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morfol6gicos y nivel de ataque de D. kuriphilus en clones hibridos de castaio

CASTEDO-DORADO, F.t, ALVAREZ-ALVAREZ, P.2, LOMBARDERO, M.J.3 y CUENCA VALERA, B.4

1 Grupo de Investigacion GEOINCA. Universidad de Ledn (Campus de Ponferrada), 24401 Ponferrada, Espafa;
fcasd@unileon.es

2 Unidad de Gestion Ambiental y Forestal Sostenible. Universidad de Santiago de Compostela. EPSE. Rua Benigno Ledo,
S/N, 27002 Lugo, Espana; mariajosefa.lombardero@usc.es

3 Departamento de Organismos y Sistemas. Universidad de Oviedo. Escuela Politécnica de Mieres. C/ Gonzalo Gutiérrez
Quirés, 33600 Mieres, Espaia; alvarezpedro@uniovi.es

4TRAGSA, Vivero de Maceda. Crta. Maceda- Valdrey, km 2, 32700 Maceda, Espana; bcuenca@tragsa.es

Resumen

Los clones hibridos eurasiaticos de castano (C. sativa x C. crenata y C. sativa x C. mollissima) se
pueden propagar de forma masiva por diferentes métodos, destacando el acodo bajo, el
estaquillado y la micropropagacion mediante el cultivo de tejidos en condiciones in vitro. No existen
estudios sobre la influencia que estos métodos de propagacion pueden tener a largo plazo en el
crecimiento y la morfologia del arbol. Asimismo, se desconoce si las diferencias de crecimiento y
arquitectura de la copa del arbol pudieran afectar al nivel de ataque de agentes daninos como la
avispilla del castano (Dryocosmus kuriphilus).

En un ensayo clonal localizado en el municipio de Guitiriz (Lugo) se establecieron, en el ano 2004,
plantas pertenecientes a tres clones diferentes (‘3’, ‘7521’ y ‘HS’) obtenidas mediante acodo bajo,
estaquilla y micropropagacion. En 2018 se mididé el diametro, la altura, el nivel de ataque de
avispilla (estimado mediante cuatro indices distintos) y se evalud la rectitud del tronco y la
dominancia apical, asi como si se encontraban vivos o muertos. Los resultados muestran
diferencias en el crecimiento en didmetro para los clones ‘3’ y ‘7521’ y diferencias en el crecimiento
en altura para el clon ‘HS'. Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas segln los
diferentes métodos de propagacion en ninguno de los restantes caracteres evaluados: rectitud del
tronco, dominancia apical, porcentaje de supervivencia y nivel de ataque de avispilla. Aunque estos
resultados sugieren la ausencia de efectos de los métodos de propagaciéon en la mayoria de los
caracteres, son necesarios datos de mas ensayos para obtener conclusiones mas robustas.

Palabras clave
Ensayo clonal, Castanea sp., caracteres morfolégicos, crecimiento, nivel de ataque de avispilla.

1. Introduccion

El castano europeo (Castanea sativa Mill.) es una especie de considerable importancia
econdmica en el noroeste de Espana tanto por la produccién de madera como de castanas. En las
Gltimas décadas las masas de esta especie han sufrido una gran regresion fundamentalmente
debida al abandono rural y a dos patégenos exéticos: Phytophthora cinnamomi y Cryphonectria
parasitica. El patégeno Oomycete P. cinnamomi causa la enfermedad de la tinta, que generalmente
implica la muerte de los arboles afectados. Los danos que causé esta enfermedad en las Ultimas
décadas en las poblaciones de C. sativa llevaron a iniciar un programa de hibridacién entre el
castano europeo y dos especies asiaticas (Castanea crenata Siebold & Zucc y Castanea mollissima
Blume) que son resistentes a la enfermedad (FERNANDEZ-LOPEZ, 2011).

