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Resumen

El uso de estimulantes en la practica resinera es clave para prolongar el flujo de resina e
incrementar la produccién. En Espafa, el estimulante mas utilizado es una pasta compuesta por
acido sulfurico, como principio activo, y escayola. El uso de acido sulflrico es controvertido por tres
razones: seguridad en el trabajo, corrosion y dano a los arboles y porque deja un residuo en la resina
gue es problematico para la industria quimica. En este trabajo testamos estimulantes alternativos
basados en ethrel, acido salicilico y acido citrico y los comparamos con la pasta tradicional basada
en acido sulfirico y la pasta tradicional brasilena. Utilizamos como controles arboles sin resinar y
arboles resinados sin estimulante. Nuestro objetivo es evaluar el efecto en la produccién de resina,
el crecimiento y el estado fisiolégico del arbol.

La produccién de resina fue ligeramente superior en los pinos estimulados con acido citrico, sin bien
el ethrel y el acido salicilico mostraron producciones similares a los de la pasta tradicional por lo que
podrian ser buenos candidatos para sustituirla. Todos los estimulantes utilizados tuvieron un efecto
negativo en el crecimiento, pero no en el estado hidrico de la planta ni en su conductancia
estomatica.

Palabras clave
Pinus pinsaster, resinacion, produccién de resina, pastas estimulantes, acido sulfdrico, acido
salicilico, Ethrel, acido citrico.

1. 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 abidticas o bidticas. Cuando se produce un dano mecanico, la resina
contenida en el interior de los canales se libera, solidificAandose 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, aunque no es hasta principios del siglo XVIII cuando se industrializa el proceso. Durante
el primer tercio del siglo XX, la necesidad de productos derivados de la resina aumentd
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 cristalizacion. Investigaciones a
las que poco después se uniria Estados Unidos (NAJERA Y ANGULO & RIFE 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 desarrollé6 un método nuevo de resinacién, pica
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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 termind
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 sulflirico, 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 sulflrico liquido, surgieron las primeras pastas sélidas, mezclando el acido
sulfdrico con caolinita (Al2Si20s(OH)4) y cloruro de calcio (CaClz) (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 téxicos que emitian estos
dos compuestos en exposiciones prolongadas. Esta pasta es la que todavia se utiliza
mayoritariamente en Espana y comldnmente se conoce como pasta tradicional. Sin embargo, el uso
de acido sulfdrico 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 transformacién. Es por ello que en la Gltima década se viene trabajando
en el desarrollo de nuevas pastas estimulantes alternativas.

Las pastas estimulantes contienen mayoritariamente un compuesto acido que funciona
estimulando el flujo y reduciendo la cristalizacion 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, liberdandose 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 dano y la consiguiente prolongacion del flujo de resina
(MCREYNOLDS & KOSSUTH, 1984; RODRIGUES-CORREA et al., 2012; SILVERMAN et al., 2005). Las
formulaciones mas nuevas, y cuya utilizacion se ha extendido ampliamente por la Peninsula Ibérica
en los Ultimos anos, incluyen Ethrel (también conocido como CEPA, acido 2-cloroetilfosfénico), 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 formacién
de canales resiniferos y alterando los patrones anatémicos de las traqueidas (HUDGINS &
FRANCESCHI, 2004a; YANG, 1969).

Aparte del Ethrel, en los Gltimos anos 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 (RODRIGUES-CORREA & 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 (RODRIGUES-CORREA & FETT-NETO, 2013).

Pinus pinaster Ait. es una de las especies arbdreas que mayor extension ocupa en Espana y la
Gnica que se resina en la actualidad. Tras el auge de la industria de la resina en los afios 60 se
inicié 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 (MUNOZ, 2006; PICARDO & PINILLOS, 2013). En los dltimos 20 afios, sin embargo, la
produccién 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
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blsqueda de alternativas laborales en el mundo rural y la necesidad de sustituir productos
derivados del petréleo han supuesto el resurgir del sector.

