Producto: Caracterizacion de los efectos de formulaciones

innovadoras de pasta estimulante sobre la produccion de

resina y el estado de la planta en condiciones controladas.

Actividad: Ensayo en condiciones controladas de formulaciones de pasta
estimulante sobre plantula de Pinus Pinaster y sus efectos en la

produccion y estado de la planta.

Entregables:
e Dossier técnico del ensayo de caracterizacion de estimulantes de la resinacion.

e Estudio comparativo de estimulantes inductores de la resinacion en condiciones de cultivo
controlado.

e Presentacion de resultados.
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Introduccion
Estimulantes quimicos

Entregable 2.18.1

Existen distintos tipos de estimulantes quimicos que, tras su aplicacion, fomentan la produccion de resina
mediante diferentes mecanismos de actuacion que varian en funcién del principio activo que constituye la

base de su composicion.

Acidos

El &cido interacciona con la pared celular de los canales resiniferos, generando asi un incremento de su
tamafio y facilitando la liberacion de resina. Ademas, la fluencia de esta sustancia se ve facilitada por la
presencia del &cido, ya que inhibe parcialmente el fendmeno de cristalizacion (Rodrigues-Corréa et al, 2008).
En el caso de los acidos de menor pH (con mayor poder oxidativo), aparte de suponer un riesgo en la salud
de los trabajadores que los emplean, provocan dafios en los tejidos del arbol que se manifiestan no solo en
una necrosis del cambium, sino en un cambio de color de la madera expuesta al &cido (Rodrigues-Corréa et

al, 2012; Rodriguez-Garcia et al, 2015).

Figura 1. Detalle del quemado del pino tras la aplicacion de un estimulante con acido sulfirico. Fuente:
extraido de Pine oleoresin: tapping green chemicals, biofuels, food protection, and carbon sequestration

from multipurpose trees (Rodrigues-Corréa, 2012).
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Acido sulftrico (H2SO.): se trata de un &cido mineral fuerte y un oxidante fuerte. En medio acuoso, se
disocia de acuerdo con dos equilibrios, siendo miscible en agua para todos los grados de concentracion
(Young, 1949):

1) HSO4+ H,0O = H3O" + HSOs  pKal = &cido fuerte
2) HSOs + H0 & Hz0* + SO.* pKa2 =1,99
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Figura 2. Fracciones de &cido sulfurico presente como éacido sin disociar, como ion
bisulfato, y como ion sulfato (Fuente: extraido de Young T.F., 1949).

En soluciones muy diluidas, casi todo el &cido se encuentra disociado en forma de iones sulfato e hidrdgeno.
Conforme se incrementa la concentracion de acido, las especies presentes pasan a ser iones bisulfito e
hidrégeno. En disoluciones muy concentradas, casi todo el acido se encuentra en su forma sin disociar. Por
esta razon, el acido sulfurico diluido actia como un &cido diprotico, es decir, es capaz de liberar hasta dos
iones H*. En base a estas propiedades, es capaz de formar sulfatos y bisulfatos con aquellos compuestos con
los reacciona (Young et al, 1949).

Por otro lado, sus caracteristicas de higroscopicidad se deben, principalmente, a que la entalpia (o calor) de
reaccion del H.SO4 anhidro con el agua es muy exotérmica (Khalizov et al, 2009), lo que significa que tiene
mucha tendencia a progresar cuando se ponen en contacto las dos sustancias, formando durante el proceso
los siguientes hidratos: el monohidrato (H2SOs*H:0), el dihidrato (H.SO4*2H:0), el trihidrato
(H2S04*3H:0), el tetrahidrato (H.SO4*4H,0) y el hexahidrato (H.SO4*6,5H,0).

Consecuencia de su poder oxidante, su fuerte acidez y la concentracion, relativamente elevada, a la que se
emplea, da lugar, tal y como se ha mencionado antes, a un “quemado” quimico que se manifiesta en la madera
tras una exposicion prolongada al acido (Michavila et al, 2019).

www.sust-forest.eu
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Figura 3. Izquierda: aplicacion de la pasta tradicional. Derecha: detalle de madera quemada y no quemada.
Fuente: cedido por Michavila S., 2019.

Acido clorhidrico (HCI): se trata de un &cido mineral fuerte y un oxidante fuerte. En medio acuoso, se
disocia de acuerdo al siguiente equilibrio, siendo miscible en agua para todos los grados de concentracién:

1) HCI + H,O = Hs:0" + CI pKa = acido fuerte
A efectos practicos, se puede suponer que, para un amplio rango de concentraciones, el acido se disocia
totalmente en iones cloruro e hidrogeno (Matsumoto et al, 1996). Por esta razon, el acido clorhidrico actla
como un acido monoprotico fuerte, es decir, es capaz de liberar hasta un ion H*. En base a estas propiedades,
es capaz de formar cloruros con aquellos compuestos con los reacciona.

Consecuencia de su poder oxidante, su fuerte acidez y la concentracion, relativamente elevada, a la que se
emplea, podria Ilegar a ocasionar dafios similares a las pastas basadas en acido sulfurico.

Acido benzoico (C;HsO>): se trata de un acido organico débil, y por tanto

O presenta menor poder oxidativo que los &cidos anteriores. En medio acuoso, se

disocia de acuerdo al siguiente equilibrio, siendo parcialmente miscible en agua

OH (Laguerie et al, 1976) a una atmdsfera de presion y 25° C de temperatura
(solubilidad de 3.44 g/L):

1) CeHsCO2H + H,0 = H3OF + CeHsCOo pKa = 419
Al ser un &cido débil monoprético, las moléculas de acido en disolucion no se encuentran totalmente
disociadas, por lo que las distintas especies presentes contribuyen a ejercer un efecto tampon en el medio.
Ademas, como ya se ha mencionado, la mayor limitacion de este acido es su grado de miscibilidad con el
agua, lo que dificulta la preparacion de pastas, asi como su aplicabilidad y permeabilidad en la planta, al
mismo tiempo que es capaz de actuar como precursor del &cido salicilico (C/HsOs3), una fitohormona cuyo
mecanismo de actuacion es explicado mas adelante.

www.sust-forest.eu
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Por lo demas, al ser menos corrosivo y presentar una menor fortaleza acido-base, ocasionaria, en principio,
dafios mucho menores en las plantas a las que fuera aplicado con éxito.

Acido citrico (CsHsO5): se trata de un acido organico débil, y por tanto

0 OH presenta menor poder oxidativo que los acidos clorhidrico y sulfirico. En

0 fo) medio acuoso, se disocia de acuerdo tres equilibrios de disociacién, siendo

)k )L muy miscible (Laguerie et al, 1976) en agua a una atmosfera de presion y

HO _ . OH 25,1 °C de temperatura (solubilidad de 208 g &cido monohidratado/100g
OH de agua):

1)  CeHsO7+ H0 = HiO* + CsH,O07 pKal = 3,13

2) CeH:07+ H,0 = H3O" + CeHsO*  pKa2 =4,76

3) CeHsO7* + H,0 = H30" + CsHs07> pKa3 = 6,40
Al ser un &cido débil poliprético, las moléculas de acido no se encuentran totalmente disociadas, por lo las
distintas especies presentes contribuyen a ejercer un efecto tampén en el medio. Aln son necesarios estudios
adicionales para determinar la viabilidad de este 4cido como alternativa a las principales pastas comerciales.

Fitohormonas

Posiblemente, este grupo sea el que presente mayores posibilidades de cara al desarrollo e innovacién de
nuevos estimulantes capaces de inducir respuestas metabdlicas y anatémicas en la planta, ya que son capaces,
por un lado, de fomentar la formacion de nuevos canales resiniferos, y por extension, la produccion de resina.
Por otro lado, mediante la activacion de los mecanismos de defensa de la planta, se puede fomentar la
expresion de las familias génicas responsables de la biosintesis de resina, lo que también provocaria un
aumento en su produccion.

En general, su gran limitacién se debe a que los mecanismos actuales de aplicacidn de estos principios activos
no logran permear en suficiente concentracion al interior de las plantas, por lo que no llegan a inducirse los
efectos deseados.

H\ /H Etileno(CzH.): a temperatura ambiente y una atmdsfera de presion, esta sustancia aparece en

L=C_ forma gaseosa, siendo incolora y presentando un gusto y olor dulce. Es mas ligero que el aire,
H H  facilmente inflamable, pudiendo retroceder la ignicién a la fuente de la fuga, lo que supone un
riesgo adicional. Ademas, en caso de una exposicién prolongada al fuego o al calor del recipiente que lo
almacena, éste puede explotar violentamente y salir despedido, por lo que ha tenerse cuidado no solo durante

su uso, sino también durante su transporte y almacenamiento (Howard, 1996).

0 Aunque es parcialmente soluble en agua (131 mg/L), debido a su elevado precio, a su
C|/\/E\"OH condicion de gas, y las dificultades de aplicacion, se emplea el acido 2-cloroetilfosfénico

OH  (C;HeCIO3P), o etefén, como alternativa, constituyendo un precursor del etileno, que es
formado de acuerdo con el siguiente mecanismo a partir de valores de pH de 3,5 (Yang, 1969):

www.sust-forest.eu



i

miterreg B ¢

EUROPEAN UNION L/

SUS
L~ IAAI\ FOREST
c 0"
N 1[3'
Cl-CH,-CH,-P{ _ + H,0 (or OH™) —» cﬂcu}&}xzi —
T o” ® + 0
~
H

Cl” + CH,=CH, + H, PO, (or HFO, )
Figura 4. Mecanismo de disociacion del etefon para la formacién de etileno (medio neutro o basico). Fuente:
extraido de Yang S. F., 1969.