Estos clones hibridos se propagan asexualmente para mantener la resistencia a la tinta’de las
plantas obtenidas. Para ello, las técnicas mas usadas son el acodo bajo (MIRANDA y FERNANDEZ,
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1992), la micropropagacion mediante el cultivo de tejidos en condiciones in vitro (MIRANDA-
FONTAINA y FERNANDEZ-LOPEZ, 2001; CUENCA et al., 2017) y el estaquillado (OCANA et al., 2001;
LOPEZ-VILLAMOR vy FERNANDEZ-LOPEZ, 2013). El acodo bajo, aunque usado tradicionalmente,
suele originar plantas con sistemas radiculares poco desarrollados y malformados (BECCARO et al.
2020), defecto que es solventable mediante micropropagacion (RODRIGUEZ et al., 2005). El uso del
estaquillado se justifica por su simplicidad, bajo coste y el poco tiempo requerido para la
propagacion en masa (CUENCA y MAJADA, 2012). Sin embargo, las estaquillas enraizadas pueden
presentar un crecimiento plagiotrépico (BECCARO et al. 2020), lo que podria afectar a la dominancia
apical, rectitud del tronco y crecimiento una vez que la planta ha sido instalada en la repoblacion.

La avispilla de las agallas del castano (Dryocosmus kuriphilus Yasumatsu; Hymenoptera:
Cynipidae) es una de las principales plagas del género Castanea en todo el mundo. En Galicia se
notifico la presencia de esta especie por primera vez en el afio 2014 (PEREZ-OTERO y MANSILLA,
2014), encontrandose actualmente extendida por toda la comunidad autbnoma (GIL-TAPETADO et
al. 2020). El ataque de la avispilla puede llegar a reducir significativamente la produccion de
castanas (BATTISTI et al. 2014) y de madera (MARCOLIN et al. 2021), si bien no todos los genotipos
tienen el mismo nivel de susceptibilidad. La existencia de variedades o clones de castano
resistentes a D. kuriphilus fue confirmada por primera vez por SHIRAGA (1948) en masas de C.
crenata en Japon. Desde entonces, diferentes estudios en Europa han encontrado diferencias en el
nivel de ataque seglin variedades (PANZAVOLTA et al. 2012; SARTOR et al. 2015; PEREZ-OTERO et
al. 2017; MIGUEZ-SOTO et al. 2018) y clones hibridos (SARTOR et al. 2015; MIGUEZ-SOTO et al.
2018, CASTEDO-DORADO et al., 2021). Sin embargo, hasta la fecha no se ha evaluado si para un
mismo clon, el método de propagacion utilizado para producir la planta podria influenciar el nivel de
ataque de la avispilla al modificar aquel las tasas de crecimiento y la arquitectura de la copa del
arbol.

La evaluacion de la resistencia a la enfermedad de la tinta de los clones hibridos se lleva a
cabo en ensayos clonales en campo, que, ademas, se suelen aprovechar para evaluar otras
caracteristicas utilizadas como criterios de seleccién de clones para la produccién de madera, como
el crecimiento, la dominancia apical y la forma del tronco (FERNANDEZ LOPEZ y MIRANDA
FONTAINA, 2007). La mayoria de estos ensayos cuentan con planta obtenida mediante un Gnico
método de propagacion para cada clon. Sélo en algunos casos como el que nos ocupa (ensayo
clonal de San Xoan de Lagostelle, Guitiriz, Lugo) existe la posibilidad de comparar los efectos a largo
plazo de diferentes métodos de propagacion usados para producir la planta. Al influenciar éstos la
calidad del sistema radicular de la planta instalada en campo podria existir un efecto sobre la
supervivencia en campo y el crecimiento posterior de los arboles, que, a su vez, podria influenciar la
susceptibilidad al ataque de plagas forestales. Ademas, el estaquillado puede inducir un crecimiento
plagiotrépico en las plantulas, lo que podria conllevar una falta de dominancia apical o una pérdida
de rectitud del tronco a largo plazo, variables importantes en las estrategias de mejora genética
orientada a la produccion de madera.

