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Resumen

Entre los fitofagos del castafio en Andalucia destacan insectos carpofagos cuyas larvas se desarrollan en
el interior de las castafias ocasionando graves pérdidas de produccion y depreciando comercialmente el fruto.
El objetivo de este trabajo es conocer la influencia de la variedad en la intensidad de los dafios en las dos prin-
cipales zonas productoras de castafia en Andalucia: Valle del Genal (Malaga) y Sierra de Aracena (Huelva).
Para ello se seleccionaron castafos de las principales variedades locales de cada zona, caracterizados gené-
ticamente mediante marcadores microsatélites (SSRs), y se tomaron muestras aleatorias de 25 erizos por
arbol para proceder al recuento de los danos por carpéfagos. El dafio principal correspondio casi exclusiva-
mente a Cydia splendana, con diferencias significativas entre las dos zonas, siendo mucha menor la inciden-
cia en Malaga que en Huelva. En la zona de Malaga la mayor incidencia correspondi6 a la variedad ‘Tempra-
na de Jubrique’ que difiri6 significativamente respecto a "Tomasa’ y ‘Pilonga’. En la zona de Huelva, las va-
riedades ‘Planta Alajar’, ‘Comisaria’ y ‘Helechal’ tuvieron un mayor porcentaje de dafios que la variedad ‘Tem-
prana’. No obstante, se pretende confirmar estos resultados en sucesivos afios ampliando para cada variedad

el nimero de castanos y fincas.

Palabras clave: caracterizacion varietal, Castanea sativa, Cydia splendana, danos, susceptibilidad.
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1. Introduccion

Los castafiares del Valle del Genal (Malaga) y de la Sierra de Aracena (Huelva)
constituyen importantes recursos ecoldgicos, econdmicos y sociales que actualmen-
te estan gravemente amenazados por bajos rendimientos de produccion debido prin-
cipalmente a problemas fitosanitarios causados por plagas (Cobos, 1989; Mansilla et
al., 2000), en especial por especies carpofagas entre las que destacan el lepidoptero
Cydia splendana (Hb.) y el coleoptero Curculio elephas (Gyll.). Las pérdidas mas im-
portantes son ocasionadas por el tortricido C. splendana, ampliamente distribuido por
toda Europa, cuya presencia se extiende desde la Peninsula Ibérica hasta el norte de
Iran y Montes Urales. Las hembras depositan los huevos en las hojas cercanas a los
erizos y las larvas neonatas se introducen en los frutos para alimentarse y desarrollar-
se en su interior. Cuando abandonan la castafia, ésta ha sufrido una disminucion de
peso y una pérdida de calidad por la presencia de excrementos y seda de la larva
(Mansilla et al., 2000).

Los dafios directos por carpofagos en Castanea sativa Mill. pueden llegar a cau-
sar reducciones de hasta el 60% en la produccion de castafia, con porcentajes medios
de danos en Andalucia relativamente altos aunque muy variables, entre 5 y 40% de
las castafias segun zona y finca (Romero, 2013). Esta variabilidad puede ser debida,
entre otros factores, a diferencias de susceptibilidad entre variedades; sin embargo,
el factor variedad no ha sido estudiado hasta la fecha, puesto que es necesaria la ca-
racterizacion previa de las variedades locales a partir de las numerosas denominacio-
nes varietales de uso comun en cada zona.

Los marcadores moleculares denominados microsatélites SSRs (Simple Sequen-
ce Repeats) son los marcadores mas empleados en la actualidad en estudios de diver-
sidad genética debido a su alta reproductividad, naturaleza multialélica, forma de he-
rencia codominante y amplia cobertura del genoma (Schlotterer, 2004). Trabajos re-
alizados en especies vegetales con dichos marcadores han aportado una cuantiosa in-
formacion sobre diversidad genética en poblaciones de especies forestales como
nogal (Vahdati ef al., 2015), pino (Fady, 2012), roble (Steinkellner et al., 1997) y
castaiio (Martin ef al., 2010; Mattioni ef al., 2013; Lusini et al., 2014). Ademas, se
han convertido en las mejores herramientas para los estudios de identificacion varie-
tal en especies vegetales o de huella genética (Varshney et al., 2005). En castafio, la
identificacion de las variedades se esta empezando a clarificar mediante el uso de
estos marcadores (Gobbin ef al., 2007; Martin et al., 2010; Pereira-Lorenzo et al.,
2010). Concretamente, su uso ha mostrado la existencia de una amplia diversidad ge-
nética y ha permitido identificar variedades locales de castaiio propias de Huelva y
de Malaga, sin que existieran variedades comunes a ambas zonas (Martin et al.,
2009).

Los objetivos de este estudio han sido:

1. Ampliar el numero de individuos de cada variedad caracterizandolos genéti-

camente mediante marcadores SSRs.

2. Conocer si existen diferencias intervarietales en la incidencia de carpdfagos

en las principales zonas productoras de fruto en Andalucia.



