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Aplicacion de los microsatélites en la identificacion de materiales de base de castafio

FERNANDEZ CRUZ, J1, FERNANDEZ LOPEZ, J.1

1 Centro de Investigacion Forestal de Lourizan. Conselleria do Medio Rural. Xunta de Galicia

Resumen

Los materiales de base de castano estan formados por poblaciones, plantaciones y clones de los
que se obtiene el material forestal de reproduccion, tanto semillas como plantas, que se
multiplican en viveros, para su comercializacion. Los procedimientos de certificacion garantizan
el origen o identidad de los materiales de reproduccion. Los marcadores genéticos son una
herramienta importante en la verificacion de la identidad clonal y del origen del material. Entre
ellos destacan los microsatélites, que son secuencias cortas de nucleétidos (de 1 a 6 bases)
repetidas en tdndem un ndmero elevado de veces. Estas repeticiones en el nimero de copias
pueden llegar a ser diferentes entre individuos, permitiendo, en castano, la identificacion de
variedades tradicionales de Castanea sativa e hibridos interespecificos entre el castano europeo
(C. sativa) y las especies asiaticas (Castanea crenata y Castanea mollissima). Ademas, son Utiles
para verificar el origen geografico de lotes de semillas o de plantas, determinar su diversidad y la
presencia de contaminantes.
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1. Introduccion

El castano es una especie de doble aptitud, muy demandada comercialmente por la calidad de
su madera y fruto. Para la produccion de madera, existen en la actualidad diversos materiales
forestales de reproduccion agrupados en rodales, huertos semilleros y clones hibridos resistentes
a Phytophthora cinnamomi Rands. Por otro lado, existen también variedades tradicionales y
portainjertos hibridos que son productores directos de castafia como el clon 90044.

Para la identificacion y la verificacion de la autenticidad del material de base y de variedades
comerciales, los marcadores moleculares son una excelente herramienta, ya que permiten, tanto
a los productores como a las administraciones competentes, un apropiado seguimiento en los
procesos de produccién, comercializacion y utilizacion de algunos tipos de material forestal de
reproduccién (ALIA et al., 2005).

Un marcador molecular es una secuencia de ADN conocida y localizada en un lugar especifico del
genoma y asociada con la herencia de un caracter o de un gen ligado (FAO, 2010). Un tipo de
marcador molecular son los microsatélites (LITT Y LUTY, 1989), formados por secuencias cortas,
de 1 a 6 bases nucleotidicas, repetidas en tandem un nimero alto de veces (SELKOE Y TOONEN
2006) y distribuidos de forma uniforme por todo el genoma. El tamano de un locus varia entre 5-
40 repeticiones, aunque también se pueden encontrar cadenas de mayor tamano. Los
microsatélites presentan herencia mendeliana simple y son marcadores codominantes, ya que se
pueden diferenciar individuos homocigotos y heterocigotos, y son altamente polimérficos porque
presentan un elevado nimero de alelos en un mismo locus, permitiendo la discriminacion entre
individuos.
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Los microsatélites se pueden clasificar en tres tipos (WEBER, 1990):

- Puros o perfectos: presentan un solo motivo repetido n veces en serie. €j: (AC)o

- Puros interrumpidos: tienen un solo motivo repetido n veces, donde se intercalan
nucleétidos entre las distintas repeticiones. ej: (CA)2AA(CA) 12

- Compuestos: poseen dos 0 mas motivos repetidos en serie. ej: (GT)2(TG)10

Si se tiene en cuenta el nimero de repeticiones, pueden clasificarse como dinucleétidos,
trinucledtidos o tetranucleétidos si cada motivo de repeticion presenta 2, 3 6 4 nucleétidos
respectivamente (GUICHOUX et al., 2011).

