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Introduction

Le chétaignier (Castanea sativa Mill.)
est une espece qui, peut-étre plus que
toute autre en Europe, a attiré I’ atten-
tion de I'homme. Depuis les temps an-
ciens, la culture de chétaignier est de-
venue dominante et nécessaire pour la
survie des populations de montagne.
Tant de techniques, de pratiques pay-
sannes et domestiques, de méme que
tant de traditions y sont associées, qu'il
est permis de parler d’'une vraie «civi-
lisation du chétaignier» (LIEUTAGHI,
1969).

Au sud des Alpes, la culture du chétai-
gnier est pratiquée depuisdeux milleans
(ConNEDERA €t al., 1997). Désle Moyen
Age, il a constitué une ressource ali-
mentaire de premiére importance. Ses
fruits contribuaient & assurer la nourri-
ture de I’homme et des animaux, tandis
gue son bois était utilisé pour la cons-
truction et le chauffage. Pour remplir
leurs besoins, les populations monta-
gnardes locales ont diversifié lagamme
des variétés cultivées (précoces, tar-
dives, fruits a consommer frais ou sé&-
chés, etc.) (CoNEDERA, 1998). Cette di-
versification du chataignier aeu comme
conséguence une différenciation des
variétés cultivées au niveau régional.
Actuellement, dans les 26 000 ha de
foréts de chétaignier du sud des Alpes
de la Suisse, plus d' une centaine de
noms de variétés sont connus, dont une
soixantaine correspondent a des culti-
vars identifiés et répertoriés sur le ter-
rain (CoNEDERA et al., 1993). Des cas
d homonymie (méme nom, différents
cultivars) ou de synonymie (différents

Résumé

Deux techniques d’analyse moléculaires, RAPD (Random Amplified Poly-
morphic DNA) et AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism), ont
été utilisées pour rechercher des marqueurs spécifiques permettant
d’identifier génétiquement des variétés de chataignier suisses. 98 et
222 bandes polymorphes ont été amplifiées par RAPD et AFLP en utili-
sant respectivement douze et quatre amorces.

Les analyses de groupement et en coordonnées principales avec les
deux marqueurs ont permis la séparation des variétés fruitieres et des
rejets de taillis. La détermination univoque des différentes variétés n'a en
revanche pas été possible.

Les résultats moléculaires de deux marqueurs sont comparables. Une
corrélation significative (r = 0,78) a été établie entre les deux données
RAPD et AFLP.

Fig. 2. Architecture du chétaignier type
Verdanesa.

Fig. 1. Architecture du chétaignier type
(CoNEDERA, 1994). Luina

cultivars, méme nom) sont aussi connus
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En dépit de cette diversité, il n'existe
pas encore de méthodes rigoureuses de
détermination des variétés cultivées, ni
de leur diversité génétique. De méme,
les liens génétiques entre les variétés a
fruits et les chataigniers a bois (prés de
18 000 ha cultivés en taillis ou en haute
futaie non greffée) n’ont pas encore été
établis. Généralement, au sud des Alpes
de la Suisse, I'identification des culti-
vars du chétaignier est basée sur des
critéres morphol ogiques considérant par
exemple I architecture de I’ arbre (fig. 1
et 2), laforme de la bogue ou celle du
fruit. D’autres caractéres morphologi-
ques, ayant trait aux feuilles et aux
fleurs, ains que la phénologie de la
plante ont été récemment étudiés avec
des résultats prometteurs, mais sans ar-
river a des applications pratiques (Lu-
RASCHI €t al., 1994; Rubpow et CONE-
DERA, 2001). De plus, certains de ces
marqueurs morphologiques sont sensi-
bles aux facteurs environnementaux et
sont donc instables (CErRvERA €t al.,
1998). Pour cerner la diversité taxono-
mique réelle du chéataignier, il devenait
donc nécessaire de prendre en considé-
ration les caractéres génétiques.

Quelques auteurs ont appliqué des mar-
gueurs biochimiques pour identifier et
étudier la variabilité génétique du cha
taignier européen. MULLER-STARCK et al.
(1993) ont utilisé la technique des iso-
zymes pour étudier la variabilité géné-
tique des cultivars suisses, PEREIRA-LO-
RENZO et al. (1996) pour les cultivars
espagnols et PEREIRA et al. (1999) pour
les cultivars portugais. MALvoLT! et Fi-
NESCHI (1987) et FRASCARIA et LEFRANC
(1992) ont utilisé les mémes techniques
pour étudier la variabilité génétique des
chétaigniers respectivement en Italie et
en France. Toutefois, les marqueurs
protéiques sont trés sensibles & plu-
sieurs facteurs (&ge du matériel, tempé-
rature, conditions de conservation des
échantillons, etc.); de surcroit, le nom-
bre des enzymes observés est souvent
fable. Leur emploi est donc limité
(PereIRA-LORENZO €t al., 1996).