El mecanismo de actuacidn del etileno es complejo, pues se encuentra implicado en un gran nimero de rutas
metabolicas, pero puede resumirse de acuerdo a la siguiente informacion: esta molécula se encuentra
implicada en la sefializacién de mecanismos de estrés inducido, que fomentan la expresion de las familias
génicas responsables de la biosintesis de mono- y diterpenos. Contribuye también al crecimiento radial,
fomentando la presencia de canales resiniferos y alterando los patrones anatomicos de las traqueidas
(Celedon, 2019).

Auxinas y giberelinas: estas fitohormonas intervienen en un considerable nimero de procesos relacionados
con el desarrollo de la planta a lo largo de su ciclo vital, pudiendo actuar también como mensajeros
intercelulares, estando también relacionadas con las respuestas al crecimiento. De esta manera, contribuyen
a la formacion de canales resiniferos al tiempo que promueven la expresién del gen del &cido 1-amino-
ciclopropano-1-carboxilico (enzima implicada en la biosintesis de etileno). Debido a su elevado coste, se
emplean productos sintéticos capaces de emular sus efectos (Rodrigues-Correa et al, 2013).

Jasmonatos (metil jasmonato CisH200s3): se trata de una fitohormona

derivada de lipidos vegetales que contribuye a la regulacion de procesos del

ocH, desarrollo de la planta, como puede ser la maduracion y senescencia del
fruto, al mismo tiempo que actla en respuesta al estrés bidtico y abidtico.

Ademas, induce la transcripcién del gen acido 1-amino-ciclopropano-1-

= "\__ . carboxilico, que interviene en la biosintesis de etileno. Incrementa a su vez

la biosintesis de mono y diterpenos en hoja y tallo, al tiempo que promueve

la activacion celular y la formacidn de canales resiniferos traumaticos en el

xilema (Rodrigues-Correa et al, 2013).

(6]

Acido salicilico (C7HsO3): actlia como mediador en respuestas asociadas con
OH patdgenos, favoreciendo la activacién de mecanismos de defensa de la planta
COZH frente a sus predadores. Ademés de su condicion como fitohormona, este
compuesto es un acido carboxilico que presenta el siguiente equilibrio acido base

(Rodrigues-Correa et al, 2013):

1)  GCiHeOs3+ HO0=Hs:O"+C/Hs0s  pKa=2,97

www.sust-forest.eu
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Herbicidas

Los herbicidas generalmente son compuestos quimicos que se emplean en las explotaciones agrarias para
controlar el crecimiento de hierbas no deseadas, incrementando de esta manera la produccion del cultivo
primario. En su mayoria, son moléculas pequefias que no suelen presentar una toxicidad directa, pero que,
debido a su estructura molecular, son capaces de inhibir sitios de union especificos de enzimas y proteinas,
alterando de esta manera rutas metabdlicas y fisiologicas esenciales para la vida de las plantas. En funcién
de la tipologia de su mecanismo de actuacién, se clasifican en selectivos y no selectivos (Song, 2014).

El potencial interés de estos compuestos reside en el funcionamiento de su mecanismo de accion, ya que son
capaces, a concentraciones y dosis controladas, de alterar favorablemente rutas metabolicas que inducen un
incremento en la produccidn de resina:

2,4 D (4cido 2,4-diclorofenoxiacético: CgHsCl,O3): este herbicida selectivo esta basado
o_ o en laestructura molecular de las auxinas (fitohormonas naturales), es uno de los mas
‘ ; importantes y extendidos por su efectividad y reducido coste (Serbent et al, 2019).
Aplicado en concentracién suficiente, es capaz de atacar de manera especifica a las
plantas dicotiledéneas, y aunque su mecanismo de actuacion aln no se conoce
N completamente, su funcionamiento se basa en interferir con los procesos fisioldgicos de
‘ ” las plantas en tres etapas: en primer lugar, provoca una estimulacion anormal del
= crecimiento, iniciando la expresiéon de ciertas familias génicas. En segundo lugar, se
| inhibe el crecimiento anormal provocando respuestas fisiologicas como el cierre de
estomas y la produccion de especies reactivas de oxigeno, para finalmente provocar

senescencia, muerte celular y necrosis de tejidos (Song, 2014; Serbent et al, 2019).

En el caso de las coniferas, aplicado en concentracion controlada, es capaz de fomentar la produccién de
resina de manera similar al caso de la auxina, estimulando la formacion de canales resiniferos y la expresion
de gen del acido 1-amino-ciclopropano-1-carboxilico (enzima implicada en la biosintesis de etileno)
(Rodrigues-Correa et al, 2013).

Productos derivados de hongos y animales

Por ultimo, hay presentes polimeros naturales aparentemente inertes capaces de activar los mecanismos
defensivos de las especies del género Pinus. Normalmente, la base de su funcionamiento se debe a que la
planta reconoce estas sustancias como el inicio de una infeccién de un hongo, lo que provoca que ésta trate
de responder a la “infeccion” (Rodrigues-Correa et al, 2013).

Chitosan (CssH103N9Os9): se trata de un compuesto similar a la quitina y presente en el exoesqueleto de
algunos insectos, asi como en las paredes celulares de varias especies de hongos. Su presencia y deteccién
por las plantas induce respuestas que fomentan la activacion de mecanismos de defensa como parte de
mecanismos de respuesta frente a la deteccion de patogenos (Klepzig & Strom, 2011).

www.sust-forest.eu
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Figura 5. Propuesta estructural para el polimero de chitosan
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Objeto del proyecto

El presente proyecto busca establecer unas directrices orientadas a la cuantificacion de diferencias en la
composicion de pastas comerciales aplicadas actualmente en la resinacion de masas forestales.

Paraello, se acude a unas de las principales caracteristicas que definen a todas las pastas: su acidez expresada
mediante el valor de su pH.

En funcion del valor de este parametro se puede cuantificar la presencia de acidos fuertes, ya que éstos seran,
como consecuencia de sus altos coeficientes de disociacion, los principales responsables de la presencia de
iones hidronio en el medio y, por tanto, de bajos pHs. Ademas, mediante la valoracion de estas disoluciones
con NaOH [0.1 M], se puede en primer lugar detectar la presencia de sustancias capaces de ejercer un efecto
tampon sobre el medio, y en segundo lugar, cuantificar la cantidad de sustancias responsables de su acidez.

Por tanto, este estudio supone el punto de partida para el desarrollo y establecimiento de una metodologia
innovadora, sencilla y de facil aplicacién capaz de asegurar un control de calidad aplicado a los estimulantes
guimicos empleados en la resinacién, y que ademas, combinada con técnicas espectroscopicas, podria llegar
a ser capaz de lograr una trazabilidad en esta clase de productos.

Descripcion de los trabajos realizados

Fundamento del estudio, disefio experimental y metodologia empleada

La composicion de las pastas es muy diversa y varia en funcién del tipo de estimulante empleado. Por lo que
en primer lugar es necesario idear un protocolo de actuacion que permita asegurar una adecuada comparacion
entre ellas.

Tedricamente, en un medio homogéneo, el pH de una fraccion de muestra (alicuota), es el pH de la disolucion
madre de la que proviene. Si a esto le sumamos que la fraccion acida es soluble en agua, seria posible realizar
una extraccién sélido — liquido, de tal manera que logremos captar todo el &cido en una fase acuosa de nuestra
eleccion.

Para ello, se pesa una cantidad conocida de pasta en un vaso de precipitados previamente tarado, se disuelve
en un volumen conocido de agua desionizada, se filtra y lleva a enrase con este mismo disolvente en un
matraz aforado de vidrio de 50 ml de capacidad, constituyendo asi una solucion madre de la que partir en
nuestros analisis.

Una fraccién de dicha disolucién madre de volumen conocido (alicuota) se toma en un vaso de precipitados
de 50 mL de capacidad, para en primer lugar, medir su pH mediante el uso de un pHmétro. Posteriormente,
partiendo de una disolucion de NaOH (0.1 M), se valora mediante pHmetro e indicador (fenolftaleina), para
cuantificar la cantidad exacta de acidos presentes en el medio.

De esta manera, conociendo el valor de nuestras diluciones y la composicién exacta de las pastas, podemos
detectar desviaciones significativas en la composicion de estas en caso de que darse.

10
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Resultados
Se presenta en primer lugar un resumen con los valores de pH de las extracciones realizadas:

Tabla 1. Vf: Volumen final al que se ha llevado la exraccion de pasta tras el filtrado en
mililitros; pH: valores medios de pH medidos; s (pH): desviacidn estandar en las medidas de pH.

Principio activo Cadigo VFf (mL) pH s (pH)
Acido sulfurico SuAIm19 50 0,89 0,05
Acido salicilico SaHue19 50 0,95 0,04
Pretta PrHuel9 50 0,76 0,01
Ethrel EtAIm19 50 1,21 0,03
Acido citrico CiGal19 50 2,42 0,01

Y finalmente el valor de las concentraciones de &cidos caracterizadas con las valoraciones, que son
consistentes con los valores de pH obtenidos;

Tabla 2. Va; Volumen de la disolucién valorada en mililitros; Vb: Volumen de base
empleada para realizar la valoracion en mililitros; Cacidos: Concentracién de los compuestos acidos
presentes en el medio tras la valoracion con la base empleada en Molar.