2. Objetivos

El objetivo de este estudio fue la seleccion precoz de nuevos estimulantes, alternativos al
acido sulflrico, para la produccién 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 fisiologico de la planta.
Las pastas de las que se obtengan resultados prometedores, tanto en producciéon como en afeccion
al arbol, serviran como pastas candidatas para ensayar en pinos adultos.

3. 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 ano. Las
plantulas se mantuvieron a capacidad de campo durante todo el experimento.

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 sulfarico 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 afo, ademas de los cuatro estimulantes
anteriores, se probd la pasta brasilena pretta (50.4% acido sulflrico 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 realizacidon de pica) y control con herida (realizando las
mismas picas pero sin aplicar la pasta estimulante).

Cada tratamiento se aplicé 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 duré 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 rellené la herida con pasta estimulante en
todos los tratamientos excepto el control (Fig. 1). 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 realiz6 un bisel con el objetivo de garantizar la correcta adhesién al tronco (Fig. 1). 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

-

8° CONGH FORESTAL



4/16

patron espiralado en el tronco (Fig. 1). Los tres tubos de cada arbol se recogieron a finales de
septiembre.

Crecimiento y mediciones fisiologicas

En el primer experimento solo se midid el didmetro 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 realizacién
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 medicién en laboratorio con una cadmara de presion (modelo 1000,
PMS Instrument Company) durante las dos horas siguientes a su recogida. La conductancia
estomatica se midié con un porémetro (modelo SC-1, Decagon Devices Inc.) en tres braquiblastos
soleados de la parte superior de la copa.

Produccion 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 calcul6 sustrayendo al peso total
el peso del tubo y del parafilm (resina extraida, RE). A continuacion, se realizé 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 cort6 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 Gltima. Este segmento fue de unos 20cm
aproximadamente en el segundo ensayo y de 10 cm en el primer ensayo. 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 filtré a través de un filtro GFF. Se repiti6 toda la
etapa de extraccién y se evapord el disolvente hasta sequedad bajo la campana de gases a
temperatura ambiente durante aproximadamente una semana. El precipitado resinoso resultante se
pesd con una balanza de precision (RI). El total de resina extraida (RT) se calculé como la suma de
REyRI.

Analisis estadistico

El efecto de la herida y de los estimulantes tanto en la produccion 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 didametro basal de
las plantulas al inicio del experimento como covariable. Para evaluar el efecto del tratamiento en los
parametros fisioloégicos del segundo ensayo, se realiz6 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 andlisis se realizaron con el programa estadistico STATISTICA 8.0 (Statsoft
Inc).

-
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4. Resultados
Crecimiento y parametros fisiolégicos

El efecto de la herida y las pastas estimulantes en el crecimiento a lo largo de la campana de
resinacion se evalué 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 diametro, 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 sulflrico y la pasta pretta (1,7 = 0,3 mm).

En el experimento realizado en 2019 solo con una pica, no se observd ningln efecto
significativo de los tratamientos sobre la conductancia estomatica (gs) y s6lo un efecto marginal
(P<0.10) en el potencial hidrico (V). La gs varié entre 234 mmol s m=2 en el tratamiento salicilico y
287 mmol st m2 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 sulfiirico. En 2020 observamos un aumento de la gs entre la
medicion inicial 196 + 12 mmol s m2 y la medicion tras la primera pica 341 + 12 mmol st 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 st m2 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. 2).

Produccién 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. 3). El primer ano, las plantas heridas produjeron tres veces mas resina que las plantas control
(un promedio de 556 mg en plantas heridas en comparaciéon 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. 3).

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. 3). Las diferencias en produccién 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. 3). Si bien la produccién 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 ano 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 sulfdrico. Solo
encontramos diferencias marginales (p = 0,11) entre tratamientos para RI, siendo las plantulas
tratadas con Ethrel las que acumularon mas resina interna (Fig. 3). En 2020 los tratamientos de
Ethrel y salicilico no fueron diferentes del tratamiento con acido sulftrico, pero si mostraron valores
mayores de RT y Rl que el tratamiento con acido citrico y los dos tratamientos control (Fig. 3).