En este trabajo se muestra el empleo de los microsatélites para la identificacion de variedades
tradicionales, registradas en el registro de variedades comerciales e hibridos artificiales entre el
castano europeo (Castanea sativa) y las especies asiaticas (Castanea crenata y Castanea
mollissima), que estan aprobados como material forestal de reproduccion cualificado o
controlado. Otra aplicacion de estos marcadores es su utilizacion para comprobar el origen
geografico de lotes de semillas o de plantas, determinar su diversidad y la presencia de
contaminantes.

Los métodos moleculares comienzan con la extraccion de ADN de hojas o yemas de castano
congeladas a -80°C, utilizando el kit de extraccion DNAeasy plant mini kit de Quiagen vy la
cuantificacién del mismo mediante técnicas espectrofotométicas empleando el Biophotometer
plus de Eppendorf. Para la caracterizacion molecular se emplean un total de 10 microsatélites:
CsCAT3, CsCAT14, CsCAT16, CsCAT41 (MARINONI et al., 2003), EMCs2, EMCs14, EMCs15 (BUCK
et al., 2003), QpZAG36, QpZAG110 (STEINKELLNER et al., 1997) y QrZAG96 (KAMPFER et al.,
1998). Las reacciones de PCR se realizan en un volumen final de 20uL que contene 1x
DreamTaq buffer (Fermentas UAB, Vilnius, Lituania), 2.0 mM MgCl> (Fermentas), 200 mM de
cada dNTP (Fermentas), 0.2 uyM de primer forward marcado con D2, D3 o D4 (Sigma-Aldrich,
Spain) dependiendo del microsatélite, 0.2 yM de primer reverse no marcado (Sigma-Aldrich), 10
ng de ADN gendmico, 0.5 U de Taq polimerasa DreamTaq (Fermentas), y agua MilliQ. Las
amplificaciones se hicieron en 2 termocicladores: I-Cycler (Bio-Rad, Foster City, California, EEUU) y
Veriti (Applied Biosystems, Foster City, California, EEUU). Las condiciones de amplificacion fueron
las siguientes: 95°C durante 5 min, seguidos de 24-35 ciclos a 95°C durante 45 s, la
temperatura de la fase de hibridacion fue diferente dependiendo del microsatélite
(STEINKELLNER et al., 1997; KAMPFER et al., 1998; MARINONI et al., 2003; BUCK et al., 2003),
durante 45 s, y 1.5 min a 72°C, y una extension final a 72°C durante 10 min. Se incluyeron
controles positivos y negativos para verificar que las reacciones se realizaron correctamente. Los
fragmentos amplificados se analizaron en el secuenciador CEQ8800 Genetic Analysis System
(Beckman Coulter, Fullerton, California, EEUU). Los fragmentos se separaron siguiendo el método
Frag-1y se utilizd el CEQ DNA Size Standard Kit-400 (Beckman Coulter) como estandar.

2. Identificacion molecular de clones de variedades tradicionales e hibridos interespecificos

Una variedad tradicional es una variedad seleccionada y propagada por injerto por los
agricultores durante muchas generaciones (FERNANDEZ-LOPEZ Y FERNANDEZ-CRUZ, 2015). Las
variedades tradicionales se clasifican como principales o secundarias, dependiendo de su
productividad y como local o extendida dependiendo de su area de difusion. La mayoria de las
variedades gallegas, con una misma denominacion, presentan una distribucion localizada. Por
ejemplo, la variedad “De Parede” se localiza fundamentalmente en la Sierra de Meira, la variedad
“Branca” al sur de la Sierra do Eixo, la variedad “Loura” se encuentra en la Sierra de Faro.

