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Resumen

En Extremadura, el castano (Castanea sativa Mill.) se considera un cultivo agroambiental, ya que su
mantenimiento genera diversos bienes (fruto, madera, miel, setas, valor medioambiental) que ayudan
a sostener la poblacion rural. Sin embargo, existen amenazas sobre el castano, como el abandono de
su cultivo por la pérdida de rentabilidad, la introduccion de genotipos foraneos sin evaluacion previa,
o la sustitucion y/o eliminacion de las variedades tradicionales. El objetivo de este trabajo ha sido la
caracterizacion de los recursos genéticos del castano en Extremadura mediante la identificacion y
caracterizacion de las variedades autéctonas de la zona. Se han analizado 115 arboles
correspondientes a 36 denominaciones varietales tradicionales empleando caracteres morfolégicos
cualitativos y marcadores microsatélites. La combinacion de ambos tipos de marcadores ha permitido
identificar 31 variedades, de las cuales 24 son autéctonas, cinco son hibridos interespecificos de C.
sativa x C. crenata, y dos pertenecen a otra region. Ademas, se han detectado cinco casos de
homonimias y otros cinco de sinonimias. Por todo ello, en este trabajo se ha constatado que el
sistema de manejo en estas zonas favorece un alto grado de diversidad genética y de distribucién
local, por lo que dichas zonas constituyen auténticas unidades de conservacion genética en cultivo
(on-farm conservation).
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1. Introduccion

En la actualidad, tanto la agricultura como la gestion forestal se caracterizan por la puesta en
valor de aspectos que van mas alld de la eficacia en la produccion, integrando todas las
externalidades que se generan. Una de dichas externalidades es la contribucién de los sistemas
productivos al mantenimiento de la biodiversidad, y dentro de esta biodiversidad, a la diversidad
genética de las especies manejadas por el hombre (HAMMER 2003).

Los agroecosistemas tradicionales se consideran los principales reservorios de la diversidad de
las variedades locales ya que preservan tanto sus procesos evolutivos como el conocimiento de los
agricultores asociado a la seleccién y manejo de dichas variedades (BRUSH & MENG 1998; THRUPP
2000; FOWLER & HODGKIN 2005). La cuenca Mediterranea alberga agroecosistemas tradicionales
de gran importancia para la preservacion de la biodiversidad de los cultivos, y el castano es un
ejemplo de dichos sistemas, cultivado desde la antigliedad para la producciéon de madera y fruto. En
esta cuenca, el castanar es un elemento cultural de muchas comarcas, conformador de paisajes de
gran valor, enriquecedor de la biodiversidad y atractivo para el turismo rural.

En Extremadura, los castanares ocupan una superficie de aproximadamente 6000 ha, y los
mas importantes se localizan en el norte (Valle del Jerte, Valle del Ambroz, y Sierra de Gata) y en el
sureste (Sierra de las Villuercas) de la provincia de Caceres. También existen extensiones de castanar
de menor importancia en Valencia de Alcantara, la comarca de La Vera, la comarca de las Hurdes y
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Cabeza la Vaca. De ellas, las principales zonas destinadas a la produccién y comercializaciéon de fruto
son el Valle del Jerte y las Villuercas en donde se emplean variedades tradicionales injertadas sobre
patrones procedentes de semilla (Figura 1). En las Ultimas décadas se esta imponiendo la tendencia
de introducir genotipos que puedan contrarrestar las principales amenazas que afectan a la especie,
como el estrés hidrico o el ataque de patégenos. En este sentido, se estd empleando material
resistente a la tinta (Phytophthora cinnamomi), clones procedentes de la hibridacién de C. sativa x C.
crenata, algunos de ellos indicados como ‘tolerantes’ al estrés hidrico.

Figura 1. Ejemplo de los castanares muestreados en Extremadura

Durante mucho tiempo, las variedades tradicionales de castano se han clasificado de acuerdo a
su origen geografico, periodo de maduracion o tipo de uso del fruto, lo que ha complicado su estudio
(FINESCHI 1998), ya que la ausencia de referencias estandar ha generado confusién con el nombre
de las variedades y se han detectado numerosos casos de homonimias y sinonimias (BOUNOUS
2002; GOBBIN et al. 2007). Los caracteres morfoldgicos constituyen el primer paso en la
identificacion varietal, y su empleo junto con los marcadores microsatélites (SSRs) ha mejorado la
identificacion de las variedades y ha puesto de manifiesto el gran acervo genético que contienen las
mismas (GOULAO et al. 2001; MARTIN et al. 2009; MARINONI et al. 2013).