Principio activo Caodigo (r\n/i) Vb (mL) | Cacidos (M)
Acido sulfarico SuAlm19 50 16,63 0,13
Acido salicilico SaHuel9 50
Pretta PrHuel9 50
Ethrel EtAIm19 50 15,3 0,122
Acido citrico CiGal19 50

De esta manera, conociendo el valor de nuestras diluciones y la composicion exacta de las pastas, podemos
en primer lugar, evaluar el grado de precision de las determinaciones realizadas, y en segundo lugar, el nivel
de desviacion entre lo tedrico y lo experimental.

Por Gltimo, los tratamientos empleados se basan en los siguientes principios activos:
e Tratamiento mediante estimulante tradicional, con &cido sulfurico (H.SO.) como principio activo.

e Tratamiento mediante estimulante basado en Ethrel, con etefon (acido 2-cloroetilfosfonico) como
principio activo (menor o igual al 5% en masa) y &cido sulfarico (20% en masa).

11
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e Tratamiento mediante estimulante quimico con acido salicilico como principio activo.

e Tratamiento control, consistente en aplicacion del método de pica de corteza pero sin aplicacién de
estimulante quimico.

Los materiales necesarios para la fabricacion y las metodologias de elaboracion de las pastas se detallan a
continuacion.

Pasta tradicional, basada en la pasta Zeta (Zamorano, 1983):
Materiales:

Disolucion de acido sulfarico comercial (98%)

Agua destilada

Sulfato de calcio hemihidratado

Vaso de precipitados de vidrio de 2 litros

Varilla de vidrio

Metodologia:

Para la fabricacion de 920.6 gramos de pasta, en primer lugar, obtenemos 500 mL de una disolucién de acido
sulfarico al 37.5% en masa. Para ello, partiendo del acido sulfurico comercial (98%), diluimos 1 parte de
acido con 3 de agua (en volumen). Conviene recordar que esta reaccién es muy exotérmica, por lo que ha de
realizarse con cautela, pudiendo llegar a ser necesario emplear un bafio de hielo en cuyo interior se depositaria
el vaso de precipitados con el agua, a la que poco a poco, se le adicionaria el acido. Es importante recalcar
gue siempre se ha de adicionar el &cido sobre cantidad suficiente de agua, pues en caso de no hacerlo asi, y
como consecuencia de la violencia de la reaccién, podria salpicarnos &cido concentrado, poniendo en riesgo
nuestra integridad fisica y nuestra salud.

Una vez obtenida la disolucion de acido a 37.5% en masa, adicionamos 280 gramos de sulfato de calcio
hemihidratado en tandas de 50 gramos, removiendo constantemente con una varilla de vidrio para asegurar
una correcta homogeneidad de la pasta. En este punto, la concentracion de acido sulfdrico en la pasta es del
26% en masa. Es importante tener en cuenta que no haber suficiente acido presente en la pasta, el sulfato de
calcio hemihidratado puede fraguar por efecto del agua, lo que supondria un grave inconveniente.

Es en este momento cuando es necesario comprobar la textura de la pasta. Para ello, sumergimos la varilla
de vidrio y la extraemos. Si la pasta ni escurre ni gotea, es que hemos alcanzado la textura deseada. En caso
de no ser asi, adicionaremos més escayola (0 agua) para conseguir que la pasta alcance la textura apropiada.

Finalmente se envasa, preferentemente en un envase opaco a la luz. Para ello, envasamos en bote de
polietileno trasldcido, con obturador y tapon, y recubrimos el envase con papel de aluminio. Se etiqueta con
el nimero de lote y la fecha. La pasta se utiliza durante un méximo de un mes. Una vez transcurrido el mes,
si queda algo se desecha y se elabora otro lote.

12
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Pasta con base de Ethrel:

Materiales:

Disolucion de &cido sulfurico comercial (98%)
Agua destilada

Ethrel

Serrin

Silica HDK-N20

Nonil fenol 9M

Vaselina liquida (glicerol)

Detergente con cloruro de di(sebo hidrogenado)dimetilamonio

Vaso de precipitados de vidrio de 2 litros
Varilla de vidrio

Metodologia:

Entregable 2.18.1

Para la fabricacion de 363.5 gramos de pasta, en primer lugar, afiadimos 50g del acido sulfurico comercial
(98%) sobre 2209 de agua. Tal y como se ha mencionado en el punto anterior, conviene ser cuidadosos a la
hora de realizar esta dilucion. A continuacion, afiadimos 40g de serrin, seguidos de 20 gramos de silice (Silica
HDK-N20), 3.5g de Nonil fenol 9M, 14g de vaselina liquida y 6g de cualquier detergente que presente cloruro
de di(sebo hidrogenado)dimetilamonio como principio activo, removiendo constantemente con una varilla
de vidrio. A continuacién, comprobamos la textura de la pasta. Para ello, sumergimos la varilla de vidrio y
la extraemos. Si la pasta ni escurre ni gotea, es que hemos alcanzado la textura deseada. En caso de no ser
asi, adicionaremos mas de serrin (o silice) o agua para conseguir que la pasta alcance la textura apropiada.

Finalmente se envasa, preferentemente en un envase opaco a la luz. Para ello, envasamos en bote de
polietileno trasltcido, con obturador y tapon, y recubrimos el envase con papel de aluminio. Se etiqueta con
el nimero de lote y la fecha. La pasta se utiliza durante un maximo de un mes. Una vez transcurrido el mes,

si queda algo se desecha y se elabora otro lote.

www.sust-forest.eu
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Pasta con base de acido salicilico
Materiales:

Disolucion de &cido sulfurico comercial (98%)
Acido salicilico

Agua destilada

Propilenglicol

Salvado de trigo

Vaso de precipitados de vidrio de 2 litros
Varilla de vidrio

Metodologia:

Para 1000g de pasta, poner 520 mL de agua en un vaso de precipitados de vidrio, preparar un bafio de hielo
y colocar el vaso de precipitados de vidrio en su interior, luego agregar lentamente 136 mL (d =1.83g/cm3
equivalente a 250¢) de &cido sulfarico (98%) . Esta reaccion es muy exotérmica, por lo que se ha de agregar
el &cido con cuidado.

Antes de afiadir los 170g de salvado de trigo, es necesario homogeneizarlo, pero si se puede, es preferible
molerlo. En caso no hacerlo asi, la heterogeneidad del sustrato puede modificar la consistencia final de la
pasta. Luego, mientras el vaso de precipitados de vidrio con &cido y agua aun sigue caliente, se extrae del
bafio de hielo y se deposita sobre una superficie limpia, afiadiendo lentamente 100g de salvado de trigo, y el
resto en dos tandas, removiendo constantemente con una varilla de vidrio.

Una vez adicionado todo el salvado, introducimos una batidora de mano y mezclamos la pasta hasta conseguir
una textura homogénea. En este paso es importante evitar introducir aire en la pasta y limpiar inmediatamente
la cuchilla de la batidora, pues el acido de la mezcla podria ser capaz de corroer los metales que la componen
si lo dejasemos actuar el tiempo suficiente.

Al dia siguiente, cuando la mezcla de acido, paja y agua esté a temperatura ambiente, se mezcla en un mortero
(o similar) 10g de &cido salicilico con 1 0 2 mL de alcohol etilico (96°) para comenzar a disolverlo. Luego,
se agregan los 50 g (d = 1.035 g / cm3 equivalente a 48.3 mL) de propilenglicol para disolver totalmente el
acido salicilico. En este momento, agregar el contenido de mortero a la pasta, mezclando constantemente con
una varilla de vidrio, hasta que la mezcla sea homogénea. A continuacion, comprobamos la textura de la
pasta. Para ello, sumergimos la varilla de vidrio y la extraemos. Si la pasta ni escurre ni gotea, es que hemos
alcanzado la textura deseada. En caso de no ser asi, adicionaremos mas salvado (o0 agua) para conseguir que
la pasta alcance la textura apropiada.

Finalmente se envasa, preferentemente en un envase opaco a la luz. Para ello, envasamos en bote de
polietileno trasltcido, con obturador y tapon, y recubrimos el envase con papel de aluminio. Se etiqueta con
el niumero de lote y la fecha. La pasta se utiliza durante un maximo de un mes. Una vez transcurrido el mes,
si queda algo se desecha y se elabora otro lote.

14
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Octubre 2019 Mejora de la produccion resinera mediante mejora genética:
familias grandes productores.