Las variedades son cultivadas mediante injertos para la produccién de castafa y madera. Antes
del siglo XX, los portainjertos empleados, eran los descendientes de las propias variedades o de
castanos bravos de la zona de cultivo. Sin embargo, con la introduccién, a partir del siglo XVIII, de
Phytophthora cinnamomi Rands, que produce la enfermedad de la tinta, se produjo una alta
mortalidad en las poblaciones de castafno del norte de Espafna. Ademas, el chancro, causado por
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el patégeno Cryphonectria parasitica Murrill, también afecté a las poblaciones gallegas de
castano en las Ultimas décadas. Debido a la sensibilidad de C. sativa a estas dos enfermedades,
se introdujeron en Espaia, a principios del siglo XX, las especies de castano japonés (Castanea
crenata Blume) y castano chino (Castanea mollissima Sieb. et Zucc.). Aunque estas dos especies
son resistentes a los dos patdégenos citados anteriormente, no producen madera ni castana de
buena calidad. Por esta razon, a mediados del siglo XX, comenzaron diversos programas de
mejora genética que buscaban castanos europeos resistentes a estas enfermedades, mediante
cruzamientos controlados entre C. sativa y las especies asiaticas C. crenata y C. mollissima
(GALLASTEGUI, 1926; URQUIJO, 1956). En 1989, el Centro de Investigacion Forestal de Lourizan
comenz6 un programa para la identificacion, propagacion clonal y seleccién de clones resistentes
a Phytophthora spp. para la produccién de madera (FERNANDEZ-LOPEZ et al., 1992;
FERNANDEZ-LOPEZ et al., 1995; MIRANDA-FONTAINA Y FERNANDEZ-LOPEZ, 2001; MIRANDA-
FONTAINA et al., 2007; FERNANDEZ-LOPEZ et al., 2008). Fruto de este trabajo se consiguié que
un total de 32 clones del nlcleo de propagacion del Centro de Investigacion Forestal de Lourizan
fueran aprobados como material de base cualificado o controlado para la produccidon de madera
(BOE n°272, de 13 de noviembre de 2007). Estos clones son también utilizados en la actualidad
como portainjertos de variedades tradicionales.

El Centro de Investigacion Forestal de Lourizan cuenta en la actualidad con un total de 56
genotipos multilocus diferentes de variedades tradicionales (Figura 1a). Esta base de datos de
genotipos permite detectar accesiones con el mismo genotipo multilocus, identificar sinonimias y
homonimias e identificar el material sin etiqueta. Las variedades sin6nimas presentan una
denominaciéon diferente con un mismo genotipo. Por ejemplo, se comprobd que la variedad
“Negral” cultivada mayoritariamente al norte de la Sierra do Eixo es sin6bnima a la variedad “Ria”
que cultivada en el noroeste de la sierra de San Mamede, a 70 kildbmetros. Por otro lado, las
variedades homénimas comparten el mismo nombre pero tienen distinto genotipo. Este es el
caso de la variedad “De Parede”, que presenta varios genotipos diferentes.

Cada rama del dendrograma contiene el nombre de la variedad mas frecuente entre todas las
accesiones que forman ese grupo. Cuando existen dos 0 mas grupos homonimos, que presentan
diferentes grupos multilocus, se diferencian entre ellos anadiendo al final de cada variedad un
ndmero consecutivo (Ej. Monfortina 1 y Monfortina 2). Las distancias genéticas permiten también
definir linajes genéticos (MLL), que son accesiones originarias de un mismo clon que presentan
genotipos multilocus diferentes en un nucleétido debidos a una mutacion. En el dendrograma se
diferencian por las letras “a” y “b” (Amarelante 1a y Amarelante 1b).

El Centro de Investigacion Forestal de Lourizan también ha realizado en los (ltimos anos la
identificacion de gran parte de los castanos hibridos localizados en su nlcleo de propagacion
(FERNANDEZ-CRUZ Y FERNANDEZ-LOPEZ, 2012). En total se han detectado 36 genotipos
diferentes (Figura 1b).