Plus récemment, les méthodes molécu-
laires fondées sur I'amplification enzy-
matiquein vitro de fragments spécifiques
d'ADN (Acide désoxyribonucléque)
par I'intermédiaire de la réaction en
chaine de polymérase ou PCR (Polyme-
rase Chain Reaction) ont été appliquées
au chétaignier: Plusieurs marqueurs ont
été utilisés. RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA) (GaLperis et al.,
1998; OraGuzIE et al., 1999), AFLP
(Amplified Fragment Length polymor-
phism) (YamamMoTO et al., 1998), ISSR
(Inter Smple Sequence Repeats) (Gou-
LAO et al., 2001; CasasoLl et al., 2001)
et SSR (Smple Sequence Repeats ou
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microsatellites) (BotTa etal.,1999). Pour
le moment, la seule tentative d' utiliser
des marqueurs moléculaires pour I'iden-
tification de cultivars suisses de chétai-
gnier date de 1993 et a été effectuée
avec la technique des RAPDs (FINESCHI
et al., 1993).

Les objectifs du travail présenté ici
sont d'étudier la diversité génétique
inter- et intra-variétale du chéataignier,
d établir les différences génétiques
entre les cultivars et les individus de
taillis et détudier I'utilité des deux
marqueurs moléculaires choisis (RAPD
et AFLP) pour I'identification des va
riétés du chétaignier.

Ce travail est le fruit d’'une collabora-
tion entre le Service de biologie végé-
tale (culture in vitro) d’ Agroscope RAC
Changins, la sous-station du sud des
Alpes de I'Ingtitut fédéral de recher-
ches sur la forét, la neige et le paysage
(WSL) et le Laboratoire de botanique
évolutive de I’ Université de Neuchétel.

Matériel et techniques

Matériel végétal

Le matériel végétal utilisé dans le présent
travail a été récolté au printemps, juste
aprés le débourrement, sur des variétés
autochtones comprenant 52 accessions de
différentes régions de la Suisse italienne
(tapl. 1).

Extraction d’ADN

L’ ADN génomique est extrait a partir de pe-
tites feuilles en utilisant le bromure d’am-
monium hexadecyltriméthyle (CTAB), selon
la méthode décrite par PoreBski et al.
(1997), suivie d'une extraction organique
(phénoal/chloroforme). La purification de
I”’ADN a été réalisée par la matrice de prép-
A-géne (Biorad) et sa concentration est
contrélée par dosage spectrophotométrique.
Ensuite, I'’ADN a été remis en suspension
dans une solution tampon TE (pH 8) et
stocké 4—20 °C.

Amorces utilisées
dans la PCR

Pour la méhode RAPD, sur un total de
trente amorces qui ont été testées, seules
douze amorces (OPA 02, 04, 07, 10 et 15;
OPB 08; OPD 20; OPE 01, 04, 16 et 19 et
OPX 17 d' Operon Technologies, Alameda,
Cadlifornia) ont produit des bandes poly-
morphes et reproductibles.

Pour I’ AFLP, quatre amorces sélectives ont
été employées (E-AGG/M-CTT, E-AAC/M-
CTT, E-AGT/M-CAT et E-AAC/M-CAT)
(GIBCO BRL AFLP™ Core Reagent Kit).

Amplification d’ADN

RAPD

L"amplification est effectuée dansun volume
total de 25 pl contenant 1,4 mM de MgCl,,
0,2mM de chaque dNTP, 0,4 uM d’amorce
oligonucléotide, une unité de Taq DNA po-
lymérase (Eurobiotaq) et 20 ng/ul d’ extrait
contenant del’ ADN. LeprocessusdelaPCR
consiste en une dénaturation initiale (4 min
a 94 °C), suivie de 38 cycles d’amplifica
tion (1 min de dénaturation a 93 °C, 1 min
d hybridation & 45 °C, 1 min d' extension &
72 °C) et en une extension finale (5 min a
72 °C). Les produits PCR sont séparés par
électrophorése dans un gel agarose 1,6%
(p/v)-TBE contenant 0,4 ug/ml de bromure
d' éhidium & 100V pendant 90 min. Les
bandes d’ ADN sont aors observées alalu-
miére ultraviolette.