2. Objetivos

El objetivo de este estudio ha sido evaluar en un ensayo clonal el comportamiento a largo
plazo de plantas de 3 clones hibridos obtenidas con diferentes métodos de propagacion en lo
relativo a: (i) crecimiento, (ii) morfologia (dominancia apical y rectitud del tronco), (iii) supervivencia y
(iv) nivel de ataque de avispilla del castano.

3. Metodologia

El ensayo clonal se encuentra en la parroquia de San Xoan de Lagostelle (Guitiriz, Lugo), a
505 m s.n.m. (SRC EPSG:25829: 587161 m E, 4786989 m N). La plantacion se establecié en la
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primavera del ano 2004 con el objetivo de evaluar en campo variables de interés en el programa de
mejora genética para el castano en Galicia, entre otras: vigor, dominancia apical, ramosidad,
rectitud del tronco y resistencia a la tinta. Se instalaron 31 clones hibridos, de los que en este
estudio se utilizaron solamente los 3 en los que se utilizd planta producida mediante diferentes
métodos de propagacion. La avispilla llegd a la zona en verano de 2015, observandose en la
primavera de 2016 las primeras agallas en las hojas.

El diseno experimental usado fue un diseno de bloques completos al azar para el nivel de
clon. Se establecieron seis bloques (réplicas), aunque en el presente estudio solo se utilizaron
cuatro bloques adyacentes correspondientes a una ladera orientada al norte para minimizar la
influencia ambiental. En cada bloque se plantaron 7 plantas de cada clon, excepto en tres clones
hibridos (‘3’, ‘7521’ y ‘HS’) donde se establecieron 7 plantas por cada método de propagacion de
forma contigua, lo que minimiza el efecto del sitio. Para el clon ‘7521’ las plantas establecidas
proceden de acodo bajo y de estaquillado; para el clon ‘3’ provienen de estaquillado y cultivo in vitro
y para clon ‘HS’ de acodo bajo, estaquillado y cultivo in vitro. Los ramets provenientes del acodo
fueron suministrados por el Vivero de San Breixo (propiedad de la Conselleria de Medio Rural de la
Xunta de Galicia), mientras que los provenientes de estaquillas y cultivo in vitro fueron
suministrados por TRAGSA, que comprd plantas certificadas de clones hibridos de castano al Centro
de Investigaciones Forestales de Lourizan (Xunta de Galicia) en el afno 2000 para establecer un
campo de plantas madre. En el ensayo se utilizd planta de un aho en todos los casos, siendo la
altura de las plantas muy similar en el momento de la plantacién. En la Figura 1 se muestra la
localizacion de los bloques y de los arboles pertenecientes a cada clon y método de propagacion.

- _ . £

CLONES ESTUDIADOS
3 estaquillado

3in vitro
7521 acodo bajo
7521 estaquillado

HS acodo bajo
HS estaquillado
HS in vitro

Figura 1. Ubicacion del ensayo clonal y distribucion de los arboles correspondientes a cada clon y método de
propagacion dentro de los cuatro bloques del ensayo.
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Las variables evaluadas para cada arbol perteneciente a estos tres clones fueron: diametro
normal, altura total, rectitud del tronco, dominancia apical y nivel de ataque de la avispilla. Las
cuatro primeras variables se evaluaron en marzo de 2018, mientras que el nivel de ataque se
evalub en septiembre de 2019.

El diametro normal se midié con forcipula en dos direcciones perpendiculares, mientras que la
altura total del arbol se midié usando un hipsémetro digital. Siguiendo los criterios propuestos por
MIGUEZ-SOTO & FERNANDEZ-LOPEZ (2015), la forma del tronco se evalué segln una escala de
rectitud que tom6 los valores 1 = recto, 2 = torcido y 3 = sinuoso, mientras que la dominancia apical
se valor6é de acuerdo con una escala que tiene en cuenta el nimero de ramas que competian con la
guia principal: 1 = sin ramas competidoras, 2 = una rama competidora, 3 = dos 0 mas ramas
competidoras, y 4 = sin guia vertical definida. La mortalidad se midié como una variable binaria: 0 =
muerto, 1 =vivo.