La informacion genética contenida en las bases de datos de variedades tradicionales de castano
y de hibridos interespecificos permite confirmar la denominacién que se la ha asignado a la
planta. Una vez que se obtiene el genotipo de una accesién se compara con los genotipos de la
base de datos. Si el genotipo de la accesion coincide con algln genotipo de la base de datos, la
muestra queda identificada. Por otro lado, si no coincide, puede considerarse una variedad
nueva si existe un nimero suficiente de individuos con el mismo genotipo.
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Figura 1. a) Dendrograma indicando la distancia genética en nimero diferente de alelos que existe entre las 64
variedades tradicionales de castano. En gris se marcan las variedades que estan registradas en el registro de
variedades comerciales b) Dendrograma mostrando la distancia genética calculada como el ndmero diferente de
alelos entre los 36 hibridos interespecificos localizados en el nticleo de propagacion del Centro de Investigacion
Forestal de Lourizan

a)

3. Identificacion del origen del material vegetal: Clasificacion del material vegetal en C. sativa, C.
crenatay C. mollissima e hibridos interespecificos e intraespecificos

Los microsatélites no solo permiten la identificacion del material sino que también son (tiles
para conocer cual es el origen del mismo. El Centro de Investigacion Forestal de Lourizan realizé
un estudio sobre la estructura y la diversidad genética de las poblaciones de castaio para
conocer el posible origen del material vegetal. Se analizaron un total de 29 poblaciones naturales
o naturalizadas (Figura 1). La mayoria de las poblaciones estan localizadas en Galicia, aunque
también se recogieron muestras en el norte, centro y sur de Espafa y en otros paises europeos
como ltalia y Grecia. Para poder diferenciar a las especies asiaticas y detectar el germoplasma
exégeno en las poblaciones naturales de castano, se anadieron al estudio 41 muestras de
castano japonés (C. crenata) y 19 muestras de castano chino (C. mollissima). Se utilizaron tanto
caracteres morfolégicos (Fernandez-Lépez 2011a; Fernandez-Cruz y Fernandez-Lopez 2012)
como microsatélites nucleares (FERNANDEZ-CRUZ Y FERNANDEZ-LOPEZ, 2012; FERNANDEZ-
CRUZ Y FERNANDEZ-LOPEZ, 2016).
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u Area de distribucidn de Castanea sativa

Figura 2. Localizacion geografica de las poblaciones de castano muestreadas. En gris se resalta el area de distribucion
de C. sativa
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Las muestras pertenecientes a las poblaciones de Mogor, Mondariz, Anllons, Mondonedo y todos
los individuos asiaticos fueron clasificados como C. sativa, C. crenata, C. mollissima o hibrido
utilizando cuatro caracteres morfolégicos (Figura 3):

1. Tricomas glandulares: son especificos de C. crenata y se observan en el envés de la
hoja con un microscopio a 200-400 aumentos. Tienen un diametro entre 40-80 um
(FERNANDEZ-LOPEZ, 2011b).

2. Forma de las ramas: son glabras en C. sativa y C. crenata y con microvellosidades en
C. mollissima.

3. Color de las ramas: son oscuras en C. sativa y C. crenata y claras en C. mollissima.

4. Forma de las hojas: las hojas mucronadas son tipicas de C. crenata mientras que las

hojas dentadas son tipicas de C. sativa y C. mollissima.
b ‘ i c d’ "" '

Figura 3. Caracteres morfoldgicos para la identificacion de las especies C. sativa, C. crenata y C. mollissima. a) Tricoma
glandular de C. crenata observado en el envés de la hoja con un microscopio 6ptico a 400 aumentos. b) Rama clara
de C. mollissima (arriba) y ramas oscuras de C. crenata (centro) y C. sativa (abajo). ¢) Microvellosidades tipicas de C.

mollissima. d) Hojas dentadas comunes en C. sativa (izquierda) y C. mollissima (centro) y hojas mucronadas tipicas de