AFLP

100 ng/pl de I’ADN génomique ont été di-
gérés par cing unités de EcoRI (Biolabs) et
cinq unités de Mse | (Biofinex) pendant 2 h
a37 °Cdansunvolumede40pul detamponde
digestion. La ligation des adaptateurs a été
effectuée par 40 p mol/ul de chague adapta-
teur EcoR | et Msel et une unité de ligase
T4 et ensuite incubé pendant 3 h a 37 °C.

La réaction de préamplification a été effec-
tuée dans un volume de 20 ul contenant
1,5 mM de MgCl,, 1 mM de chagque dNTP,
10p mol/ul de I'adaptateur EcoRI, une
unité de tag DNA polymérase (Qiagen AG,
Béle). La réaction de préamplification est
effectuée avec des amorces ayant un nucléo-
tide sélectif simple dans un thermocycleur
Biometral selon le procédé suivant: déna
turation de I’ADN pendant 2 min & 94 °C,
suivie de 28 cycles de 45sec a 94 °C, de
45 sec & 56 °C et de 1 min & 72°C. Une
étapefinale d’ élongation est réalisée a72 °C
pendant 10 min. Les produits obtenus sont
dilués 10x pour la PCR sélective.

L amplification sélective est effectuée dans
un volume de 20 pl. La réaction contient
0,75 mM de MgCl,, 1 mM de chaque dNTP,
0,25 uM de I'amorce EcoRl et 0,30 uM de
I"amorce Mse | et une unité de Taq polymé-
rase. La PCR comporte 36 cycles avec la
séquence suivante: une étape de dénatura
tion d ADN pendant 30sec a 94 °C, une
étape d'hybridation pendant 30 sec et une
étape d’'élongation pendant 1 min a 72 °C.
Pour les 13 premiers cycles, la température
d hybridation est de 65 °C au début, pour
étre plustard abaissée par palier de 0,7 °C a
chague cycle et maintenue a 56 °C pour les
23 cyclesrestants.

1 pl du produit PCR est introduit a un vo-
lume de 12 yl de formamide déionisée et
0,5 ul de marqueurs de poids (Gene Scan
500 ROX), les échantillons sont chauffés
pendant 2 min a 95 °C et sont immédiate-
ment refroidis dans de la glace.

Chague échantillon est chargé sur e séquen-
ceur automatique d’ ADN ABI-310 (électro-
phorése & capillaire). Les pics ains révélés
sont visualisés par leslogiciels GeneScan et
le Genotyper (PE Applied Biosystems).



Tableau 1. Individus étudiés et leurs origines.