-
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En el segundo experimento observamos que la produccién de resina aumenta ligeramente con
el nimero de picas (Fig. 4). 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.
4). 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.
5).

Por Gltimo, encontramos que el diametro basal de las plantulas afecto 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).

5. Discusion

El resultado de nuestros dos ensayos de microrresinacion parece indicar que el uso de nuevos
estimulantes en la practica resinera, alternativos al acido sulflrico, 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 duracién del ensayo. Si bien la accién 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 sulfirico 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 fisiol6gico 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 didmetro 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 formacién 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 sulfurico, 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 sulfiirico, 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 (p) (RIPULLONE et al., 2007). En casos extremos de dafio, como por ejemplo cuando se
anilla por completo el tallo, también se ha observado una fuerte disminucién de gs incluso cuando el
anillado resultdé en un incremento de la conductancia hidraulica (Lépez 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,
comlinmente encontrada en especies isohidricas tipicas como los pinos (RIPULLONE et al., 2007).
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La produccion de resina se vio afectada en ambos experimentos no solo por el estimulante
utilizado, sino también por el diametro basal del arbol. Esta relacion entre tamano y produccion se
ha constatado en ensayos de campo con arboles adultos. Arboles mas 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
reservas de carbono para fortalecer su sistema defensivo con la formacién 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 afnos de
mayores crecimientos se producen méas 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 accion 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 sefalizacién reguladas por fitohormonas
como el etileno, el jasmonato o el acido salicilico (ABELES et al., 2012; DE GEYTER et al., 2012; PER
etal,, 2018; YAMAMOTO etal., 2020) y a la generacidon de especies reactivas de oxigeno
(KARUPPANAPANDIAN etal.,, 2011), un incremento en la formaciébn de canales resiniferos
traumaticos y la estimulacién de la produccién de resina en los ya existentes (RODRIGUEZ-GARCIA
et al., 2015). Si bien creemos que la mayor parte de esta resina permanecio 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 etal., 2020a), a pesar del mayor nlimero de picas, pero la mayor
produccién 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 acido citrico, observamos que fue el estimulante que
permitid 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 favorecié la acumulacién de Rl seguramente, como sucede con el acido
salicilico, por su papel como estimulador en la formaciéon de canales y en la activaciéon 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 (RODRIGUES-CORREA et al., 2012) y la formacién 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 econ6mica, la
escasa produccion de resina, junto con nuestros propios resultados y los de otros autores
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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 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).

6. Conclusiones

El uso de nuevos estimulantes de resinacidon parece ser factible. Si bien parece que la
eliminacion en su totalidad del acido sulflrico en la formulacién de las pastas no parece ser del todo
posible, al menos con los estimulantes que hemos probado, si lo es su reduccién, 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 produccién 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 etal., 2012; PER etal.,, 2018; RODRIGUES et al.,
2008).

Ademas, el acido sulflrico, 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 innovacion de
nuevos estimulantes (ABELES et al., 2012; PER et al., 2018; RODRIGUES & FETT-NETO, 2009). Por
un lado, estimulan la formaciéon de nuevos canales resiniferos, y por extension, la produccién de
resina. Por otro lado, mediante la activacién 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 resinacidon 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 evaluacion 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 et al., 2020b)
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Figuras

Figura 1. Detalle de la metodologia para microrresinacion (de izquierda a derecha y de arriba abajo) realizacién de la pica
con sacabocados, detalle de la pica, aplicacion pasta estimulante, pica con pasta, sellado con parafilm y realizacion de la
tercera pica.
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Figura 2. 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.
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Figura 3. Produccion de resina en los experimentos de microrresinacion de 2019 y 2020. En verde la resina que
permanecié 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.

0,18

0.16

0.14 -

Resina extraida (g)

0.04

0,02

0,12

o
[

0,08

0,06

Herida A_ sulftirico Ethrel

Pretta A_salicilico A_citrico

Tratamiento

mPical mPica?2 mPica3

Figura 4. 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.
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Figura 5. 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 concentracion de acido sulfdrico.
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