C. crenata (derecha)

Para diferenciar a las tres especies de castano e intentar detectar los diferentes grupos
genéticos dentro de C. sativa, se emplearon los microsatélites descritos anteriormente. Una vez
que se obtuvieron los genotipos de todos los individuos se analizaron con STRUCTURE 2.3.4
(PRITCHARD et al., 2000) para asignar los individuos de las tres especies a diferentes grupos
genéticos y determinar la presencia de hibridos interespecificos en las poblaciones de castano
europeo y conocer la estructura genética en C. sativa. Este programa informatico tiene en cuenta
los genotipos multilocus para determinar la estructura genética de un grupo de individuos y
asignarlos a diferentes poblaciones. STRUCTURE asume que existe K poblaciones desconocidas.
Para conocer cual es el nimero de poblaciones mas probable (K) se representaron en un grafico
los valores de logaritmo de probabilidad de K InPr(K) para cada K poblaciones. También se
calcularon y se representaron los valores de delta K (AK) que es el cambio de segundo orden del
valor de InPr(K) (EVANNO et al., 2005).

Los métodos usados para calcular el nlmero mas probable de poblaciones ancestrales indican
que la mayor diferencia en los valores de InP(K) se produce entre K=1 y K=2 mientras que los
valores mas elevados de AK ocurren en K=2 y K=3 (Figura 4a). También se detecta un aumento
de los valores de AK cuando K=5y K=10 (Figura 4b).
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Figura 4. Calculo del valor de K mas probable en las poblaciones silvestres de castafio y en las plantaciones de es-
pecies asiaticas. a) Mostrando todos los puntos de cada valor de K. b) Reduciendo la escala de los valores de InP(K) y
Delta K
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En K=2, se separan las especies C. sativa de las especies asiaticas C. crenata y C. mollissima y
se detectan hibridos interespecificos en la poblaciones de castaino europeo (Figura 5). Se
encontraron un total de 22 hibridos con un coeficiente de ancestria de especies asiaticas
superior a 0.10. La mayoria de los hibridos se detectaron en las poblaciones del Noroeste de la
Peninsula Ibérica, en las poblaciones de Ai (9), Santa Locaia (3), Folgoso (2), Chantada (1),
Mondariz (1), Mondonedo (1) y en la poblacion italiana de Petralia (2). La presencia de hibridos
en la costa atlantica gallega se debe, como se comentd anteriormente, a la introducciéon de
especies asiaticas a mediados del siglo XX y a la plantacion de hibridos artificiales en el noroeste
de Espaia, en areas de clima Atlantico.
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Figura 5. Introgresion de germoplasma asiatico en las poblaciones naturales o naturalizadas de C. sativa. Cada una de
las barras del grafico indica un unico individuo. El color verde representa a la especie de castano europeo (C. sativa) y
el color morado a las especies asiaticas, C. crenata y C. mollissima.

Cuando se asumen tres poblaciones (Figura 6), las especies asiaticas siguen formando un Unico
grupo, mientras que las poblaciones de castano europeas se dividen en dos. Por una parte, se
diferencia el grupo genético norte de la Peninsula Ibérica que se distribuye por toda la costa
gallega y la cornisa cantabrica. Por otra parte, se distingue el grupo genético mediterraneo que
incluye a las poblaciones griegas, italianas y espaiolas del sur y centro, llegando hasta Mercurin,
situado en las montaias del interior de Galicia. También se detectan varias poblaciones hibridas
entre estos grupos genéticos, como Folgoso, Catasés y Las Médulas. Es importante destacar que
la poblacion gallega de San Cibran y la poblaciéon griega de Hortiatis se encuentran en los dos
extremos del area del estudio y presentan los coeficientes de ancestria mas elevados para los
grupos genéticos norte de la Peninsula Ibérica y mediterraneo, respectivamente.
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B Grupo genético Morte de la Peninsula Ibérica B Grupo genético Mediterranee B Grupo genético Asidtico
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Grupo genetico Morte de la Peninsula Ibérica Grupo genético Mediterraneo

Figura 6. Gréafico de barras con los resultados de STRUCTURE y extension de cada grupo genético detectado mediante
interpolacion IDW (distancia inversa ponderada) cuando K=3