de Pschanion | delavariéte | de Findividu Cameife Qi
1 Verdanesa 1 C. sativa greffé Calonico 01.CH
2 Verdanesa 2 C. sativa greffé Calonico 04.CH
3 Verdanesa 3 C. sativa greffé Giornico 03.CH
4 Verdanesa 4 C. sativa greffé Giornico 06.CH
5 Verdanesa 5 C. sativa greffé Giornico 04.CH
6 Verdanesa 6 C. sativa greffé Chironico 02.CH
7 Verdanesa 7 C. sativa greffé Chironico 06.CH
8 Verdanesa 8 C. sativa greffé Chironico 10.CH
9 Verdanesa 9 C. sativa greffé Chironico 12.CH
10 Verdanesa 10 C. sativa greffé Chironico 13.CH
11 Verdanesa 11 C. sativa greffé Lodrino 04.CH
12 Verdanesa 12 C. sativa greffé Torricella 10.CH
13 Verdanesa 13 C. sativa greffé Torricella 13.CH
14 Liina 1 C. sativa greffé Calonico 02.CH
15 Liina 2 C. sativa greffé Calonico 07.CH
16 Luina 3 C. sativa greffé Giornico 01.CH
17 Liina 4 C. sativa greffé Giornico 02.CH
18 Liina 5 C. sativa greffé Chironico 01.CH
19 Luina 6 C. sativa greffé Chironico 05.CH
20 Liina 7 C. sativa greffé Chironico 08.CH
21 Liina 8 C. sativa greffé Chironico 14.CH
22 Liina 9 C. sativa greffé Lodrino 03.CH
23 Liina 10 C. sativa greffé Lodrino 05.CH
24 Liina 11 C. sativa greffé Lodrino 14.CH
25 Luina 12 C. sativa greffé Torricella 08.CH
26 Liina 13 C. sativa greffé Torricella 09.CH
27 Liina 14 C. sativa greffé Torricella 17.CH
28 Boné negro 1 C. sativa greffé Calonico 03.CH
29 Boné negro 2 C. sativa greffé Calonico 05.CH
30 Boneé negro 3 C. sativa greffé Calonico 06.CH
31 Bone negro 4 C. sativa greffé Calonico 08.CH
32 Boné negro 5 C. sativa greffé Chironico 03.CH
33 Bone negro 6 C. sativa greffé Chironico 04.CH
34 Boneé negro 7 C. sativa greffé Lodrino 02.CH
35 Boneé negro 8 C. sativa greffé Lodrino 11.CH
36 Bone negro 9 C. sativa greffé Lodrino 12.CH
37 Boné negro 10 C. sativa greffé Lodrino 13.CH
38 Berdgna 1 C. sativa greffé Lodrino 07.CH
39 Berdgna 2 C. sativa greffé Lodrino 08.CH
40 Berdgna 3 C. sativa greffé Prosito 07.CH
41 Pinca 1 C. sativa greffé Vezio 21.CH
42 Pinca 2 C. sativa greffé Vezio 22.CH
43 Pinca 3 C. sativa greffé Vezio 31.CH
44 sauvage 1 C. sativa: talllis S. Antonino.CH
45 sauvage 2 C. sativa: talllis S. Antonino.CH
46 sauvage 3 C. sativa: taillis S. Antonino.CH
47 sauvage 4 C. sativa: talllis Bellinzona.CH
48 sauvage 5 C. sativa: talllis Bellinzona.CH
49 sauvage 6 C. sativa: talllis Bellinzona.CH
50 sauvage 7 C. sativa: talllis Bellinzona.CH
51 sauvage 8 C. sativa: talllis Bellinzona.CH
52 sauvage 9 C. sativa: talllis Bellinzona.CH

Analyse des données

Pour chacun des individus et pour chaque
amorce, les bandes polymorphes sont notees
par la note 1 pour les bandes présentes et 0
pour les bandes absentes. Pour les deux mar-
queurs utilisés, lesdendrogrammes sont cons-
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truits par la méthode UPGMA (Unweighted
Pair-Group with Arithmetic Averages) fondée
sur I'indice de similarité de Jaccard (SNEATH
et SokAL, 1973) en utilisant le programme
d analyse et de groupement http://www.bio-
logy.ual berta.caljbrzusto et ensuite visualisés
avec le programme TREEVIEW.

L'analyse en coordonnées principales
(PCoA) est réalisée a partir de lamatrice de
distance selon I’indice de Jaccard du progi-
ciel R4 (Version Beta) (Philippe Casgrain et
Pierre Legendre, Dpt de sciences biolo-
giques, Université de Montréal).

La corrélation entre les données de RAPD
et AFLP est calculée & I'aide du test de
Mantel (1967) basé sur le coefficient de si-
milarité de Jaccard avec le progiciel R4
aprés 999 permutations aléatoires.

Résultats et discussion
Empreintes génétiques

Les deux techniques moléculaires utili-
sées dans cette étude ont permis de dé-
tecter des empreintes génétiques spéci-
fiques pour les 52 individus étudiés.
Les douze amorces de RAPD utilisées
ont produit un total de 98 bandes poly-
morphes. Pour tous les génotypes, le
nombrele plus éevé de bandespolymor-
phes est obtenu par |I'’amorce OPE-01
(10 bandes). En moyenne, huit bandes
par amorce, d'une longueur de 1000 a
5000 phb, ont été produites.

Pour la technique AFLP, les quatre
amorces sélectives ont généré 222 frag-
ments polymorphes avec une moyenne
de 55 bandes polymorphes par amorce,
d’'une longueur comprise entre 50 et
350 ph.