En las principales areas de distribucion de la especie en Espana, el germoplasma de castano es
rico en variedades tradicionales cultivadas. Diversos estudios han catalogado un elevado nimero de
cultivares, principalmente del norte y sur de la Peninsula, confirmando la alta diversidad genética que
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implica el sistema productivo de la especie (MARTIN et al. 2009; PEREIRA-LORENZO et al. 2010;
QUINTANA et al. 2014). Estos estudios coinciden en que existe una diversidad genética autéctona,
asociada a comarcas de alto valor medioambiental, con importantes connotaciones sociales y un
patrimonio cultural desarrollado por las comunidades asociadas a su manejo.

Sin embargo, dicha biodiversidad y la de los ecosistemas que la componen estan actualmente
amenazados. Asi, los procesos de sustitucion varietal sin ningln tipo de control y limitacién, y la
introduccion de variedades exéticas sin evaluacion previa estan llevando al castafar a una situacion
critica en muchos lugares. Otra amenaza es el abandono del aprovechamiento, que junto a lo
anterior, podrian poner en peligro el mantenimiento de los sistemas tradicionales y de los genotipos
que han surgido de esta explotacion tradicional (BOUNOUS 2002; MARTIN et al. 2009; PEREIRA-
LORENZO et al. 2010).

En Extremadura, el conocimiento sobre el panorama varietal de castano es muy escaso, ya
gue hasta el momento no se ha realizado ningln estudio para identificar y caracterizar las variedades
de la regién. Si existen trabajos previos, con enfoque nacional, que incluyen dentro del material
evaluado algunas denominaciones varietales de Extremadura (RAMOS-CABRER et al. 2003; PEREIRA-
LORENZO et al. 2010), y que cifran en cuatro las variedades de la region: Temprana y Tardia en la
localidad de Cabeza la Vaca, e Injerta y Verata en la localidad de Guadalupe.

2. Objetivos

El objetivo de este trabajo es clarificar el panorama varietal del castano en Extremadura con el
fin de poder contribuir a la puesta en valor del cultivo y preservar los recursos genéticos de la especie.
Los objetivos especificos son: i) identificar las variedades tradicionales de Extremadura mediante el
empleo de caracteres morfologicos y marcadores moleculares; ii) detectar homonimias y sinonimias; y
iii) evaluar la diversidad genética contenida en las variedades identificadas, asi como sus posibles
relaciones de parentesco.

3. Metodologia

Se realizaron prospecciones en el area de distribucion de la especie en Extremadura, haciendo
mayor hincapié en las dos principales zonas productoras de castana (Figura 2). Con la ayuda de los
agricultores se recopild6 una lista de denominaciones varietales y se muestrearon arboles
representativos de cada una de ellas. El objetivo fue conseguir al menos un arbol de cada una de las
citadas denominaciones e incrementar el nimero de individuos de forma proporcional a la
importancia de la denominacioén varietal.

Se incluyeron total de 115 arboles correspondientes a 36 denominaciones varietales. Cada
entrada se caracteriz6 en funcién de 11 caracteres morfolégicos de fruto, hoja, inflorescencia y erizo
de los propuestos por la UPOV (1989) y que han mostrado una alta variabilidad para la identificaciéon
varietal (Tabla 1) (MARTIN et al. 2009).

Para los analisis moleculares se emplearon ocho marcadores microsatélites (CsCAT1, CsCAT2,
CsCAT3, CsCAT6, CsCAT14, CsCAT16, EMCs25, EMCs38) desarrollados en C. sativa (MARINONI et al.
2003; BUCK et al. 2003). Estos marcadores pertenecen a distintos grupos de ligamiento
(BARRENECHE et al. 2004) y fueron seleccionados por el alto grado de polimorfismo y poder de
discriminacién demostrado en estudios previos (MARTIN et al. 2009; MARTIN et al. 2010). La
extraccion de ADN se realizé en 20 mg de hoja liofilizada empleando el kit Qiagen DNeasy Plant mini.
La reaccion de PCR se realiz6 en un volumen total de 20ul siguiendo el protocolo del kit Qiagen
multiplex. Las muestras se analizaron con el secuenciador de ADN ABI PRISM 3100 (Applied
Biosystems).
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Figura 2. A) Distribucién del castafio en Extremadura y zonas seleccionadas para el estudio; B) Esquema
de campo empleado en la identificacion varietal; C) Ejemplo del etiquetado de los arboles