Cuestas, M.I. et al | Cuad. Soc. Esp. Cienc. For. 43 (2016) 249-258 251

2. Material y métodos
2.1. Material vegetal

Un total de 24 arboles de variedades locales de las zonas del Valle del Genal
(Malaga) y de la Sierra de Aracena (Huelva) fueron seleccionados de distintas fincas
de cada zona para el estudio, concretamente de las variedades: ‘Pilonga’, ‘Temprana
de Jubrique’ y ‘Tomasa’ en los términos municipales de Jubrique y Benadalid (Ma-
laga) y las variedades ‘Comisaria’, ‘Helechal’, ‘Planta Alajar’ y ‘Temprana 2’ en
Fuenteheridos, Cortegana y Los Marines (Huelva). La seleccion incluyo arboles que
habian sido identificados en trabajos anteriores mediante marcadores moleculares
SSRs (Martin ef al., 2009) y nuevos arboles, para ampliar el nimero de individuos,
de los que se tomaron muestras de hojas para su posterior analisis molecular e iden-
tificacion varietal.

2.2. Extraccion de ADN y amplificacion con SSRs

El ADN fue extraido a partir de 20 mg de hoja liofilizada siguiendo el protoco-
lo de Murray et al. (1980) con modificaciones (ajustando las concentraciones del
buffer de extraccidn). La identificacion varietal se hizo utilizando un set de 8 micro-
satélites polimérficos desarrollados en C. sativa (Buck et al., 2003; Marinoni et al.,
2003) (Tab. 1). La mezcla de reaccion se hizo usando el kit Type-it Microsatellite PCR
(QIAGEN, Hilden, Germany) en 12.5ul de volumen total con una concentracion de
cebadores de 2uM y 12ng de ADN gendmico, segun las indicaciones del protocolo.
Los productos de amplificacion fueron visualizados en gel de agarosa al 2% para
comprobar la fiabilidad de la amplificacion. El analisis de fragmentos se llevé a cabo
por parte de la Unidad de Gendmica del Servicio Central de Apoyo a la Investigacion
(SCAI). El analisis de los datos se realiz6 utilizando el software Genotyper 3.7 (Ap-
plied Biosystems).

Tabla 1. Motivos de repeticidon y longitud del producto de cada SSR usados para la caracteriza-
cién de las variedades.

Nombre del SSR Motivo de repeticion Tamaiio (pb)
CsCAT1 (TG)2s TA (TG)24 175-221
CsCAT2 (AG)is 193-233
CsCAT3 (AG)20 197-257
CsCAT6 (AC)2 AT (AC)4 156-195
CsCAT14 (CA)» 130-164
CsCATI16 (TC) 124-145
EMCs25 (GA)n 141-192

EMCs38 (AG)x 233-276
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2.3. Incidencia de carpdfagos en los frutos

Para determinar los dafos en frutos se tomaron, al final de la campana de 2014,
muestras aleatorias de 25 erizos por arbol, que fueron llevados al laboratorio para pro-
ceder al recuento de castafias dafiadas y determinar las especies carpéfagas median-
te las caracteristicas morfoldgica de las larvas. Posteriormente, cada larva fue man-
tenida en incubadora a 15°C dentro de una caja de plastico, con rejilla de ventilacion,
con un trozo de castafia (1 cm? aprox.) para su desarrollo hasta adulto.

2.4. Analisis estadisticos

Teniendo en cuenta que se trata de variedades diferentes en cada zona, se ha
evaluado la incidencia de carpofagos asumiendo que la distribucion de los arboles
se puede asimilar a un disefio completamente aleatorizado para cada zona indepen-
dientemente. La diferencia entre las dos zonas de estudio y el efecto de la varie-
dad en los niveles de dafio se analizaron mediante ANOVA, una vez que se compro-
bé la homogeneidad de varianzas y que los datos se ajustaban a una distribucion
normal. En los casos en que el ANOVA fue significativo, las medias entre varieda-
des se compararon mediante el test LSD (con a=0.05). El programa utilizado fue
Statistix 9.0.

3. Resultados

El uso de los marcadores moleculares ha permitido la caracterizacion varietal de
nuevos individuos ampliando asi el numero de arboles para conseguir un minimo de
3 arboles por variedad.

El porcentaje de incidencia de C. splendana vario6 entre 0 y 48.6 en los arboles
de la zona de Malaga, mientras que en Huelva este valor oscilo entre 17.3 y 71.4 (Tab.
2), resultando ser altamente significativas las diferencias entre ambas zonas
(»<0.0001) (Tab. 2; Fig. 1). En algunos de los frutos recogidos se observaron también
larvas de C. elephas, que en las muestras de Malaga aparecieron asociadas a un solo
castano, concretamente de la variedad ‘Tomasa’ con un 39.7% de frutos infestados,
mientras que en Huelva este fitofago afectd a 4 arboles de las variedades ‘Comisa-
ria’, ‘Helechal’ y "Planta Aldjar’, aunque en ninguno de los casos el grado de infes-
tacion super6 el 4% (Tab. 2).

