,67 1,22 +1,06 22,22 + 22,22 12,11+ 12,11
C003> | 83,33+16,67 1,83+0,83 1,61+0,94 | 40,83+30,10 6,45+ 5,78
C053 | 8889+556 0514016 | 1424013 10,00 + 5,09 2,86+ 1,68
HS 75,56 + 12,37 1,60+ 0,31 1,26 +0,52 26,11 + 13,48 14,04 + 7,44
CS 33,33+ 0,00 2,78+0,11 2,61+0,20 70,00 + 3,33 28,44 + 0,45
CC 94,44 + 5,56 0,89 + 0,06 0,33+0,19 5,56 + 5,56 522 +5,22
p 0,0016** 0,0007%** 0,0000%** 0,0017** 0,0002%+**
LSD 36,7166 1,3443 1,5176 34,6491 24,5169

El andlisis de varianza mostré diferencias significativas para todas las variables
medidas. MIRANDA-FONTAINA et al. (2007) testaron 50 clones midiendo las mismas
variables salvo el nivel de dafio, y también encontraron diferencias significativas entre clones
para todas ellas. Los valores de cada variable que cumplen con el criterio de resistencia
establecido (no diferir de C. crenata) aparecen sombreados en la tabla. Siete de los catorce
clones testados, no presentan diferencias significativas con C. crenata y/o HS para ninguna de
las variables, y son por tanto los que consideraremos resistentes. Esto supone por tanto, 7,7%
de los clones testados, mientras que MIRANDA-FONTAINA ET AL. (2007) encontraron
resistentes un tercio de los clones testados con criterios similares, si bien 46 de los 50 clones
eran hibridos.

Para establecer un ranking (Tabla 3), consideramos el nivel de resistencia-
susceptibilidad segun el valor medio obtenido para la variable medida mas discriminante, que
fue el nivel de necrosis de la raiz siempre y cuando, ademas, el valor de la siguiente variable
mas discriminante, el porcentaje de circunferencia de necrosis de cuello, no difiriera
significativamente del obtenido en el mismo test para C. crenata. De este modo el clon PO11
se considera altamente resistente, los clones P042, P043, C003, C004, y C0053 resistentes y
C042 parcialmente resistente, dado que difiere de C. crenata para la circunferencia de cuello
necrosado. MIRANDA-FONTAINA et al. (2007) sefialan estas dos variables como las de
mayor heredabilidad y por tanto las més adecuadas para realizar la seleccion. En nuestro caso,
son efectivamente, las que més clones discriminan como significativamente diferentes.
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Tabla 3. Ranking de resistencia de los nuevos materiales segun los resultados de las variables mas discriminante: NNR:
nivel necrosis de raiz; CCN: circunferencia de cuello con necrosis; RR: altamente resistente (NNR 0-1); R: resistente (NNR
1-2); n.s: no significativo; *: significativo al 95% de probabilidad

NNR CCN (%)
Clon Media Nivel de Clon Media | Diferencia con
resistencia CCy/o HS

C.crenata | 0,33 RR C. crenata 5,56 n.s.
PO11 0,89 RR C004 5,56 n.s.
P042 1,22 R C053 10 n.s.
P043 1,22 R P043 22,22 n.s.
HS 1,26 R HS 26,11 n.s.
C053 1,42 R P042 32,22 n.s.
C004 1,45 R Co003 40,83 n.s.
C042 1,60 R PO11 41,39 n.s.
€003 1,61 R C042 48,61 *

Al estudiar los valores medios de las variables de adaptacién (supervivencia,
precocidad) y crecimiento (incremento en altura y diametro) de cada una de las parcelas de
ensayo establecidas (Tabla 4), vemos que la parcela de la RIU1 tiene mayores crecimientos
que las de la RIU2, y mayor supervivencia a largo plazo, lo que refleja una mejor adaptacion
general al clima atlantico.

Tabla 4. Valores medios de las variables de adaptacion y crecimiento de las parcelas de ensayo

Nombre N Genotipos + Implantacién 2012*
Provincia RIU —
parcela Controles Fecha | Superv. (%) | Superv. (%) | Brotacién | Ah (cm) | A®@ (mm)
Monte Seixo | La Corufia | RIUL 40+4 ene-09 80,2 55,3 33,2 13,5
Vilardevos Ourense RIU2 20+ 2 dic-08 69,1 36,7 12,7 4,8
Rodanillo Lebn RIU2 83+4 ene-11 85,2 85,2 precoz 22,6 0,2

* Datos del afio 3 para las parcelas de M. Seixo y Vilardevds y del afio 1 para Rodanillo.

Centrandonos en los resultados obtenidos en la parcela de Rodanillo, Unica que contiene
todos los clones propuestos al CNMB (Tabla 5), vemos que 5 de los 7 clones son precoces en
brotacion (entre el 25 de marzo y 15 de abril) y los clones P042 y P043 muy precoces (antes
del 25 de marzo).

Tabla 5. Datos de supervivencia, crecimiento y brotacion de los clones propuestos al CNMB respecto a los controles en la
parcela de Rodanillo (Leon).El andlisis de los datos se realizo para el conjunto de los 87 genotipos de la parcela.

CLON Supervl Ahl AD1 Brotacion
C003 93,3 71,9 2,6 Precoz
C004 92,6 40,2 1,9 Precoz
C042 100 15 0,2 Precoz
C053 92,1 20,4 0 Precoz
PO11 92,6 10,2 0 Precoz
P042 100 23,2 0,7 Muy Precoz
P043 100 79 7,3 Muy Precoz

CS 92,6 19,4 -2,8 Precoz
CC 92,6 3,5 -15 Muy Precoz
p 0,0111* 0,0000*** 0,0019*
MDS 26,17 29,91 5,03
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Todos los clones presentan una supervivencia a la implantacion superior al 90% y
tienen unos crecimientos que no difieren significativamente de C. sativa excepto el clon
CO003, que el primer afio presenta un crecimiento en altura y grosor significativamente muy
superiores, y el clon P043, cuyo diametro crece significativamente mas de C. sativa y el resto
de los clones seleccionados. FERNANDEZ-LOPEZ et al. (2008) emplean estas variables,
entre otras para seleccionar clones hibridos de castafio por su produccion de madera,
sefialando una mayor heredabilidad de las variables brotaciény altura.

5. Conclusiones

El programa de seleccion y mejora desarrollado por TRAGSA, ha permitido catalogar
7 nuevos clones de castafio con categoria cualificada. Estos materiales presentan un alto nivel
de tolerancia a la tinta, y son capaces de ser reproducidos vegetativamente por
micropropagacion, por lo que se proponen inicialmente para su uso como portainjertos.

La informacion proporcionada por los ensayos permitira en el futuro elevar la categoria
de estos materiales, establecer nuevas recomendaciones de uso asi como continuar con el
programa de seleccién, por otras caracteristicas (produccién de madera, de fruto, resistencia a
chancro...). Los materiales ya han sido incluidos en el Rexistro Galego de Materiais de Base
para a Producion de Materiais Forestais de Reproducion (Resolucion do DOG n° 178, del 18
de setembro de 2012) y en el CNMB (Resolucién del 18 de febrero de 2013, BOE n° 55 del 5
de marzo de 2013).
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