La diversidad genética del conjunto de muestras analizadas para los 8 marcadores
microsatélites se evalué con el programa GenAlex v.6. (PEAKALL & SMOUSE 2005). La probabilidad
de identidad (Pl) y nimero de genotipos se calcularon con el programa IDENTITY 1.0 (WAGNER &

SEFC 1999).
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Para la identificacion varietal y el analisis de la distancia genética entre variedades se empled
el programa NTSYS 2.1 (ROHLF 2008). El analisis de similaridad se realizé6 empleando el coeficiente
de Jaccard en el caso de los caracteres morfologicos (JACCARD 1912), y el coeficiente de LYNCH
(1990) para los marcadores microsatélites. Para estimar la significacion del dendrograma se evalué
el coeficiente de correlacion cofenético (SNEATH & SOKAL 1973).

4, Resultados

El analisis conjunto de los marcadores microsatélites y de los caracteres morfolégicos ha dado
como resultado la identificacion de 31 variedades clonales, de las cuales 24 son autéctonas, cinco
son hibridos interespecificos y dos proceden de otra region.

Dentro de las 24 aut6ctonas, tres han coincidido con las mas representativas de la region: De
Pablo en el Valle del Jerte y Verata e Injerta de Guadalupe en la Comarca de las Villuercas (Figura 2).
También se han identificado otras 12 variedades, desarrolladas en Extremadura aunque se cultivan
de forma residual, que estuvieron representadas por un nimero bajo de individuos. Ademas se han
identificado nueve variedades que no habian sido previamente descritas en la literatura (Ciolo, Del
Pais, Gorda de Navalvillar de Ibor, Injerta Antigua de las Lanchuelas, Injerta Gorda, Injerta Roja,
Injerta Temprana de Navalvillar de Ibor, Militona y Roja Casarena).

Se ha identificado un grupo de cinco variedades, compuesto por todas las entradas
correspondientes a las denominaciones Canadiense, Manolo, San Miguelena, Santos y Super, que ha
resultado ser muy diferente al resto del material analizado. La relacién de parentesco entre el citado
grupo y el resto de entradas evaluadas mostr6 un nivel de similitud bajo (1=0.25).

Finalmente, los arboles correspondientes a las denominaciones Malaguena y De Huelva
formaron dos grupos diferentes, no coincidentes con el resto de entradas y que dieron lugar a dos
variedades.

Figura 2. Ejemplo de caracteristicas morfoldgicas de fruto de las variedades estudiadas. A) Variedad De Pablo (Valle
del Jerte), B) Variedad Verata (Villuercas)
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En relacion a la caracterizacion morfolégica, los 11 caracteres estudiados resultaron
polimérficos y permitieron adscribir todas las entradas a las 29 clases evaluadas (Tabla 1). Asi, para
la forma del fruto, la clase mas frecuente ha sido la globosa, mientras que la forma elipsoide
Unicamente se ha detectado en cinco arboles pertenecientes a las denominaciones varietales
Calvotera, Super, San Miguelena y Roja Casarena (Tabla 1). Para el color, el fruto dominante fue
marrén claro, y las coloraciones oscuras fueron muy escasas, representadas sé6lo en
aproximadamente el 10% de los arboles (Tabla 1).

Tabla 1. Caracteres morfoldgicos evaluados y nimero de arboles correspondiente a cada clase

Caracter Clase N° arboles

Forma del fruto Ovoide/ Globosa/ Elipsoide 31/79/5

Color del fruto Marrén-rojizo/ Marrdn claro/ Marrén oscuro/

Marrén-negro 48/ 55/ 10/ 2

Brillo del fruto Sin brillo/ Con brillo 12/ 103
Presencia de estrias en el Sin estrias/ Con estrias 44/ 71
fruto