Polymorphisme inter-
et intravariétal

Les deux dendrogrammes produits par
les approches RAPD et AFLP (fig. 3 et
4) séparent les génotypes de C. sativa
en deux groupes:. le premier est formé
des variétés a fruit, le second compre-
nant le taillis. Les mémes résultats sont
confirmés par les ACoP (fig.5 et 6).
Les résultats obtenus par RAPD et
AFLP montrent aussi que les variétés
suisses sont génétiquement trés pro-
ches. Ce résultat pourrait trouver son
origine dans la sélection indépendante
des variétés cultivées exclusivement
pour la production de fruit, d’ une part,
et des rejets de taillis utilisés pour la
production du bois, d'autre part. Plus
difficile a expliquer est le manque de
différenciation entre les variétés frui-
tiéres qui ne peuvent presque pas étre
discriminées par les anayses généti-
ques. Des résultats similaires ont aussi
été rapportés par FINEScHI et al. (1993),
qui avec la technique des RAPDs
avaient pu détecter des empreintes gé-
nétiques spécifiques pour tous les in-
dividus analysés, sans pouvoir les re-
grouper dans les cultivars d’ origine.
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D’une facon plus générale, I"homogé-
néité génétique entre les cultivars
suisses peut étre expliquée, aussi, par
I’ origine commune du chétaignier et de
sa culture au sud des Alpes de la Suisse
(CoNEDERA €t al., 2004).

Les douze amorces de RAPD et les
quatre amorces d' AFLP utilisées dans
ce travail nous ont permis d'étudier la
variabilité génétique intravariétale et de
classer les individus de chaque variété
dans plusieurs groupes séparés, avec
guel ques exceptions.

Les analyses des dendrogrammes de

RAPD et AFLP montrent une certaine
ressemblance dans le groupement des
individus de chaque variété mais avec
guel ques différences. Cette compl émen-
tarité entre les deux méthodes dans le
groupement des cultivars a été confir-
mée par une corrélation significative
entre les deux types de marqueurs (r =
0,78). Des études antérieures en géné-
tique des populations ont montré une
corréation éevée entre les données de
RAPD et de AFLP (PoweLL et al.,
1996; RENGANAYAKI et al., 2001). Les
deux marqueurs sont dominants mais,

dans notre éude, I'AFLP produit un
plus grand nombre de bandes polymor-
phes que le RAPD (222 vs. 98). Ces
deux marqueurs nous ont également
permis de résoudre quelques problémes
de synonymie. Par exemple, le cas de
Boné negro 07 qui est suspecté d' ap-
partenir alavariété Llina.

Il est important de noter que les résul-
tats des arbres phénétiques et ceux des
ACoP discriminent bien les individus
de Verdanesa, Boné negro et Liina, a
I’exception de quelques individus qui
se classent en dehors des groupes. deux

Boné negro03 Vcrdgvvcsao7
‘erdanesall Boné negro10
Boné negro01 Verdanesal3
4E Verdanesa0l
Boné negro02 — Luina06
Verdanesa02 Verdanesa0Ol
Liiina05 Verdanesa02
Verdanesa08 Boné negro08
Verdanesa03 Luina08
Verdanesa04 Verdanesall
Verdanesa06 Verdanesa03
- Verdanesa07 Verdanesa04
VerdanesalO Verdanesa08
Verdanesal2 Verdanesal0
— Luina07 = Verdanesa06
Luinal4 Verdanesal2
Luinal2 Verdanesa05
Liinal3 _,|_|: Pinca03
Llina04 Luina5
Boné negro07 Verdanesa09
1 Ltina0l Liina09
1 Liina03 Boné negro06
Liina02 1 Boné negro05
Liina06 Boné negro09
Ltinal0 L Boné negro01
Luinall Boné negro02
e _:VerdanesaOQ E Boné negro03
Boné negro04 — Boné negro04
| Liiina09 - Pinca01
Boné negro05 _: Pinca02
Boné negro06 Liina01
Pinca0l Liina03
Pinca02 Liina02
Pinca03 Luina04
[——Boné negrol0 Liinall
1 | Boné negro08 Liina07
Boné negro09 Liinal0
Liina08 Liinal4
Boné negro07
Liinal2
Liinal3
‘erdanesa05
‘erdanesal3
Coppice09 Coppice09
Coppice0s [ Coppioe02
Coppice02 Coppice05
Coppice01 Coppice01
Coppice04 L Coppice03
i gggg:gig; Coppice04
Coppice06
Coppice05 Coppice07
Coppice06 Coppice08
0,1 0,1
— —_—

Fig. 3. Dendrogramme obtenu par la méthode RAPD (basé sur le

coefficient de similarité de Jaccard).

Fig. 4. Dendrogramme obtenu par la méthode AFLP (basé sur le

coefficient de similarité de Jaccard).