Centro Forestal Sequero Coca (Segovia), jueves 24 de octubre de 2019. Jornada de transferencia (Science-
to-Practice event)

Santiago Michavilla, Rosana Lépez y Aida Rodriguez presentan algunos de los resultados del ensayo
de pastas estimulantes durante este evento organizado por el proyecto Incredible

@ Clirmate-IC

Jomada de - Science to practi
Mejora de la produccién resinera mediante mejora genética: familias de grandes productores
Centro forestal Sequero de Coca

Antecedentes:
Blanvenida, apertura,
M. Bragado (Junta de Castilla y Le . Calvo (CESEFOR) La mejora genética del pino negral, Pinus pinaster, iniciada en el siglo XX, permite incrementar Ia produceion de resin
e | tantoen . asi a os pinares cambio climatica
40 Prospeccidn v sslacciin de grandes productorss de resine como progfenitares de familla frente a factores bicticos y abiticos. Pero para continuar el programa de mejora genética a largo plazo hay que resolver
R. Alia (INIA-CIFOR/iuFOR) algunas cuestiones el plan de trabajo:
950 ¥ la de res; - Demandas de Ia industria en téminos de cantidad y calidad de resina.
J. Tranque {Junta de Castilla y Leén) - Recursos disponibles para el programa
e e e e e e e e e e e | - Sistemas silvicolas adaptados a los nuevos materiales.
10:00 Expectativas de los gestores forestales al uso de los materiales genéticos mejorados
M. Bragado {Junta de Castilla y Lean), F. Pinillos (TRAGSA) Los pinares de negral en los arenales de la Meseta Norte entre Segovia y Valladolid constituyen una zona estratégica
para la produccion de resina en Espafia, donde durante el siglo XX se han llevado a cabo diferentes actividades de
I 6 Espafia, donde o I siglo XX se han I bo dif idades d
10:10 Ei de i segin gradlent 2018 mejora en relacion con la seleccién de arboles plus, su caracterizacion, cruzamientos y evaluacion genética.
R. Lépezy A. Rodriguez (UPM) Recientemente, se han establecido las primeras plantaciones con materiales seleccionados obtenidos.
e e——— | En la jomada de transterencia del dia 24 de octubre, analizaremos Giferentes factores relacionados con la mejora
10:20 Perspectivas futuras en estimulantes en el marco un nuevo Proyecto del Climate KIC J N

genética forestal y las perspectivas futuras para mejorar la produccion de resina en la zona.
R.Lopezy A. Rodriguez (UPM)

10:30 Técnica del taladro basal Objetivo general:

S. Michavila (UPM) Se quiere transmitir el potencial de los programas de mejora genética al sector de la resina, para el fortalecimiento de
su competitividad y la adaptacién a las condiciones climéticas futuras, analizando y discutiendo con los participantes

11:00 Trabajo en grupos —
irigido a:
1140 Pienario "
12:00 Vishta de un ensayo de taladro basal (Coca) Grupos de interés del sector de la resina y de la cadena de suministro de planta forestal: propietarios y gestores
E. Maroto Conde y A. de Pablos Escolar (Junta de Castillay Leén) forestales, técnicos, resineros, industria, investigacion
13:00 Visita a una repobiacidn por fajas con planta procedente de pianta mejorada. Ohjetivos: sxpwciiicos:
Angel Luis Pefia, Eduardo Villacorta (Junta de Castillay Ledn) La jomada ofrecerd informacion y un espacio de reflexion y discusion sobre
I las iniciativas de 14D+ en Curso sobre Ia resina
Il la red de evaluacidn y ensayo de resinacion SustForestResiniab
16:00 Mﬂwﬂmﬂyhmﬂm qu,muﬂmn O i la resina:. on Fi o Pinus elliottii en Brasil
Angel Luis Pefia, Eduardo Villacorta (Junta de Castilla y Ledn) IV.  las estrategias para la produccién de material forestal de reproduccién mejorado para futuros pinares
en resinacion mas productivos  resilientes
V. el suministro de planta y la silvicultura adaptada de los materiales mejorados.
Contacto e inscripcion: VI las perspectivas y necesidades futuras.
Marfa Pasalodos, pasalodos.m: I

Visita de campo:

www.sust-forest.eu
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Noviembre 2019 tercera asamblea general del proyecto presentacion en Lishoa
Asistimos en Lisboa estos dias a la 3% asamblea general del proyecto en la que desde UPM
presentamos algunos de nuestros mas recientes trabajos

I e Yo s ————

Third Project Meeting - Second General Assembly

] INIAV facilites, 20 to 21 November 2019

11:10 - 11:30

11:30 - 11:50

° | penELA

11:50 - 12:10
11:30-1210 | o p—
Parallel NI

13
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Diciembre 2019. Jornada de resineros. Presentacion en Coca

El 19 de diciembre se celebra la Jornada Encuentro para la reflexion sobre la situacion actual del sector
resinero, dentro del marco del proyecto GREENRESIN, financiado por Climate-Kic en Coca (Segovia). Es
una actividad del proyecto donde Aida Rodriguez y Santiago Michavilla presentaron los avances en el
estudio de pastas estimulantes

JORNADA
RESINEROS

UENTRO P

JORNADA RESINEROS, 19 DIC:
PROGRAMA

- 09:30 BIENVENIDA

+10:00 RESULTADOS DE ENSAYOS DE
PASTAS ESTIMULANTES (UPM)

+10:30 RESULTADOS DE ENSAYOS DE
MECANIZACION (UPM, INIA, JCYL)

< 11:00 CAFE

+11:30 TURNO ABIERTO DE NUEVAS
EXPERIENCIAS EN TERRITORIOS RESINEROS

+12:30 DEMOSTRACION EN CAMPO

-RESULTADOS DE LOS ENSAYOS EN:
ESTIMULANTES
MECANIZACION
-DEMOSTRACION IN SITU

-DINAMICA DE ACTIVIDADES

+ 14:00 COMIDA
+15:30 CAMPANA 2019. SUMARIO

.16:00 SESION PARTICIPATIVA PARA EL
DIAGNOSTICO Y ELABORACION
ESCENARIOS DE FUTURO EN LA PROFESIéN
DEL RESINERO (sesion en paralelo)

+16:00 ENCUESTAS Y ENTREVISTAS

19 DICIEMBRE, 2019

9:30 A 17:30 (CESEFOR) (Sesion en paralelo)
AYUNTAMIENTO DE COCA i " :
] teovin +17:30 PUESTA EN COMUN DE RESULTADOS 8
POLITECNICA SALON DE ACTOS Ty
Fam |puismhot & Ultimo dia de inscripcion,

Excmo. Ayuntamiento de
la Villa de COCA confirmar asistencia al mail: a la Villa de COCA Viernes 13 Diciembre

aida.rodriguez.garcia@upm.es

www.sust-forest.eu
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Septiembre 2020 cuarta asamblea general del proyecto. On line
En esta asamblea se presentaron los primeros resultados del ensayo en condiciones controladas de
2019y el diseno de 2020 por Rosana Lopez.

Overview

Network of permanent plots

Activity | . :
Stimulants in tapping activity K' :} s

™) Overview T

Validation of the use of new stimulant
Common garden
tapping activity in Sp yine forest &
: : ; experiment
Activity 11
d Aida Rodriguez Garcia, UPM

Siidne s e

Webinar, 17 to 18 September 2020

Zoom Platform (fink to be provided by INIA

Working language: Engiish

NIA- Cesefor Al
Progre ﬂ a
9:15 - 10115 CESEFOR, UPM Al
\ - 2% session. Progress by Partners. 30 min. each
| > 15-11:15 NIA, INIAP

a 451245 | 3rd session. Partners. 30 min. each Proenca-Nova, Al
1 Penela
“ Armand Clopeau e
2.45-1345 | 4™ session. Progress by Partners. 30 min. eact EFI, CNPF A

CESEFOR Al
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Octubre 2021 Jornadas internacionales El resinero: el futuro de un oficio, del 4 al 5
octubre en el Teatro Palacio de la Audiencia de Soria.

Se presentaron los resultados de la Universidad Politécnica de Madrid a lo largo del estudio de
nuevos estimulantes. Se destaca la utilidad de técnicas de microrresinacion para el ensayo de nuevas
formulaciones, la buena rentabilidad de la pasta salicilica y la similar productividad de

pasta ethrel frente a la pasta tradicional en periodos de picas de 15 dias.

SUST

lnterreg M (

Sudoe

“E| Resinere: Elfuturo
4y5 o

Asistencia gratuita previa inscripcion

Objetivos Metodotogia
interreg @ tenren I ¢ Metodologia
Surdoe
S ——— N 2019 2020

1 Control Control
Ensayo en condiciones controladas de formulaciones de 2 Hedida Herida
pasta estimulante sobre plantula de Pinus pinaster y sus 3 A sulfdrico A. sulfirico
efectos en la produccion y estado de la planta 4 Ethrel Ethrel
5 A salicilico A. salicilico
) 6 A. citrico A. citrico
Un nuevo enfoque experimental - Pretta

rau;tmo.‘ru‘l)l;J.pereZ@upm.es o . - .
técnica de Madrid B Mediciones de: Resina extraida, resina
interna, conductancia estomatica y potencial

coforn® % £ mmmmmo Q & a L o -
% = hidrico, crecimiento en diametro y altura,

=
Shiov  penela S ommm
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Noviembre 2021. SEMINARIO PARA LA MEJORA DE PRODUCCION DE RESINA EN
PINUS PINASTER AITON. Pontevedra

El objetivo de este seminario es el de presentar los avances en los trabajos de mejora genética y
selvicola de Pinus pinaster y analizar las propuestas de actividades que mejoran la coordinacion y
avance en los programas de evaluacion, seleccion y gestion de las masas productoras de resina. En el

Rosana Lopez presento algunos de los resultados del ensayo de estimulantes en condiciones
controladas

PROGRAMA
Sesion 1. 11:00 a 13:00 horas. Mejora genética para la produccién de resina

Sesion 2. 15:00 a 17:00 horas. Mejora selvicola para la produccion de resina

- Z ierreg B ;
interreg H AEREMA Sudoe AEREMA
Sudoe

Seminario: Mejora para la produccion de resina en Pinus pinaster Aiton. Gran Variabi“dad entre aﬁos
MBG 26/10/2021
Microrresinacién (2019) Microrresinacion (2020)
Seleccion precoz de nuevos estimulantes | e s o L, S G

en la actividad resinera

ucida (mg)

Rosana Lopez- UPM

Resina prod:

23 < N @
N OWF o '%« pt;neln * o
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PUBLICACIONES

GRADO EN INGENIERIA FORESTAL. PROYECTO FIN DE GRADO.