Para determinar el nivel de ataque, en septiembre de 2019 se seleccionaron al azar dentro
del ensayo 10 arboles por clon y método de propagacion y se cortaron dos ramas de la parte
superior de la copa. En cada rama se localizd y examind el tramo correspondiente al crecimiento de
la temporada anterior (2018). A lo largo de este tramo de crecimiento se contaron tanto el nidmero
de brotes desarrollados en el afio 2019 como el nimero de agallas en estos brotes. Cuando habia
una agalla en cualquier 6rgano del brote correspondiente al crecimiento de 2019, se consideraba
infestado y se clasificaba la agalla segln el 6rgano atacado (hoja, yema o estipula) (MALTONI et al.
2012). Estos datos se usaron para calcular, para cada arbol, cuatro indicadores del nivel de ataque:
(1) la relacién entre el nimero de agallas y el nidmero de brotes (SARTOR et al. 2009, 2015); (2) la
relacion entre el nimero de brotes atacados (es decir, brotes con presencia de agallas) y el nimero
total de brotes (KOTOBUKI et al. 1985); (3) la relacién entre el nimero de agallas de yema y el
ndmero de brotes; y (4) la relacion entre el nimero de agallas de yema y el nimero total de agallas,
expresada en porcentaje (MIGUEZ-SOTO et al., 2018; CASTEDO-DORADO et al., 2021).

Se utilizaron diferentes tipos de analisis estadisticos segln la tipologia de las variables
dependientes analizadas. Para las variables continuas diametro y altura, se usé6 un ANOVA con el
método de propagacion y el bloque como factores fijos, asi como su interaccién. Para el caso de los
indices ataque, el Unico factor fijo que se ha considerado ha sido el método de propagacion. No se
tuvo en cuenta el blogue ya que para algunos bloques la muestra de arboles considerada era muy
pequena. Asimismo, y dado que el tamano del arbol podria explicar parte de la variabilidad
observada, la altura del arbol se incluyd como covariable. Antes de realizar los analisis de varianza
se examinaron los supuestos subyacentes de normalidad y homogeneidad de varianza utilizando,
respectivamente, las pruebas de Shapiro-Wilk y Levene. Cuando los resultados de estas pruebas
indicaron incumplimiento de los supuestos, se llevé a cabo la transformacién de datos adecuada. En
el caso del clon ‘HS’, al tener tres métodos de propagacion, si el ANOVA reveld diferencias
significativas entre ellos (o = 0,05), se utilizé la prueba post-hoc HSD de Tukey para identificar
grupos.

Para la evaluacion de variables categ6ricas (mortalidad, rectitud de tronco y dominancia
apical) se utiliz6 la prueba exacta de Fisher en el analisis de tablas de contingencia, con el fin de
probar la asociacién entre esas variables del arbol y los métodos de propagacion. Dado que los
tamanos de muestra son pequenios, se prefirié esta prueba al test de Chi-cuadrado.

4. Resultados
En la Figura 2 se muestra graficamente la dispersion de los valores para las variables

didmetro normal y altura total seglin clones y métodos de propagacién. En todos los casos, la media
de los diametros y las alturas es superior a 10 cmy 7 m, respectivamente.
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Figura 2. Gréficos de caja y bigotes para las variables diametro normal (arriba) y altura total (abajo) segun clones y

métodos de propagacion.