3 2
™ Berdgna — Berdgna
g 2 9 gL (il %) \
& 1 Boné negro 50 Boné negro
g 1 ! Coppicel S 1 Coppicel
o - _ v .
S 0 ]EE Coppice2 .2 Coppice2
2 1 b Coppice3 ; -3 Coppice3
2 Liiina § .5 - Liina
O - = L
:c\),’ 2 # Pinca N-6 # Pinca
g -3 Verdanesa - -7 Verdanesa

-4 -8

-6 -5 -4 -3 -2 -1 0 1 2 -6 -5 -4 -3 -2 -1 0 1 2 3
PC1 (29,75% of the variance) PC1 (28,12% of the variance)

Fig. 6. Analyse en coordonnées principal es basée sur les données de

Fig. 5. Analyse en coordonnées principal es basée sur les données du
I’AFLP.

RAPD.
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individus de Verdanesa par RAPD, un
individu de Verdanesa et un individu de
Boné negro par AFLP. Ces résultats
peuvent étreexpliquéspar |’ existence de
variétés polyclonales au sud des Alpes.
La variété Verdanesa a une large distri-
bution géographique; en plus, elle peut
étre propagée par semis direct de la
graine et non pas exclusivement par
greffe (CoNEDERA et al., 1994).

Dans nos conditions d’ expérimentation,
la méthode basée sur le RAPD parait
plus adaptée et plus reproductible pour
la discrimination et le groupement des
individus de chague variété que celle
de I’AFLP. En outre, cette technique
est moins colteuse, est facile a utiliser
et permet de gagner du temps par rap-
port acelledel’ AFLP.

Conclusions

Les expériences effectuées au cours
de ce travail permettent de mettre en
évidence les points suivants:

O lesmarqueurs RAPD et AFLPlais-
sent espérer lamise au point d’em-
preintes genétiques spécifiques
permettant d'identifier chague in-
dividu de chétaignier;

O I'analysedes AFLP apermisderé
véler plus de bandes polymorphes
gue celle des RAPD (222 vs. 98
bandes);

O la technique RAPD parait plus
adaptée pour grouper les individus
de chaque variété étudiée que celle
del’AFLP,

O lesvariétésfruitieresdechataignier
du sud des Alpes suisses sont gé-
nétiquement tres homogénes.

Les perspectives ouvertes par nos
présents résultats devront étre confir-
mées en utilisant un plus grand nom-
bre d’amorces et en éargissant le
spectre des variétés autochtones étu-
diées. Lerecours ad' autres méthodes
d’'analyse génétique, comme le &
guencage de locus trés polymorphes,
pourrait offrir aussi une aternative
aux techniques RAPD et AFLP.

Remerciements

Nosremerciements s adressent aMM. R.
Guadagnuolo et Y. Yong-Ming de I’ Uni-
versité de Neuchétel (Laboratoire de bo-
tanique évolutive) pour leur précieuse
collaboration et leur intérét porté a cette
étude. Notre gratitude s exprime égae-
ment a tous nos collégues du service de
culture in vitro pour leur aide précieuse
permettant le bon déroulement de ce
travail.

Revue suisse Vitic. Arboric. Hortic. Vol. 36 (6): 349-354, 2004

Bibliographie

BotTa R., AKKAK A., MARINONI D., Bounous G.,
KAMPFER S., STEINKELLNER H., 1999. Evalua
tion of microsatellites markers for characteri-
zing chestnut cultivars. Acta Horticulturae
494, 277-280.

CasasoLl M., MatTioni C., CHERUBINI M., VIL-
LANI F.,, 2001. A genetic linkage map of Euro-
pean chestnut (Castanea sativa Mill.) based
on RAPD, ISSR and isozyme markers. Theor.
Appl. Genet. 102, 1190-1199.

CervERA M. T., GUSMAO J., STEENACKERS M.,
VAN GyseL A., 1996. Application of AFLP™-
based molecular markers to breeding of Popu-
lus spp. Plant growth Regulation 20, 47-52.

CONEDERA M., MULLER-STARCK G., FINESCHI S.,
1993. Genetic characterization of cultivated
varieties of European chestnut (Castanea sa-
tiva Mill.) in Southern Switzerland. (I) Inven-
tory of chestnut varieties: History and pers-
pectives. Proceedings of the International
congress on chestnut. Spoleto, Italy, 299-302.

CONEDERA M., 1994. Inventario e caratterizzazione
genetica delle varieta nostrane di castagno da
frutto. Boll. Soc. tic. Scie. nat. 94, 212-228.