En la zona de Malaga se encontraron diferencias significativas entre variedades
(p<0.05). La variedad ‘Temprana de Jubrique’ fue la que mostré niveles de dafio mas
elevados con mas del 26% de frutos infestados, mientras que la incidencia en ‘Pi-
longa’ y ‘Tomasa’ fue muy baja. Las diferencias intervarietales en el caso de Huel-
va no fueron tan marcadas, aunque también significativas (p<0.05), siendo las va-
riedades ‘Planta Alajar’, "Comisaria’ y ‘Helechal’ las que presentaron mayores ni-
veles de dano (entre 40 y 50%), mientras que en la variedad ‘Temprana’ no lleg6 al
20% (Fig. 2).
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Tabla 2. Niveles de incidencia de Cydia splendana 'y Curculio elephas (en porcentaje de frutos
danados) segun zona, variedad y arbol.

Zona Variedad Ref. arbol C. splendana C. elephas
Pilonga MA-110 0 0
Pilonga MA-101 1.5 0
Pilonga MA-104 5.0 0
Pilonga MA-37 9.6 0
Temprana de Jubrique MA-111 18.7 0

Malaga| Temprana de Jubrique MA-112 48.6 0
Temprana de Jubrique MA-09 12.1 0
Tomasa MA-95 1.6 0
Tomasa MA-97 32 0
Tomasa MA-61 1.7 0
Tomasa MA-62 14.3 39.4
Comisaria HU-60 51.2 0
Comisaria HU-64 37.3 4.0
Comisaria HU-80 57.3 0
Helechal HU-79 533 0
Helechal HU-82 41.3 4.0
Helechal HU-65 333 1.3

Huelva Planta Alajar HU-59 40.0 0
Planta Alajar HU-66 41.7
Planta Alajar HU-81 50.7 2.7
Planta Alajar HU-25 71.4 0
Temprana 2 HU-32 23.5 0
Temprana 2 HU-34 18.7 0
Temprana 2 HU-33 17.3 0

4. Discusion

Los principales dafios en los frutos estuvieron asociados a las larvas de C. splen-
dana, muy por encima del resto de especies perforadoras de la castafia que han sido
citadas en diferentes regiones de Espana: los lepidopteros Cydia fagiglandana (Ze-
ller) y Pammene fasciana (L.) y el coledptero C. elephas (Mansilla et al., 2000; Var-
gas Osuna et al., 2003; Torres-Vila et al., 2008). Esta mayor incidencia de C. splen-
dana, junto con la menor intensidad de los dafios en Malaga respecto de Huelva, se
corresponden con trabajos anteriores realizados en las mismas zonas en los ultimos
10 anos (Romero, 2013).

Las diferencias significativas en la intensidad de dafos causados por C. splen-
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Figura 1. Valores medios (+SE) del porcentaje de dafios causados por C. splendana para las zonas corres-
pondientes a las provincias de Huelva y Malaga.

dana entre variedades puede deberse a una distinta susceptibilidad en base a carac-
teristicas morfoldgicas y fenologicas de cada variedad, como se ha sugerido para ex-
plicar las diferencias encontradas en los dafios causados por C. elephas en Suiza
entre las variedades de castafio ‘Liiina’ y ‘Torcion’ (Sieber et al. 2007). En el caso
de C. splendana, la actividad de vuelo coincide con la fase de maduracion de los fru-
tos (Mansilla et al., 2000) y la hembra selecciona el lugar de puesta en respuesta, pri-
meramente, a estimulos olfativos (kairomonas); por ello, diferencias fenoldgicas
entre las variedades asi como en los compuestos volatiles emitidos en los estados de
floracion y fructificacion pueden influir en el comportamiento ovipositor de la hem-
bra. Asi, por ejemplo, en ensayos de comportamiento de la especie congenérica
Cydia nigricans, el contenido de volatiles durante la floracion se ha relacionado con
la planta huésped elegida por la hembra para realizar la puesta (Thoming et al.,
2014).

5. Conclusiones

Nuestro estudio ha establecido las bases para la caracterizacion de la susceptibi-
lidad a C. splendana de las variedades de castafios en Andalucia, encontrando dife-
rencias entre variedades en cada zona productora. No obstante, en estas diferencias
pueden estar implicados otros factores no relacionados con la caracteristica varietal,
como condiciones climaticas locales de los arboles o manejo de la finca (laboreo y
aprovechamiento ganadero) que pueden afectar al nivel poblacional de la especie fi-
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Figura 2. Valores medios (+SE) del porcentaje de dafios causados por C. splendana para diferentes varie-
dades de las provincias de Huelva y Malaga. Barras coronadas con la misma letra, en cada zona, indica que
no difieren significativamente entre si de acuerdo con el test de comparacion LSD (p < 0.05).

tofaga. Para reducir la influencia de estos factores ambientales no controlados es ne-
cesario continuar estos estudios en afos sucesivos e incorporando nuevos arboles
que incrementen la precision de los resultados.
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