Cuando se asumen cinco poblaciones ancestrales (Figura 7), el grupo genético asiatico sigue
englobando las especies C. crenata y C. mollissima. A este respecto hay que subrayar que,
aunque se aumente el valor de K, no se diferencian las dos especies de castano asiatico. Una
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posible explicacion de esta situacion es que en este trabajo hay (nicamente 19 genotipos de la
especie china. Este tamano reducido de la muestra de C. mollissima hace que los individuos
chinos no se diferencien en STRUCTURE utilizando un modelo con mezcla y frecuencias
correlacionadas.

En K=5 (Figura 7), las poblaciones de C. sativa clasificadas anteriormente como grupo genético
norte de la Peninsula Ibérica se subdividen en dos grupos: el grupo genético atlantico, que se
extiende mayoritariamente por toda la costa atlantica gallega, desde San Cibran hasta Santa
Locaia, y el grupo genético cantabrico, distribuido por el norte de la Peninsula Ibérica, desde la
poblacién gallega de Anlléns hasta las poblaciones vascas de Urdaibai, Etxaguen y Antofiana. Por
otra parte, las poblaciones del grupo genético mediterraneo también se dividen en dos grupos: el
grupo genético mediterraneo occidental, que incluye a las poblaciones espafnolas de Mercurin, El
Tiembo, Hervas, Guadalupe, Gaucin y la italiana de Pellice y el grupo genético mediterraneo
oriental, que esta presente mayoritariamente en las poblaciones griegas de Paiko y Hortiatis. Es
importante remarcar que este Gltimo grupo genético se extiende también por Sicilia, donde se
detecta de forma muy marcada, por el norte de ltalia en menor intensidad y, de forma
diseminada, por las poblaciones espanolas de Gaucin, Guadalupe y Las Médulas. Nuevamente,
existen varias poblaciones que quedan clasificadas como hibridas si se asumen cinco
poblaciones ancestrales. Las poblaciones de Folgoso, Catasés y Chantada situadas en el centro
de Galicia son mezcla de los grupos genéticos atlantico, cantabrico y mediterraneo occidental.
Las Médulas localizadas en El Bierzo presentan mezcla de los cuatro grupos genéticos
detectados en C. sativa. En las poblaciones del centro de Espana, la poblacidon de Guadalupe es
una mezcla de los grupos genéticos atlantico, mediterraneo occidental y mediterraneo oriental.
Por otra parte, las poblaciones de Gaucin, Pellice y Petralia son hibridas entre los grupos
mediterraneo occidental y oriental.
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Figura 7. Grafico de barras con los resultados de STRUCTURE y extension de cada grupo genético detectado mediante
interpolacion IDW (distancia inversa ponderada) cuando K=5
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En resumen, los resultados expuestos en este trabajo indican que es posible separar a la especie
de castafno europeo de las especies asiaticas C. crenata y C. mollissima y que dentro de C. sativa
existen cuatro grupos genéticos diferentes. Una aplicacion practica de esta metodologia es que
se pueden genotipar y clasificar individuos de origen desconocido para conocer su origen
geografico.