CoNEDERA M., 1998. Les variétés de chétaignes
du sud des Alpes en Suisse. Fruits 97, 1-2.

CoNEDERA M., JERMINI M., SASseLLA A., 1997.
Nouvelles perspectives pour la culture du ch&
taignier au sud des Alpes. Rev. suisse \tic.,
Arboric., Hortic. 29, 1-7.

CoNEDERA M., KREBS P, TINNERW., PRADELLA M.,
TorrIANI D., 2004. The cultivation of Casta-
nea sativa (Mill.) in Europe: from its origin to
its diffusion on a continental scale. \iegetation
History and Archaeobotany 13, 161-179.

FiNEsCHI S., 1988. Short note: Genetics of chest-
nut (Castanea sativa Mill.) Il. Uniformity of
Isozyme phenotypes in grafted orchards. Sil-
vae Genetica 37, 82-83.

FINESCHI S., TAURCHINI, D., MULLER-STARCK G.,
CoNEDERA M., 1993. Genetic characterization
of cultivated varieties of European chestnut
(Castanea sativa Mill.) in Southern Switzer-
land. (111) Analysis of RAPDs molecular mar-
kers. Proceedings of the international
congress on chestnut. Spoleto, Italy, 309-313.

FINESCHI S., TAURCHINI D., VILLANI F., VENDRA-
MIN G. G., 2000. Choroplast DNA polymor-
phism reveals little geographical structure in
Castanea sativa Mill. (Fagaceae) throughout
southern European countries. Molecular Eco-
logy 10, 1495-1504.

FrRASCARIA N., LEFRANC M., 1992. Le commerce
de lachéataigne: un nouvel aspect dans |’ étude
de la différenciation génétique de populations
de chétaigniers (Castanea sativa Mill.) en
France. Ann <ci. for. 49, 75-79.

GaLDERIS U., CipoLLARO M., DI BERNARDO G.,
DE Masi L., GaLano G., Cascino A., 1998.
Molecular typing of Italian sweet chestnut cul-
tivars by random amplified polymorphic DNA
analysis. J. Hortic. ci. Biotech. 73, 259-263.

GouLAo L., VALDIVIESSO T., SANTANA C., MoNIZz
OLIVEIRA C., 2001. Comparison between phe-
netic characterisation using RAPD and ISSR
markers and phenotypic data of cultivated

chestnut (Castanea sativa Mill.). Genetic Re-
sources and Crop Evolution 48, 329-338.

LieutaGHl P, 1969. Le livre des arbres, arbustes
et arbrisseaux. Robert Morel éditeur. Vol. A.,
370-390.

LurascHl P, MorTis P, PLozza L. 1994. Diffe-
renziazione di varietd di castagno europeo
(Castanea sativa Mill.) in base alla morfolo-
giafogliare. Travail de diplédme EPFZ, Zurich.

MaLvoLTi M. E., FiNEscHI S., 1987. Analysis of
enzyme systems in Chestnut (Castanea sativa
Mill.). Genet. Agr. 41, 243-256.

MANTEL N., 1967. The detection of disease clus-
tering and a generalized regression approach.
Cancer Res. 27, 209-220.

MULLER-STARCK G., CONEDERA M., FINESCHI S.,
1993. Genetic characterization of cultivated
varieties of European chestnut (Castanea sa-
tiva Mill.) in Southern Switzerland. (I1). Ge-
netic inventory based on enzyme gene mar-
kers. Proceedings of the International Con-
gress on Chestnut. Spoleto, Italy, 303-307.

ORrRAGUZIE N. C., PATERSON A. M., McNEeIL D. L.,
1999. Origin and relationships of New-Zea
land chestnut (Castanea sp. Fagaceae) selec-
tions reflect patterns of graft failure. Plant
Syst. Evol. 218, 193-204.

PEREIRA-LORENZO S., FERNANDEZ-LOPEZ J., MO-
RENO-GONZzALEZ, 1996. Variability and grou-
ping of Northwestern Spanish Chestnut culti-
vars. Il. Isoenzyme traits. J. Amer. Soc. Hort.
Science 121, 190-197.

Pereira M. J., CasTRrO L. F,, TORREA-PEREIRA J.
M., Lorenzo S. P, 1999. Isozyme polymor-
phisms in Portuguese chestnut cultivars. Acta
Horticulturae 494, 283-286.

PiTTET J. R., 1986. Terres de Castanide. Hommes
et paysages du chétaignier de I’ Antiquité a
nos jours. Librairie Arthéme Fayard, Paris,
479 p.