Ensayo de microrresinacion con pastas estimulantes en Pinus pinaster. Analisis de la
produccion de resina y cambios en los factores fisiologicos y dendrométricos de la planta. Fin
de grado. Septiembre 2021. Ana Rodriguez Dominguez

Puente-Villegas, S. M., Garcia, A. R., Rubio, F., Gil, L., & Lopez, R. (2020). Salicylic and citric acid as
promising new stimulants for resin tapping in maritime pine (Pinus pinaster Ait.). Forest Systems, 29(3),
eSC07-eSCO07.

UNIVERSIDAD POLITECNICA DE MADRID
ESCUELA TECNICA SUPERIOR DE INGENIERIA DE
MONTES, FORESTAL
Y DEL MEDIO NATURAL

Lestints Nacace é lavestigaciony Teceninga Agrsay Alsvesta (LAY

OPEN ACCESS

SHORT COMMUNICATION
Salicylic and citric acid as promising new stimulants for resin tapping in
maritime pine (Pinus pinaster Ait.)

‘Santiago Michavila (Michavila, ida Rodriguez-Garcia (Rodriguez-Garcia. A.), Faustino Rubic (Rubio, F),

Luis Gil (Gil, L ) and Rosara Lopez (Lopez R )*
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6. 34040 Mdvid Spin
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ENSAYO DE MICRORRESINACION CON PASTAS ESTIMULANTES EN PINES
PINASTER. ANALISIS DE LA PRODUCCION DE RESINA Y CAMBIOS EN 1LOS
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FIN DE GRADO

INIA. Tht is m open ascessamicle dssmibed under th terens ofthe Crestive Commons Atmtion 3.0 Inverma-
anse

ANA RODRIGUEZ DOMINGUEZ

| Funding agenciesiinstitutions | Projest/ Grant |

| Euopean proyects Interreg Sudoe SustForest Fius I |

GREENRESIN funded by the EIT-Climate KIC | 190706 |
ors have declred ting inpereats exiet.

c..mp...ammu e .dmmpnmnuw soraca lopez Gpn s

Introduction

Humans have been using resm since prehistoric tmes,
‘but the system of resin extraction at an industnal level be-
2an 2t the beginning of 15 century. The first non-destrcti-
ve method was developed in France and was known as the
“Huugues method™. It consisted on wounding the tree trunk
deeply m the xylem every 5-6 days to release the resin con-
tamned m the resin canals. One of the mam concerns of this
techmique from the beginnmg was that resm tend to crys-
tallize quickly and thus the fow 15 considerably reduced

and eventually stops. In cold regions this effect was more
evident, thus 1n countries such as Germany or Russia, with
extensive areas of pine forest, resin production was scar-
ce. From ihe 19305 tapping related research in these coun-
tries focsed on the development of chemical stimulants to
increase resin flow and avoid crystllization. A few vears
later, new trials with stinmulants aiso began in the USA (Na-
jera & Rufe, 1951). The sesults obtained were so promising
that the Hugues method was progressrvely teplaced by 2
less hamful method, “bark streak tapping”, barely dama-
‘ging the xylem and with the adéition of the stmulant This
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Introduccion

La resina es una mezcla compleja de monoterpenos, diterpenos y sesquiterpenos, que se
produce en el interior de las células epiteliales que rodean los canales resiniferos y se almacena en el
lumen de los mismos y constituye una de las principales lineas de defensa de las coniferas en respuesta
a perturbaciones abiéticas o bidticas. Cuando se produce un daino mecanico, la resina contenida en el
interior de los canales se libera, solidificandose en contacto con el aire al evaporarse los terpenos mas
volatiles, incrementandose asi la concentracion de los de mayor peso molecular (diterpenos y acidos
resinicos), que forman una barrera fisica y quimica frente a los agentes externos (Trapp & Croteau,
2001).

La extraccion de resina por parte del hombre es una practica antigua que data de la prehistoria,
aunqgue no es hasta principios del siglo XVIIl cuando se industrializa el proceso. Durante el primer tercio
del siglo XX, la necesidad de productos derivados de la resina aumenté considerablemente debido a su
importancia como materia prima en la fabricacion de material bélico. Paises como Alemania y Rusia
impulsaron lineas de investigacion enfocadas al desarrollo de estimulantes quimicos para incrementar
el flujo de resina y evitar su cristalizaciéon. Investigaciones a las que poco después se uniria Estados
Unidos (Najera y Angulo & Rifé Lamprecht, 1951). Se formularon mezclas de acidos fuertes, algunas
bases y sales que aplicadas a una herida (pica) recién efectuada incrementaban en gran medida la
cantidad de miera segregada por el arbol. Los resultados fueron tan prometedores que hasta de
desarrolld6 un método nuevo de resinacién, pica de corteza, mucho menos invasivo y que requeria
menos esfuerzo fisico por parte del resinero, que ha llegado hasta nuestros dias.

En Espana, la adopcion de esta metodologia supuso un proceso largo y complejo que terminé a
finales de los anos 60, coincidiendo con los anos de maximo esplendor del sector, debido, entre otras
razones, a la reticencia de los resineros a abandonar el método tradicional, sistema Hugues, frente a
la pica de corteza (Berlanga Santamaria, 1999; Najera y Angulo, 1961). Los primeros estimulantes que
se utilizaron tenian como base acido sulfurico, que se aplicaba de forma liquida cada 6-7 dias. Para
solventar parte de los problemas de seguridad para el resinero que conllevaba trabajar con acido
sulfarico liquido, surgieron las primeras pastas sélidas, mezclando el acido sulflrico con caolinita
(Al2Si20s(0H)4) y cloruro de calcio (CaCl2) (Solis & Zamorano, 1974). Se consigue ademas asi alargar el
periodo entre picas hasta los 14 dias. En la actualidad la caolinita y el cloruro calcico han sido
sustituidos por el yeso, para evitar los vapores toxicos que emitian estos dos compuestos en
exposiciones prolongadas. Esta pasta es la que todavia se utiliza mayoritariamente en Espana y
cominmente se conoce como pasta tradicional. Sin embargo, el uso de acido sulfirico en el monte es
controvertido debido a tres razones principalmente: i) la ya citada de seguridad para el resinero, porque
se trata de un acido fuertemente corrosivo capaz de quemar la piel y causar problemas pulmonares si
se inhala, ii) danino para el arbol, quemando grandes areas de xilema, afectando a su fisiologia y
devaluando el valor de la madera, iii) residuo no deseado para la industria quimica de transformacion.
Es por ello que en la Gltima década se viene trabajando en el desarrollo de nuevas pastas estimulantes
alternativas.
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Las pastas estimulantes contienen mayoritariamente un compuesto acido que funciona
estimulando el flujo y reduciendo la cristalizacién y un material portador para proporcionar adhesion
sobre la herida. A nivel anatémico, el acido actla reduciendo la turgencia de las células epiteliales del
canal resinifero, que aumenta su tamano, liberandose la resina mas facilmente. La resina también fluye
mejor porque sus acidos no cristalizan. Ademas, el acido induce la sintesis de proteinas de defensa
frente a patégenos y a consecuencia de su capacidad oxidativa, al interaccionar con el tejido vegetal
se terminan generando especies reactivas de oxigeno, lo que conlleva una mayor extension del danoy
la consiguiente prolongacion del flujo de resina (McReynolds & Kossuth, 1984; K. C. da S. Rodrigues-
Corréa et al., 2012; Silverman et al., 2005). Las formulaciones mas nuevas, y cuya utilizacion se ha
extendido ampliamente por la Peninsula Ibérica en los Gltimos anos, incluyen Ethrel (también conocido
como CEPA, acido 2-cloroetilfosfonico), un precursor de etileno que estimula la produccion y el flujo de
resina. El etileno es una hormona gaseosa que entre otras cosas participa en el crecimiento radial del
arbol, fomentando la formacion de canales resiniferos y alterando los patrones anatémicos de las
traqueidas (Hudgins & Franceschi, 2004a; Yang, 1969).

Aparte del Ethrel, en los Ultimos afos se han probado otros principios activos de diversa indole
tales como fitohormonas: auxinas (Rodrigues et al., 2008); acido salicilico (Rodrigues & Fett-Neto,
2009) o su sal acido benzoico (K. Rodrigues-Corréa & Fett-Neto, 2013) y jasmonatos (de Geyter et al.,
2012; Hudgins et al., 2004; Hudgins & Franceschi, 2004b; Junkes et al., 2019a); o adyuvantes como
hierro, potasio o cobre (K. Rodrigues-Corréa & Fett-Neto, 2013).