Todas las variables cumplieron los supuestos de normalidad y homocedasticidad, salvo el
porcentaje de agallas de yema, en la que se tuvo que realizar la transformacion de la raiz cuadrada
del arco-seno. En la Tabla 1 se muestran los resultados del analisis de varianza para las variables
didmetro normal y altura total para cada uno de los tres clones separadamente. La diferencia entre
métodos de propagacion resulté estadisticamente significativa para el diametro normal en el caso
de los clones ‘3’ y ‘7521’, mientras que para la altura total solo lo fue en el caso del clon ‘HS’. En
este (ltimo caso, el test de Tukey mostré que la altura total de los arboles propagados por acodo era
significativamente inferior a la de los propagados mediante estaquilla e in vitro.

Tabla 1. Resultado del analisis de varianza para las variables diametro normal y altura total. En negrita se sefalan las

fuentes de variacion significativas (o = 0,05).

Clon Fuentes de variacion Diametro normal Altura total
F-value Pr(>F) F-value Pr(>F)
‘3’ Bloque 0,894 0,349 2,191 0,145
Método prop. 7,399 0,00906 1,915 0,173
Blogue x Método prop. 0,0001 0,988 0,251 0,619
‘7521’ Bloque 3,965 0,0525 3,863 0,0555
Método prop. 7,602 0,0084 1,898 0,175
Blogue x Método prop. 0,873 0,355 0,309 0,581
‘HS’ Bloque 24,75 4,58e-06 51,36 6,64e-10
Método prop. 0,849 0,432 4,36 0,0165
Blogue x Método prop. 0,183 0,833 0,40 0,672
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En la Figura 3 se muestra la distribucion de los valores correspondientes a los cuatro
indicadores del nivel de ataque utilizados. No se incluye en el analisis el clon ‘3’ dado que en este
clon no se encontraron agallas en ninguno de los arboles analizados.
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Figura 3. Graficos de caja y bigotes para las variables indicativas del nivel de ataque de avispilla segun clones y
métodos de propagacion.

En la Tabla 2 se muestran los resultados del andlisis de varianza para las cuatro variables con
las que se ha caracterizado el nivel de ataque. Ni el método de propagacion ni la altura total
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resultaron factores significativos para explicar la variabilidad del nivel de ataque (p-valor >0,1 en
todos los casos).

Tabla 2. Resultado del analisis de varianza para las variables indicativas del nivel de ataque.

Clon Fuentes de | Agallas/brote Brotes Agallas de Porcentaje de
variacién atacados/totales yema/brote agallas de yema
F-value | Pr(>F) | F-value Pr(>F) F-value Pr(>F) F-value Pr(>F)
‘7521’ | Método prop. | 0,47 | 0,502 | 0,480 | 0,498 | 0,186 | 0,672 1,557 0,229
Altura total 1,48 | 0,240 | 0,298 | 0,592 | 1,538 | 0,232 0,783 0,388
‘HS’ Método prop. | 0,910 | 0,415 | 1,862 | 0,175 | 2,457 | 0,105 1,776 0,189
Altura total 1,323 | 0,261 | 0,051 | 0,824 | 0,439 | 0,712 0,290 0,595

Los graficos de mosaico de la Figura 4 muestran la distribucion de los casos correspondientes

a las variables catego6ricas evaluadas: rectitud de
o
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Figura 4. Grafico de mosaico para las variables rectitud del tallo (arriba; 1 = recto, 2 = torcido y 3 = sinuoso),
dominancia apical (medio; 1 = sin ramas competidoras, 2 = una rama competidora, 3 = dos 0 mas ramas
competidoras, y 4 = sin guia vertical definida) y mortalidad (abajo; O = muerto, 1 =vivo) segtin clones y métodos de

propagacion.

Los resultados de la prueba exacta de Fisher (Tabla 3) no encontraron asociacion significativa
entre los métodos de propagacion y las tres variables antes expuestas.