Poressk! S., BAILEY G., Baum R. B., 1997. Mo-
dification of a CTAB DNA extraction proto-
col for plants containing high polysaccharide
and polyphenol components. Plant molecular
Biology Reporter 15, 8-15.

PoweLL W., MORGANTE M., ANDRE C., HANAFEY
M., VoGEL J,, TINGEY S., RAFALSKI A., 1996.
The comparison of RFLP, RAPD, AFLP and
SSR (microsatellite) markers for germplasm
analysis. Mol. Breeding 2, 225-238.

RencaNavaki K., Reap J. C,, FriTz A. K., 2001.
Genetic diversity among Texas bluegrass ge-
notypes (Poa arachnifera Torr.) revealed by
AFLP and RAPD markers. Theor. Appl. Genet.
102, 1037-1045.

Rubow A., CoNEDERA M., 2001. Blite und Sor-
tenerkennung bei der Edelkastanie (Castanea
sativa Mill.) auf der Alpensiudseite der
Schweiz. Bot. Helv. 111, 1-23.

SNEATH P H. A., SokAL R. R., 1973. Numerical
taxonomy. The principles and practice of nu-
merical classification. W. H. Freeman and Co.,
San Francisco, 000 p.

YAMAMOTO T., SHIMADA T., KotoBuki K., MORI-
MOTO Y., YOSHIDA M., 1998. Genetic charac-
terization of Asian chestnut varieties assessed
by AFLP. Breeding Science 48, 359-363.

Riassunto
Identificazione molecolare delle varieta di castagno in Svizzera

In questo lavoro sono state utilizzate due tecniche molecolari — RAPD (Random Am-
plified Polymorphic DNA) e AFLP (Amplified Fragment Length polymorphism) — su
varieta da frutto di castagno in Svizzera alo scopo di individuare marcatori specifici
per una loro identificazione. Latecnica RAPD ha permesso di amplificare 98, I’ AFLP
222, utilizzando rispettivamente 12 e 4 primers.

Le analise del raggruppamenti e delle componenti principali dei due marcatori hanno
evidenziato la possibilita di distinguere tra le varieta da frutto e i polloni da ceduo,
mentre la determinazione univoca delle singol e varieta non e stata possibile.

| risultati delle due tecniche sono comparabili € mostrano una correlazione significativa

tradi loro (r = 0,78).
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Zusammenfassung

Genetische Identifikation von schweizer Kastaniensor-
ten (C. sativa Mill.) mittels RAPD und AFLP Marker

Diese Studie beschreibt zwei molekulare Analysetechniken
RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) und AFLP
(Amplified Fragment Length Polymorphism), mit denen spe-
zifische Marker gefunden wurden, welche die genetische
Identifikation von schweizerischen Kastaniensorten ermogli-
chen. Mit RAPD und AFLP konnten mittels 12 bzw. 4 Pri-
mer 98 resp. 222 polymorph Markerbanden gefunden wer-
den. Durch die Clusteranayse und die Ubertragung der
beiden Marker ins Koordinatensystem konnten die Frucht-
Sorten von der wilden Stockausschlagen diskriminiert wer-
den. Die eindeutige Bestimmung einzelner Sorten war dage-
gen nicht moglich. Die molekularen Ergebnisse der beiden
Markern sind vergleichbar. Zwischen RAPD und AFLP
wurde eine signifikante Korrelation (r = 0,78) gefunden.

Summary

Identification of Chestnut (C. sativa Mill.) cultivars
using RAPD and AFLP markers in Switzerland

This study focuses on the use of two molecular analysis tech-
niques including RAPD (Random Amplified Polymorphic
DNA) and AFLP (Amplified Fragment Length Polymor-
phism) in view to provide specific markers for the genetic
characterisation of chestnut cultivarsin Ticino (Switzerland).
98 and 222 polymorphic bands were amplified through
RAPD and AFLP by using 12 and 4 primer combinations
respectively. Clustering and principal coordinates analysis
upon the two markers alowed to separate the varieties
and the coppice sprouts into two clear groups. Identification
at cultivar level, however, was not possible. Results obtained
with the two molecular markers are comparable. A high
significant correlation between RAPD and AFLP data (r =
0.78) was found as well.

Key words: Castanea sativa Mill., chestnut, molecular mar-
kers, RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), AFLP
(Amplified Fragment L ength Polymorphism).
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