Pinus pinaster Ait. es una de las especies arbéreas que mayor extension ocupa en Espana y la
dnica que se resina en la actualidad. Tras el auge de la industria de la resina en los afios 60 se inicid
un acusado declive marcado por la competencia con paises como China, Indonesia o Brasil. Si a esto
le sumamos la poca valoracion social, el abandono rural, la jubilacién de los resineros y el bajo precio
en el mercado del producto, se llegd casi al total abandono de la actividad a finales de los 90 (Mufoz,
2006; Picardo & Pinillos, 2013). En los dltimos 20 anos, sin embargo, la produccion de resina
practicamente se ha triplicado en relacién con los valores de 1999 (MITECO, 2021). El impulso de
iniciativas europeas para valorizar los productos forestales no maderables, la blusqueda de alternativas
laborales en el mundo rural y la necesidad de sustituir productos derivados del petréleo han supuesto
el resurgir del sector.
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Objetivos

La caracterizacion de los efectos de distintas formulaciones estimulantes supone una de las
mejoras para el sector mas demandada desde el colectivo resinero, clave de la rentabilidad de la
actividad resinera, en la seguridad laboral y con mejores perspectivas de implementarse en la practica.
Los avances en los Gltimos anos han supuesto una mejora importante en los compuestos, aunque
presentan algunos inconvenientes como el coste de adquisicion. Por otra parte, algunas aplicaciones
de la resina natural exigen la ausencia de acidos, que a dia de hoy son denominador comun de los
estimulantes utilizados en la Peninsula Ibérica. En este sentido, el testeo en condiciones controladas
de nuevas formulaciones mas econdémicas y/o con menores concentraciones de acidos con
antecedentes de éxito plantea una via de mejora indudable. Los destinatarios principales de la accion
seran los resineros, las empresas vinculadas a la producciéon y desarrollo de pastas de estimulacion y
las sociedades cooperativas y empresas que se dediquen a la resinacion.

Este trabajo busca el establecimiento de los potenciales incrementos en produccion y/o mejoras
en el ratio coste-beneficio; un avance hacia el establecimiento de formulaciones concretas para la
normalizacion y profesionalizacion de esta fase del aprovechamiento, la disminucién del riesgo laboral
y mejora de la calidad del producto al limitar o eliminar el uso de acidos, contribuyendo todos estos
puntos al objetivo especifico del proyecto Mejorar las condiciones laborales del resinero.

Por Gltimo, el control sobre el estado fitosanitario de las plantas bajo el efecto de las distintas
formulaciones contribuyendo a asegurar la sostenibilidad del aprovechamiento. Los resultados
obtenidos seran aplicables y reproducibles a diferentes escalas

El objetivo de este estudio fue la seleccidon precoz de nuevos estimulantes, alternativos al acido
sulfurico, para la produccion de resina en Pinus pinaster. Para ello se testaron durante dos anos
consecutivos pastas estimulantes con distintos principios activos en plantulas de Pinus pinaster para
comparar sus efectos en la produccion de resina y en el estado fisiol6gico de la planta. Las pastas de
las que se obtengan resultados prometedores, tanto en produccién como en afeccion al arbol, serviran
como pastas candidatas para ensayar en pinos adultos.

Metodologia

Material vegetal y tratamientos

Se realizaron dos experimentos en veranos consecutivos, 2019 y 2020, con plantulas de Pinus
pinaster de cinco savias el primer ano y de tres savias el segundo en las instalaciones de la ETSI de
Montes, Forestal y del Medio Natural de la UPM en Madrid. Las plantulas se cultivaron en macetas de
3 | con una mezcla de sustrato de turba y perlita (70:30, v:v) y se fertilizaron con un fertilizante de
liberacion lenta (Osmocote Plus Standard, 15:9:12 (N:P:K)) una vez al afo. Las plantulas se
mantuvieron a capacidad de campo durante todo el experimento (Figura 1).
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Los ejemplares de Pinus pinaster con los que se ha contado para la realizacion del ensayo
proceden de plantulas de la Serrania de Guadalajara (Figura 2), son de 3 savias. Se seleccionaron
ejemplares con los criterios para la eleccion que fueron escoger los ejemplares con mayor altura y
diametro con el fin de obtener mayores cantidades de resina, puesto que, a mayor diametro, mayor
posibilidad de que existan canales resiniferos en su interior.
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Figura 2: Localizacién de la Serrania de Guadalajara. (DG Areas protegidas y Biodiversidad, 2011)

El primer ano se probaron cuatro pastas estimulantes (los porcentajes se corresponden con el
porcentaje en masa): tradicional (35.5% de agua destilada, 34.2% de acido sulflrico comercial (pureza
del 98%) y 30.3% de sulfato de calcio hemihidratado o yeso); ethrel (60.5% de agua destilada, 13.8%
de acido sulfarico (pureza del 98%), 10,8% de cascara de arroz, 5,5% de silice HDK-N20, 3.9% de
vaselina, 2.8% de Ethrel, 1.7% de Arquad 2HT-75 (cloruro de bi(alquil sebo hidrogenado) dimetil
amonio), 1% de Nonil fenol 9 Molar); acido salicilico (50% de agua destilada, 25.0% de acido sulflrico
comercial (pureza del 98%), 19% de salvado de trigo, 5% de propilenglicol y 1% de acido salicilico) y
acido citrico (40% de acido citrico, 33.5% de agua destilada, 26% de bentonita de calcio y 0,5% de
propilenglicol). El segundo ano, ademas de los cuatro estimulantes anteriores, se probd la pasta
brasilena pretta (50.4% acido sulfirico comercial (pureza del 98%), 33.4% de agua destilada 'y 16.2%
cascara de arroz triturada). Al mismo tiempo, se incluyeron dos tratamientos control, control sin herida
(sin realizacién de pica) y control con herida (realizando las mismas picas pero sin aplicar la pasta
estimulante). (Figura 3)

Figura 3: Pastas de estimulacion usada en el ensayo
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Cada tratamiento se aplico a 18-19 plantulas, siendo el total de pinos utilizados de 114 en el
primer ensayo y de 120 en el segundo. Los ejemplares se distribuyeron en filas paralelas en direccion
norte-sur. En cada fila se altern6 el orden de los tratamientos para minimizar las diferencias
ambientales entre tratamientos.

El primer ano el experimento durdé un mes. A mediados de agosto de 2019 se realiz6 una herida
circular (pica) a 10 cm sobre el suelo con un sacabocados de 1 cm de diametro quitando corteza,
floema y cambium. Inmediatamente después, se rellend la herida con pasta estimulante en todos los
tratamientos excepto el control (Fig. 4). Se utilizaron microtubos de polipropileno de 2 ml para
almacenar la resina extraida, previamente pesados, y parafilm para su sellado. A los tubos se les realizd
un bisel con el objetivo de garantizar la correcta adhesion al tronco (Fig. 4). Los tubos se recogieron a
mediados de septiembre. El segundo ano el experimento duré tres meses, julio, agosto y septiembre,
realizandose tres picas en cada arbol, una cada tres semanas. Para minimizar el efecto de la pica
anterior, las heridas se realizaron con una distancia de 5 cm entre siy siguiendo un patrén espiralado
en el tronco (Fig. 4). Los tres tubos de cada arbol se recogieron a finales de septiembre.

Figura 4. Detalle de la metodologia para microrresinacion (de izquierda a derecha y de arriba abajo) realizacion de la
pica con sacabocados, detalle de la pica, aplicacion pasta estimulante, pica con pasta, sellado con parafilmy
realizacion de la tercera pica.
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Crecimiento y mediciones fisioldgicas

En el primer experimento solo se midid el didametro basal de las plantulas al inicio del
experimento. En el segundo, en cambio, se realizaron mediciones de altura total y diametro basal al
principio y al final del experimento para evaluar el efecto de los tratamientos en el crecimiento absoluto
y el crecimiento relativo a lo largo de la campana de resinacion.

El estado hidrico de la planta y su capacidad fotosintética se evaluaron midiendo el potencial
hidrico al mediodia (W) y la conductancia estomatica (gs), respectivamente, antes de la realizacion de
cada pica en el segundo experimento y al finalizar el mismo en los dos experimentos. Las mediciones
se realizaron en 6 plantulas por tratamiento. Para las mediciones de potencial hidrico se recogieron
aciculas de la parte superior de la copa, se sellaron en bolsas de plastico y se guardaron en una nevera
a 4°C hasta su medicion en laboratorio con una camara de presion (modelo 1000, PMS Instrument
Company) durante las dos horas siguientes a su recogida. La conductancia estomatica se midi6é con un
pordmetro (modelo SC-1, Decagon Devices Inc.) en tres braquiblastos soleados de la parte superior de
la copa (Figura 5).

Figura 5: camara de presiéon (modelo 1000, PMS Instrument Company) y porémetro (modelo SC-1, Decagon Devices
Inc.)

Produccién de resina

Al final de los dos experimentos, se recogieron los tubos y se pesaron con el parafilm, ya que
parte de la resina quedé adherida al mismo. La resina extraida se calculé sustrayendo al peso total el
peso del tubo y del parafilm (resina extraida, RE). A continuacion, se realiz0 la extraccion de resina
interna del tronco (RI), modificando el protocolo de Moreira et al., (2009). Para ello, con la ayuda de
unas tijeras de podar, se cortd la parte del tronco en la que se encuentran las picas mas 5 cm por
debajo de la primera pica y 5 cm por encima de la Ultima. Este segmento fue de unos 20cm
aproximadamente en el segundo ensayo y de 10 cm en el primer ensayo.

www.sust-forest.eu
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Cada segmento se dividié a continuacion en rodajas de aproximadamente 5 mm de espesor y se
guardd en tubos previamente etiquetados y pesados en congelador a -80°C hasta su analisis. Para
extraer la resina interna, una vez descongelada la muestra, se cubrieron los discos con hexano, se
introdujeron los tubos en un bano de ultrasonidos a 20°C durante 15 min y se dejaron reposar durante
24 horas a temperatura ambiente bajo la campana de gases. El extracto se filtr6 a través de un filtro
GFF. Se repiti6 toda la etapa de extraccion y se evapor6 el disolvente hasta sequedad bajo la campana
de gases a temperatura ambiente durante aproximadamente una semana. El precipitado resinoso
resultante se pes6 con una balanza de precision (RI). El total de resina extraida (RT) se calculé como la
suma de RE y RI (Figura 6).