Tabla 3. p-valores correspondientes a la prueba exacta de Fisher para probar la asociacion entre el método de
propagacion y las variables rectitud del tronco, dominancia apical y mortalidad.
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Clon | Rectitud del tronco | Dominancia apical | Mortalidad
‘3 0,0539 0,4579 0,6110

‘7521 0,5592 0,3552 0,4216
‘HS’ 0,6811 0,0857 0,1342

5. Discusion

Segln los resultados obtenidos en este ensayo, existen diferencias en el crecimiento en
diametro normal (clones ‘3’ y ‘7521’) y la altura total (clon ‘HS’) segin el método de propagacion
con el que se han obtenido las plantas. En el caso del didmetro existe un comportamiento diferente
segln los clones; asi, el diametro es significativamente mayor para el caso de los arboles
producidos mediante estaquilla en el caso del clon ‘3’ y menor para el clon ‘7521’. Contrariamente a
nuestros resultados, estudios previos en otras especies no encontraron un efecto significativo a
largo plazo del método de propagacion sobre el crecimiento en altura y diametro (STELZER et al.,
1998; FRAMPTON et al., 2000; GASPAR et al., 2005). Este efecto no ocurre tampoco, incluso a corto
plazo (GRONROOS et al., 1990; YANG et al., 1995).

Por lo que respecta a la ausencia de efecto del método de propagacion en la rectitud del
tronco y la dominancia apical, nuestros resultados confirman Iqs obtenidos previamente por otros
autores para una gran variedad de especies arbéreas (e.g., GRONROOS et al., 1990; GUPTA et al.,
1991).

La ausencia de un efecto significativo del método de propagaciéon sobre la mortalidad de las
plantas una vez instaladas en campo no era un resultado esperable, a priori, ya que la diferente
capacidad de enraizamiento de los clones hibridos de castano segln métodos de propagacion
(BECCARO et al., 2020) podria implicar que las tasas de mortalidad en campo fuesen distintas. Asi,
para otras especies, diferentes autores han encontrado una tasa de supervivencia superior para la
propagacién mediante cultivo in vitro con respecto al estaquillado (GRONROOS et al., 1990;
BERGMANN, 1998). Los tres clones estudiados presentaron, en ensayos controlados, porcentajes
de supervivencia frente a P. cinnamomi que oscilan entre el 85,7% (‘HS’) y el 100% (‘3’, ‘7521")
(MIRANDA-FONTAINA et al., 2007). En este ensayo clonal los valores de mortalidad fueron también
muy bajos (menos del 15% en todos los casos), pero es imposible determinar si las muertes
ocurridas se debieron a la tinta o a otros factores influenciables por el método de propagacion como
la calidad del sistema radical. En el caso de los castanos hibridos es bien conocido que un sistema
radical corto y fasciculado facilita la supervivencia inicial de las plantas una vez implantadas
(CUENCA y MAJADA, 2012).

No se han encontrado diferencias seglin métodos de propagacion para los cuatro indices del
nivel de ataque de avispilla. Este resultado se explica, fundamentalmente, porque el genotipo es la
principal fuente de variacién de los niveles de ataque de esta plaga (MIGUEZ-SOTO et al., 2018;
CASTEDO-DORADO et al., 2021). Ademas, al no haberse encontrado diferencias significativas en la
arquitectura de la copa seglin métodos de propagacion, esta variable potencialmente influyente no
parece haber condicionado la variabilidad del nivel de ataque. Por Gltimo, la altura total del arbol
podria condicionar el nivel de ataque (GUYOT et al., 2015), pero no ha sido asi en este estudio, ya
gue esta covariable no resulto significativa en ninglin caso.

6. Conclusiones

Los resultados muestran diferencias en el crecimiento en diametro normal para los tres
clones estudiados, excepto el ‘HS’, mientras que solo existen diferencias en el crecimiento en altura
para este clon. No se encontraron diferencias significativas segliin métodos de propagacion en
ninguno de los restantes caracteres evaluados: rectitud del tronco, dominancia apical, porcentaje de
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supervivencia y nivel de ataque de avispilla. Aunque estos resultados sugieren la ausencia de
efectos de los métodos de propagacion en la mayoria de los caracteres, son necesarios datos de
mas ensayos para obtener conclusiones mas robustas.
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