Tipo de estrias Sin estrias/ Patentes/ Difusas 44/ 65/ 6
Pilosidad del fruto Nula/ Media/ Alta 24/ 70/ 21
Contraste hilum-pericarpio Claro/ Difuso 112/ 3
Pda del erizo Erecta/ Corona 109/ 6
Tipo de hoja Dentada/ Mucronada 106/ 9

Longistaminada/ Mesostaminada/

Inflorescencia masculina . . )
Braquistaminada/ Astaminada

18/ 22/ 13/ 62

Fecha de maduracion Temprana/ Tardia 48/ 67

En cuanto al tipo de inflorescencia masculina, los amentos astaminados (aquéllos que no
producen polen) han estado presentes en mas de la mitad de las denominaciones varietales,
mientras que los longistaminados (amentos con estambres en forma de plumero que producen una
gran cantidad de polen) han sido poco frecuentes, apareciendo s6lo en aproximadamente en el 15%
de las entradas evaluadas (Tabla 1).

Para los demas caracteres (brillo, pilosidad, presencia y tipo de estrias, contraste hilum-
pericarpio, fecha de maduracion, tipo de erizo y tipo de hoja) se detectd una clase dominante
representada por mas de la mitad de los individuos estudiados (Tabla 1).

El total de alelos para el conjunto de los ocho SSRs evaluados fue 72, variando entre cuatro y
14 alelos por locus para EMCs25 y CsCAT3, respectivamente (Tabla 2). El nimero de genotipos
identificados por locus fue alto, excepto para el marcador EMCs25 que mostré un bajo nivel de
discriminacion (Tabla 2). En cuanto a la distribuciéon de las frecuencias de alelos, 13 fueron alelos
comunes (frecuencia >20%), 22 alelos tuvieron una frecuencia intermedia (5-20%), 14 alelos fueron
raros (frecuencia <5%), y 23 alelos fueron exclusivos, que estuvieron localizados en siete de los ocho
marcadores y permitieron identificar 14 de las 31 variedades del estudio.
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El promedio de heterocigosidad observada (Ho) fue 0.638, variando entre 0.209 (EMCs25) y
0.826 (CsCAT1). La heterocigosidad promedio esperada (He) fue 0.640, con el valor mas bajo para el
locus EMCs25 y el mas alto para CsCAT3 (Tabla 2). El coeficiente de consanguinidad (Fis) mostré
valores cercanos a 0, y Unicamente en EMCs25, locus de menor polimorfismo, fue significativamente
distinto a cero (Tabla 2).

Tabla 2. Diversidad genética encontrada en los 115 individuos para los ocho marcadores SSRs analizados

Locus N° Alelos N° Genotipos Ho He Fis
CsCAT1 8 10 0.617 0.563 -0.102
CsCAT2 13 13 0.652 0.637 -0.028
CsCAT3 14 19 0.826 0.864 0.040
CsCAT6 10 13 0.513 0.530 0.028

CsCAT14 8 11 0.748 0.649 -0.158
CsCAT16 6 11 0.739 0.707 -0.050
EMCs25 4 4 0.209 0.413 0.492%*
EMCs38 9 16 0.800 0.758 -0.060

Ho, heterocigosidad observada; He, heterocigosidad esperada; Fis, coeficiente de consanguinidad; * Diferencias
significativas P<0.05

Finalmente, se han detectado cinco casos de sinonimias (variedades con diferentes nombres
que son iguales) y otros cinco de homonimias (variedades con el mismo nombre que son distintas).
Los casos de sinonimias correspondieron a denominaciones que presentaron caracteristicas
morfolégicas de fruto muy similares a las variedades mas importantes de la regién (De Pablo y
Verata). Los casos de homonimias estuvieron asociados con el término “injerta”, empleado por los
agricultores para designar arboles que estan injertados.

5. Discusion

Los resultados de este trabajo han puesto de manifiesto una elevada variabilidad genética en
los castanares de fruto en Extremadura. El uso combinado de los marcadores morfologicos y
microsatélites ha permitido identificar 31 variedades clonales, 24 de ellas autoctonas.