E” .

Figura 6: Recogida y andlisis de muestras de madera para la extraccion de resina

Analisis estadistico

El efecto de la herida y de los estimulantes tanto en la produccién de resina como en las
mediciones fisiolégicas y en el crecimiento relativo de las plantas entre el inicio y el final del segundo
experimento se realizd con un ANOVA de un factor, tras comprobar la normalidad y homocedasticidad
de los datos. En el caso de la produccion de resina, se utilizo el diametro basal de las plantulas al inicio
del experimento como covariable. Para evaluar el efecto del tratamiento en los parametros fisiolégicos
del segundo ensayo, se realizd6 un ANOVA de medidas repetidas. Cuando se encontraron diferencias
significativas, las medias se compararon con un test LSD de Fisher. Se calcularon los coeficientes de
correlacion de Pearson entre RE, RI, RT y las variables fisiologicas y de crecimiento. Todos los analisis
se realizaron con el programa estadistico STATISTICA 8.0 (Statsoft Inc).

10
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Resultados

Crecimiento y pardmetros fisioldgicos

El efecto de la herida y las pastas estimulantes en el crecimiento a lo largo de la campana de
resinacion se evalud solo en 2020. La altura media de las plantulas al iniciar el ensayo fue de 105 +
3,5 cm y su diametro medio de 13 + 0,8 mm, no encontrando diferencias significativas entre
tratamientos. Sin embargo, al finalizar el ensayo, se observé un mayor crecimiento tanto absoluto como
relativo en altura en las plantas control, que en el resto de tratamientos. Las plantas que no se habian
resinado crecieron de media 7,8 = 1,1 cm, mientras que, en el resto de tratamientos, el crecimiento en
altura medio fue de 3,7 + 1,2 cm. En cuanto al crecimiento en didmetro, las plantulas estimuladas con
Ethrel y acido citrico crecieron en diametro casi el doble (3 + 0,3 mm) que las control y las estimuladas
con acido sulfarico y la pasta pretta (1,7 + 0,3 mm).

En el experimento realizado en 2019 solo con una pica, no se observo ninglin efecto significativo
de los tratamientos sobre la conductancia estomatica (gs) y sélo un efecto marginal (P<0.10) en el
potencial hidrico (V). La gs vario entre 234 mmol s-1 m-2 en el tratamiento salicilico y 287 mmol s-1
m-2 en el tratamiento con ethrel. EI W oscilé entre -0,8 MPa en el tratamiento salicilico y -1,4 MPa en
el tratamiento con acido sulfdrico. En 2020 observamos un aumento de la gs entre la medicion inicial
196 + 12 mmol s-1 m-2 y la medicion tras la primera pica 341 + 12 mmol s-1 m-2, momento en el que
se alcanza el valor maximo de gs (Fig. 2). Tras la segunda y la tercera pica, la gs disminuye
progresivamente, hasta un valor de 253 + 10 mmol s-1 m-2 antes de la cosecha final. Al igual que en
el experimento de 2019 no se encontraron diferencias significativas entre tratamientos. Solo se
encontraron diferencias en W entre las plantas control y el resto de tratamientos tras la primera pica.
Los valores mas bajos de este parametro de midieron tras la primera y la tercera pica, alcanzandose
valores de -1,3 + 0,1 MPa (Fig. 7).

11

www.sust-forest.eu



EURCPEAN UNION

mterreg @ ¢
Sudoe Ry

European Regional Development Fund Entregable 2.18.1
400 A
-~ 300 1
E
o
B 200 -
£ 200
E
0
o
100
U B
A_ citrica Control Ethrel A salicilico A sulfirico Pretta Control herida
0.0
g
= -051
o
1]
‘=
z
=
IR
3 1.0
é
o
<161
A_ citrico Control Ethrel A salicilico A sulfirico Pretta Control herida
Tratamiento

Fecha de medicion: [ 090712020 [ 2710772020 [ 2470812020 [ 25v0912020

Figura 7. Conductancia estomatica (arriba) y potencial hidrico (abajo) a lo largo del experimento de microrresinacion
realizado en 2020 con cinco pastas estimulantes y dos tratamientos control, uno sin herida y otro realizando la pica
de resinacion pero sin aplicacion de estimulante.

Produccidn de resina

En ambos experimentos encontramos diferencias significativas entre la produccion total de
resina (RT) de las plantas control (sin estimulantes-sin heridas) y las plantas heridas o estimuladas (Fig.
8). El primer ano, las plantas heridas produjeron tres veces mas resina que las plantas control (un
promedio de 556 mg en plantas heridas en comparacion con 170 mg de resina en las control). El
segundo ano, con tres picas durante la campana, las plantas control produjeron 162 mg de resina
frente a los 575 mg de las plantas heridas sin estimulante y los 1.449 mg de las estimuladas con Ethrel
(Fig. 8).

12
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Si bien el primer ano, las plantulas estimuladas con acido citrico y acido salicilico fueron las mas
productivas, en el segundo experimento se obtuvieron mayores producciones de resina con Ethrel y
acido salicilico (Fig. 8). Las diferencias en produccion se debieron mayoritariamente a la resina extraida
(RE) en el primer experimento, pero a la resina interna que permanecia en la planta (RI) en el segundo
(Fig. 8). Si bien la produccion de resina interna casi fue cinco veces mayor en 2020 que en 2019, en
parte debido a la mayor longitud del tallo utilizada el segundo aio para la extraccion, la resina extraida
fue significativamente mayor el primer ano, a pesar de haberse realizado solo una pica (Fig. 3). En 2019
las plantulas estimuladas con acido citrico y acido salicilico produjeron un 15% mas de RT y un 19%
mas de RE que las estimuladas con acido sulfarico. Solo encontramos diferencias marginales (p = 0,11)
entre tratamientos para RI, siendo las plantulas tratadas con Ethrel las que acumularon mas resina
interna (Fig. 8). En 2020 los tratamientos de Ethrel y salicilico no fueron diferentes del tratamiento con
acido sulflrico, pero si mostraron valores mayores de RT y Rl que el tratamiento con acido citrico y los
dos tratamientos control (Fig. 8).

Microrresinacion (2019) Microrresinacion (2020)
BResina interna @ Resina extraida EResina interna @ Resina extraida
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Figura 1. Produccion de resina en los experimentos de microrresinacion de 2019 y 2020. En verde la resina que
permanecio en el interior de la planta, resina interna y en amarillo la resina extraida en los viales de resinacion. Las
letras mayusculas se corresponden a diferencias en la produccion de resina total. Las letras mintsculas se
corresponden con diferencias en la resina interna.

En el segundo experimento observamos que la produccion de resina aumenta ligeramente con el
ndmero de picas (Fig. 9). En la primera pica se obtuvieron las producciones de RE mas bajas en todos
los tratamientos, pero fue la Unica pica en la que encontramos diferencias significativas entre los
tratamientos, siendo el mas productivo el citrico y el control con herida el menos productivo (Fig. 9).
Senalar que al recoger los tubos con la RE al final del experimento observamos que en muchas
plantulas la primera y la segunda herida habian cicatrizado, impidiendo la salida de mas resina (Fig.
10).
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Por ultimo, encontramos que el diametro basal de las plantulas afecté significativamente a la
produccion de resina: arboles con mayor diametro basal produjeron mayor cantidad tanto de RT como
de Rl en ambos experimentos (ver Michavila Puente-Villegas et al., 2021, material suplementario).
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Figura 9. Resina extraida en cada una de las picas realizadas en el experimento de microrresinacion del ano 2020
con cinco pastas estimulantes y dos tratamientos control, uno sin herida y otro realizando la pica de resinacion pero
sin aplicacion de estimulante.

Figura 10. Detalle de la herida de la primera pica cicatrizada al finalizar el experimento (izquierda). Fendas y quemado del
tallo producidos por las pastas con alta concentracién de acido
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El resultado de nuestros dos ensayos de microrresinacion parece indicar que el uso de nuevos
estimulantes en la practica resinera, alternativos al acido sulfurico, parece factible. Las plantulas
estimuladas con acido salicilico fueron mas productivas que las estimuladas con pasta tradicional en
ambos experimentos. El Ethrel parece ser también una alternativa prometedora cuando se alarga la
duracion del ensayo. Si bien la accion de herir al arbol supone a una disminucién del crecimiento en
altura de las plantulas, Ethrel y acido citrico incrementan el crecimiento diametral. En las plantulas
resinadas con los estimulantes con mas contenido de acido sulflrico observamos areas de quemado
longitudinales extensas (Fig. 5), lo que pensamos que a largo plazo podria afectar no solo a la calidad
de la madera, sino al estado fisiolégico del individuo.