Al igual que se realiz6 con las poblaciones naturales o naturalizadas, también se puede
caracterizar genéticamente el material de base del que se obtiene el material forestal de
reproduccion para conocer su origen, su diversidad genética y conocer si presenta material
exogeno. El Centro de Investigacion Forestal de Lourizan utiliz6 esta metodologia para conocer el
origen y la composiciéon genética de los hibridos interespecificos localizados en el nicleo de
propagacion del centro. Se clasificaron empleando muestras de referencia, que son un conjunto
de individuos que en el analisis con STRUCTURE presentaron una proporcién de ancestria
superior al 0.90 en un grupo genético determinado. En un primer analisis, se estudi6 el
porcentaje de C. sativa norte, C. sativa mediterraneo y asiatico que presenta cada hibrido. Para
ello se realiz6 un analisis en STRUCTURE asumiendo que existen tres poblaciones ancestrales.
Las muestras de referencia de los grupos genéticos C. sativa norte, C. sativa mediterraneo y
asiatico presentan una proporciéon de ancestria elevada que permite la clasificacidon de los
hibridos en seis grupos: tres puros (C. sativa norte, C. sativa mediterraneo y asiatico) y tres
hibridos (CsNxCsM, CsNxA, CsMxA) (Figura 8a). Esta primera clasificacion permite definir cual es
el componente mayoritario de C. sativa dentro de cada hibrido. Posteriormente, se realizd el
mismo analisis pero, en este caso, se asumieron seis poblaciones ancestrales (Figura 8b). Las
muestras de referencia de C. sativa norte se subdividen en C. sativa atlantico y C. sativa
cantabrico. Por otra parte, las muestras de referencia mediterraneas se diferencian en
mediterraneas occidentales y orientales. Por Ultimo, dentro del grupo asiatico se diferencian las
especies C. crenata y C. mollissima. En este caso los hibridos del nlcleo de propagacion quedan
clasificados en ocho grupos:

Hibridos entre C. sativa atlantico y C. crenata

Hibridos entre C. sativa cantabrico y C. crenata

Hibridos entre C. sativa mediterraneo occidental y C. crenata

Hibridos entre C. sativa cantabrico y C. sativa mediterraneo occidental

Hibridos entre C. sativa atlantico y C. mollissima

Hibridos entre C. sativa atlantico y C. sativa cantabrico

Hibridos entre C. sativa mediterraneo oriental y C. crenata

Hibridos entre C. sativa mediterraneo occidental y C. sativa mediterraneo oriental

NGO~ WDN R

Una vez conocidos los parentales de cada uno de los hibridos, se analizaron con NEWHYBRIDS
(ANDERSON, 2008) para conocer cual es su clase genealdgica: parental, hibrido F1, F2, o
retrocruzamiento. Los hibridos del nlcleo de propagacién son, mayoritariamente, hibridos F1
entre las dos especies parentales, aunque también se encuentran individuos F2 vy
retrocruzamientos. Es importante destacar que no todas las plantas instaladas en el nicleo de
propagacion son hibridos, ya que también se han detectado individuos del grupo genético
mediterraneo occidental y atlantico.

Muestras de referencia
C. sativa Norte C. sativa Mediterraneo Asiaticos Hibridos

Structure

) K=3

M C. sativa Norte M C. sativa Mediterraneo Asiatico
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Muestras de referencia
CsA CsC CsMoc  CsMor Cc Cm  Hibridos
— e

b Structure
) K=6

NewHybrids
CsAxCc

NewHybrids mC saniva Atlén'ricc.:v (CsA)
CsCxCe M C. sativa Cantabrico (CsC)
W C. sativa Mediterraneo occidental (CsMoc)
W C. sativa Mediterraneo oriental (CsMor)
M C. crenata (C
NewHybrids ata (Ce)
CsMocxCe C. mollissima (Cm)
M Hibrido F1
M Hibrido F2
. M Retrocruzamiento 1
NewHybrids Retrocruzamiento 2
CsCxCsMoc
NewHybrids
CsAxCm
NewHybrids
CsAxCsC
NewHybrids
CsMorxCc
NewHybrids
CsMocxCsMor

Figura 8. Determinacion de las especies parentales de los hibridos de Veiga do Cocho y su asignacioén a diferentes
clases genealdgicas (F1, F2 y retrocruzamientos). a) Clasificacién de los hibridos en los grupos genéticos norte,
mediterraneo y asiatico. b) Clasificacion de los hibridos en los cuatro grupos genéticos detectados en C. sativa y en las
especies asiaticas C. crenata y C. mollissima. Tras conocer que dos grupos genéticos o especies parentales participan
en cada hibrido, se asignan a una clase genealdgica determinada.
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