El resultado mas importante derivado de la caracterizacion morfolégica ha sido el alto
porcentaje de variedades con amentos masculinos astaminados. En Espana, la mayor parte de las
variedades poseen amentos de tipo mesostaminados y longistaminados, patron que se repite en las
comunidades auténomas de Asturias, Galicia, y Castilla y Leén (PEREIRA-LORENZO et al. 2006).
Unicamente en Extremadura, dichos autores han descrito un alto grado de denominaciones varietales
astaminadas, confirmando nuestros resultados. Ademas, resultados similares a la situacion descrita
en Extremadura se han encontrado en la provincia de Huelva, donde dos de las variedades mas
importantes (Helechal y Comisaria) son astaminadas (MARTIN et al. 2009). Esto implica la necesidad
de introducir individuos con amentos longistaminados que sirvan de polinizadores. En el caso de la
comarca Villuercas, los arboles denominados “reboldanos” (sin injertar) juegan un papel importante
en este respecto, ya que en su mayoria presentan amentos que producen gran cantidad de polen, y
segln la informacién proporcionada por los agricultores se encuentran situados estratégicamente
para este fin, en la linde de las fincas.
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En cuanto a la diversidad genética detectada, nuestros resultados fueron similares a los
descritos en otras zonas de Espana. En Andalucia, un estudio realizado con 100 individuos y 7 SSRs
identificd 8.7 alelos por locus y 23 alelos exclusivos (MARTIN et al. 2009); en el Bierzo, a partir de
169 arboles estudiados con 7 SSRs, se han descrito un total de 8.4 alelos por locus (QUINTANA et al.
2014). Por el contrario, estudios en Galicia con un tamano de muestra similar a los descritos han
mostrado valores inferiores (FERNANDEZ-LOPEZ & FERNANDEZ-CRUZ 2015).

El perfil genético de las variedades Canadiense, Manolo, San Miguelena, Santos, y Super, que
resultd muy diferente al resto del material analizado, se compar6 con el perfil de otros genotipos
identificados en la Peninsula Ibérica (MARTIN et al. 2009; PEREIRA-LORENZO et al. 2010; QUINTANA
et al.,, 2014), no encontrandose en ningln caso equivalencias. Sin embargo, se detectaron alelos
especificos de C. crenata. La explicacion mas plausible es que estas denominaciones sean hibridos
interespecificos C. sativa x C. crenata, de los que Espana tiene una de las colecciones mas amplia y
diversa, y que son utilizados para plantaciones forestales y frutales, bien como productores directos, o
bien como patrones de las variedades del pais (PEREIRA-LORENZO et al. 2010).

Del mismo modo, el perfil genético de las denominaciones De Huelva y Malaguena se compar6
con la base de datos publicada de las variedades tradicionales de Andalucia. Se comprobé que la
denominacién De Huelva correspondié a la variedad Temprana, una variedad muy apreciada por su
maduraciéon precoz, y la denominacion Malaguena correspondié a la variedad Pilonga, la mas
importante de la provincia de Malaga (MARTIN et al. 2009). Estos resultados confirman el gran flujo
de material que existe por parte de los agricultores, los cuales transportan plas de aquellas
variedades tradicionales mas productivas (FINESCHI 1998; BOUNOUS 2002).

Ademas, se han detectado cinco sinonimias y otras cinco homonimias en el material evaluado.
Estos casos se han registrado ya en estudios previos con variedades tradicionales de castano en
Europa (GOBBIN et al. 2007; MARTIN et al. 2009; FERNANDEZ-LOPEZ & FERNANDEZ-CRUZ 2015). El
caso mas llamativo, fue el descrito para los cultivares de tipo “Marron” (castana de excelente calidad)
en Italia, en el que un estudio ha llegado a identificar hasta seis sinonimias (MARTIN et al. 2010).

6. Conclusiones

Los resultados obtenidos en este trabajo han puesto de manifiesto que los castanares
extremenos albergan numerosas variedades tradicionales fruto de los procesos selectivos efectuados
por los agricultores, por lo que son un importante reservorio de diversidad.

Se constata que estos recursos genéticos se estan viendo amenazados por diferentes
circunstancias, entre las que destaca la sustitucion de variedades autéctonas por hibridos mejor
adaptados a las exigencias del mercado, sin evaluacion previa. Se sugiere establecer medidas para la
salvaguarda de dichas variedades tradicionales, como la tipificaciébn de la castana, establecer
colecciones de germoplasma que aseguren una conservacion ex situ representativa, y el fomento de
acciones que permitan el mantenimiento de los agroecosistemas en los que se encuentra el castano.
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