Las plantulas que mas crecieron durante el segundo ensayo fueron las del tratamiento control
sin herida, indicando que las sucesivas picas provocaron una ralentizacion del crecimiento en altura de
la planta, viéndose el diametro menos afectado por el efecto de la herida, pero si por el estimulante
utilizado. La pasta de Ethrel libera etileno al ponerse en contacto con el tejido. El etilerno es una
hormona gaseosa que estimula no solo la formacion de canales resiniferos, como discutiremos mas
adelante, sino el crecimiento diametral (Abeles et al., 2012). Por el contrario, las plantulas estimuladas
con las pastas con mayor proporcion de acido sulflrico, tradicional y pasta pretta, mostraron un
crecimiento menor en diametro, evidenciando el efecto negativo del acido en la fisiologia del arbol. Los
acidos de pH muy bajo y con gran poder oxidativo, como el sulfdrico, aparte de suponer un riesgo en la
salud de los trabajadores que los emplean, provocan danos en los tejidos del arbol que se manifiestan
no solo en una necrosis del cambium, sino en un cambio de color de la madera expuesta al acido (Fig.
5).

En estudios previos con P. pinaster se ha observado que herir repetidamente el fuste de arboles
adultos disminuye la conductancia hidraulica del arbol, reduciendo la disponibilidad de agua para la
transpiracion, afectando por tanto la conductancia estomatica (gs), sin afectar al potencial hidrico ()
(Ripullone et al., 2007). En casos extremos de dano, como por ejemplo cuando se anilla por completo
el tallo, también se ha observado una fuerte disminucién de gs incluso cuando el anillado resulté en un
incremento de la conductancia hidraulica (Lopez et al., 2015). Sin embargo, en ninguno de nuestros
experimentos se apreciaron diferencias entre tratamientos ni en la gs ni en y, a pesar de las diferencias
observadas entre fechas. Las variaciones de estas dos variables a lo largo del periodo de estudio
podrian ser debidas a las distintas condiciones ambientales, tanto de temperatura como de déficit de
presion de vapor a lo largo del verano, y a la distinta ontogenia de las hojas. Aparentemente ni infligir
una herida del tamano de las picas realizadas, ni el uso de estos estimulantes durante 1-3 meses
afectaron al estado hidrico de las plantas, bien por el pequeno dano en el tallo y la menor duracién de
nuestros experimentos, bien por la homeostasis del W, cominmente encontrada en especies
isohidricas tipicas como los pinos (Ripullone et al., 2007).

La produccién de resina se vio afectada en ambos experimentos no solo por el estimulante
utilizado, sino también por el didametro basal del arbol. Esta relacion entre tamano y producciéon se ha
constatado en ensayos de campo con arboles adultos. Arboles més vigorosos, con copas mas densas
y mayores crecimientos de area basimétrica producen en general mas resina (McDowell et al., 2007;
Rodriguez-Garcia et al.,, 2014). Estos arboles pueden movilizar mas facilmente sus
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reservas de carbono para fortalecer su sistema defensivo con la formacion de mayor nimero de canales
resiniferos o sintetizando mas resina en los ya existentes (Kane & Kolb, 2010; Lombardero et al., 2000;
Ruel et al., 1998). En estudios anatémicos del xilema a lo largo de la vida de arboles adultos, se ha
visto que el vigor afecta de manera determinante al nimero de canales resiniferos que forma de
manera constitutiva el arbol, de tal manera que en los afos de mayores crecimientos se producen mas
canales resiniferos (Lopez et al., 2021).

En el experimento efectuado en 2020 observamos, como sucede en la resinacion en campo de
una masa de arboles adultos, una tendencia ascendente de la resina extraida (RE) con el tiempo
(Rodriguez-Garcia et al., 2015), si bien la variabilidad entre arboles fue muy alta (Fig. 4). La produccién
de la primera pica se asocia a la liberacion de la resina contenida en los canales resiniferos ya
existentes, debido principalmente a la accién combinada de la herida y del acido. En las siguientes
picas, y como consecuencia del efecto combinado de la herida y los estimulantes, se induce, a través
de una compleja red de vias celulares de senalizacion reguladas por fitohormonas como el etileno, el
jasmonato o el acido salicilico (Abeles et al., 2012; de Geyter et al., 2012; Per et al., 2018; Yamamoto
et al., 2020) y a la generacion de especies reactivas de oxigeno (Karuppanapandian et al., 2011), un
incremento en la formacion de canales resiniferos traumaticos y la estimulacion de la produccion de
resina en los ya existentes (Rodriguez-Garcia et al., 2015). Si bien creemos que la mayor parte de esta
resina permanecio6 en el interior de la plantula (RI) en nuestro experimento (Fig. 3). A pesar de que los
viales de las dos primeras picas estuvieron en la planta mas tiempo, al recogerlos para pesar la RE,
observamos que muchas de las heridas habian cicatrizado completamente, impidiéndose asi la salida
de mas resina (Fig. 5). El hecho de que en el segundo experimento utilizaramos plantulas mas jovenes,
de tres savias frente a las cinco savias del primer experimento, con un metabolismo mas activo y tal
vez mejor capacidad de cicatrizacion (Gershenzon, 1994) y menor presion en los canales resiniferos
(Rissanen et al., 2021) junto con el inicio del segundo experimento casi un mes y medio antes que el
primero, cuando los arboles estaban aln creciendo podria explicar en parte la menor cantidad de RE
en el segundo experimento (Zas, Quiroga, et al., 2020), a pesar del mayor nimero de picas, pero la
mayor produccion de resina total (RT).

Las plantulas estimuladas con acido salicilico estuvieron en ambos experimentos entre las mas
productivas (Fig. 3), bien por una mayor cantidad de RE en el primer experimento o por un valor mayor
de Rl en el segundo. En el caso del 4cido citrico, observamos que fue el estimulante que permitio extraer
la mayor cantidad de resina en ambos experimentos, pero la Rl no difirié de las plantulas heridas sin
estimulante. Una respuesta opuesta la encontramos en las plantulas estimuladas con Ethrel, que
favorecio la acumulacion de Rl seguramente, como sucede con el acido salicilico, por su papel como
estimulador en la formacion de canales y en la activacion del sistema defensivo de la planta (Abeles et
al., 2012; Hudgins & Franceschi, 2004b). El Ethrel libera etileno cuando se pone en contacto con tejidos
con pH mayor de 3,5 (Fusatto, 2006). El etileno estimula la sintesis de resina (K. C. da S. Rodrigues-
Corréa et al., 2012) y la formacion de canales (Perotti et al., 2015). Si bien parece que, con la
formulacion actual de la pasta, no somos capaces de extraerla adecuadamente.

Aunque nuestros resultados parecen indicar que las técnicas de evaluacion temprana pueden
ser Utiles a la hora de testar distintos compuestos de manera rapida y mucho mas econdémica, la escasa
produccion de resina, junto con nuestros propios resultados y los de otros autores comparando
estimulantes en planta pequena y planta adulta (Junkes et al., 2019b) nos obligan a ser cautos. Los
arboles jovenes tienen un metabolismo mas activo e invierten mas reservas en crecimiento y
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cicatrizacion que en sintesis de resina (Gershenzon, 1994). Ademas, la red interconectada de canales
resiniferos axiales y radiales en plantulas es mucho mas simple que en arboles adultos por lo que los
estimulantes podrian tener mucho mas efecto en estos Ultimos (Junkes et al., 2019b).

Conclusiones

El uso de nuevos estimulantes de resinacion parece ser factible. Si bien parece que la eliminacion
en su totalidad del acido sulfurico en la formulacion de las pastas no parece ser del todo posible, al
menos con los estimulantes que hemos probado, si lo es su reduccion, como demuestran las
producciones obtenidas con la pasta con acido salicilico o la de Ethrel. Ademas, estos resultados son
consistentes con los de ensayos recientes, como los realizados en masas de Pinus merkusii
(Lukmandaru et al., 2020), que mostraron resultados prometedores en la produccion de resina al
aplicar formulaciones con una concentracion muy baja de acido sulfirico (3.3%) y Ethrel (4.1 - 8.3%),
mejores incluso que para mayores concentraciones de acido sulflrico e independientemente de la
presencia o ausencia de Ethrel (Abeles et al., 2012; Per et al., 2018; Rodrigues et al., 2008).

Ademas, el acido sulflrrico, a consecuencia de su poder oxidante, su fuerte acidez y la elevada
concentracion a la que se emplea en la pasta tradicional y la pretta, provoca, tras una exposicion
prolongada en contacto con los tejidos vegetales, un “quemado” quimico que se manifiesta en la
madera, con cambios de color y malformaciones de las traqueidas. Son por tanto los principios activos
constituidos por hormonas vegetales e implicados en los mecanismos de defensa de la planta, acido
salicilico y Ethrel, los que tienen mayor potencial de cara al desarrollo e innovacién de nuevos
estimulantes (Abeles et al., 2012; Per et al., 2018; Rodrigues & Fett-Neto, 2009). Por un lado, estimulan
la formacion de nuevos canales resiniferos, y por extension, la produccion de resina. Por otro lado,
mediante la activacion de los mecanismos de defensa de la planta, estimulan la sintesis de resina en
los canales ya existentes.

Otro factor de gran interés seria el de mejorar la capacidad de extraer la resina de la planta, bien
mediante la aplicacion de nuevas técnicas de resinacion o bien mediante la mejora e innovacion de las
ya existentes.

Finalmente, un campo de estudio prometedor, pero que ha de acometerse con cautela, es el de
establecer modelos predictivos de la capacidad productiva de los individuos y procedencias bajo el uso
de ciertos estimulantes a partir de su evaluacibn mediante la aplicacion de técnicas de
microrresinacion, ya sea mediante su estudio en plantula (Michavila Puente-Villegas et al., 2021) o en
masas adultas (Zas, Touza, et al., 2020)
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