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RESUMEN (en espafiol)

Los fenoles constituyen una parte importante del llamado metabolismo secundario de las
plantas. Sus funciones son muy variadas, formando parte de compuestos estructurales como la
lignina, hormonales como el acido salicilico y, sobre todo, en la interaccion del vegetal con su
entorno, actuando como fitoalexinas, sustancias alelopaticas o disuasorios nutritivos. Sin
embargo, el interés analitico en estas especies quimicas se promovié por el papel que
desempefian en alimentacién, farmacologia y en numerosos procesos industriales como el
curtido del cuero, envejecimiento del vino y otras bebidas o en la durabilidad de la madera.
Castanea sativa Miller es una especie con notable importancia econdmica y ambiental en el
Principado de Asturias, la presencia de estos compuestos le confiere un valor afadido en los
productos derivados, como la madera, la castafia o los subproductos destinados a la obtencion
de biomoléculas de interés, ademas de representar una potencial herramienta para la
permanencia de la especie en un entorno de cambio climatico.

A pesar del gran interés potencial del castafo y de los fenoles, se dispone de poca informacion
en ambos campos y menos aun considerandolos conjuntamente. Por esto, con el animo de
fomentar la especie y el uso de los productos derivados de ella, los objetivos planteados en
esta tesis son: optimizar la metodologia del andlisis fendlico para distintos tejidos y 6rganos del
castafio, valorar la importancia del perfil fendlico en la interaccion ecosistema x arbol y
determinar la influencia de la gestion forestal en el contenido fendlico como accién preventiva
en las defensas de C. sativa.

El procedimiento analitico optimizado permitié obtener el perfil fendlico de todos los tejidos y
organos de interés de la especie.

Para la determinacion de las interacciones entorno/planta se valoraron dos zonas
contrastantes desde el punto de vista productivo, distinta Calidad de Estacion (CE), dentro de
la Comunidad Auténoma, que se comprobd modifican el perfil fendlico de los érganos y tejidos
de esta especie de forma diferencial. Los érganos con mayor interaccion con el entorno, como
pueden ser las hojas o las cortezas, muestran un incremento general de estos metabolitos en
la zona mas desfavorable para la especie, concejo de Caso, y por el contrario los érganos
menos expuestos, como puede ser la madera, muestran mayor acimulo en la zona mas
favorable, concejo de Allande. En base a estos resultados se constata que el principal producto
derivado de esta especie, la madera, se vera favorecida por una buena CE, no sélo en la
cantidad producida sino también en la calidad, al aportarle estos compuestos una mayor
durabilidad en su uso en construccién y un mayor potencial para toneleria. Por el contrario, la
mayor concentracién de metabolitos secundarios en los 6rganos externos de los arboles de
Caso, que coinciden con los caducos o con los que se desprenden del arbol por diferentes
causas, modificaran el entorno potenciando aspectos desfavorables como la menor
disponibilidad de nutrientes, al actuar negativamente sobre la microbiota.

Las actuaciones que se realizan en el monte, como podas y claras, tienen un efecto
beneficioso sobre la incidencia de la principal enfermedad del castafio en Asturias, el chancro
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producido por Cryphonectria parasitica. Sin embargo, este efecto parece deberse a una menor
presencia del hongo debido a la mejora de las condiciones ambientales, como mayor insolacion
y aireacion, ya que no parece existir relacion directa con la modificacién observada en el perfil
fendlico. Si bien, el papel de los fenoles en las defensas del arbol se puede presumir a partir de
la mayor concentracion detectada en el mes de julio, periodo en el que, segin la bibliografia, la
reaccion frente a la enfermedad es mayor, y de su efecto inhibidor en el crecimiento in vitro de
C. parasitica y hongos de pudriciéon de la madera.

RESUMEN (en Inglés)

Phenols form an important part of the so-called secondary metabolism of plants, having a
variety of functions: they are involved in structural compounds such as lignins, in hormonal
compounds such as salicylic acid, and, especially, in the interaction between a plant and its
environment, where they act as phytoalexins, allelopathic substances and feeding deterrents.
However, analytical interest in these chemical species is driven by the role they play in
foodstuffs, pharmacology and in numerous industrial processes such as leather tanning, the
ageing of wine and other drinks and in the durability of wood.

Castanea sativa Miller is a species of significant economic and environmental importance in the
Principality of Asturias, the phenols confer added value to the products derived from it, such as
wood and chestnuts, as well as sub-products used to obtain biomolecules of interest, in addition
to providing a potential tool for the endurance of the species under a climate change scenario.
Despite the great potential interest in and value of the chestnut, and of phenols, little information
is available in relation to either, and still less which considers the two together. Therefore, and
with the aim of promoting the species and the use of products derived from it, the objectives of
this thesis are: to optimise the methodology for phenolic analysis of the various tissues and
organs of the sweet chestnut; to evaluate the importance of the phenolic profile of sweet
chestnut in terms of the interaction between tree and environment; and determine the influence
of forest management on phenolic content as a preventative measure to protect C. sativa.

The optimised analytic procedure enabled the phenolic profile of all the tissues and organs of
interest of the species to be established.

To determine environment/plant interactions, two geographic zones within the Autonomous
Community were evaluated which contrasted in terms of productivity, different site quality (SQ),
and the results demonstrated that the phenolic profiles of the organs and tissues were
differentially modified depending on location. The organs with the greatest interaction with the
environment, such as leaves and bark, showed a general increase in phenols in the area where
conditions were least favourable for this species, the municipality of Caso, and in contrast, the
organs less exposed to the environment, such as wood, showed the greatest accumulation of
phenols in the more favourable municipality of Allande. Based on these results, the principal
product derived from this species, wood, will benefit from a good SQ, not only with respect to
the quantity produced, but also in terms of quality, since these compounds confer increased
durability in the use of this material in construction, as well as increasing its potential for
cooperage. In contrast, the higher concentration of secondary metabolites in the external
organs of the trees in Caso, in effect those which fall to the ground (naturally or otherwise),
cause modifications in the environment which drive unfavourable conditions, such as reducing
nutrient availability, through their negative impact on the microbiota.

Forestry interventions such as pruning and thinning have a beneficial effect on the incidence of
the principal disease affecting the sweet chestnut in Asturias, the canker caused by
Cryphonectria parasitica. However, this effect would appear to be due to the lower presence of
mould because of the improvement in environmental conditions, such as increased light and
ventilation in as much as there appears to be no relationship with the modification observed in
the phenolic profile. The role of phenols in the defence mechanisms of the tree can, however,
be assumed from the greater concentrations detected in July, the period when, according to the
literature, the tree has the greatest reaction to the disease, as well as the in vitro inhibitory effect
of phenols on C. parasitica and wood rotting fungi.
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CAPITULO 1

Introduccion general

¢Por qué fenoles en Castanea sativa Miller?

1) Porque C. sativa es la especie mas representativa de los bosques del
Principado de Asturias (noroeste de Espafia).

2) Porque el castafio es una de las especies forestales que mayor contenido
fendlico presenta en sus drganos y tejidos.

11 FENOLES
1.1.1 Definicion y estructura quimica

Fenoles, polifenoles o compuestos fendlicos. Denominados de cualquiera de
estas tres formas es como se hace referencia a aquellos compuestos quimicos que
poseen al menos un grupo fenol (hidroxibenceno), es decir, un benceno con un grupo
hidroxilo de sustituyente (Figura 1.1).

(‘OH IECJH $0|.| EJDH B OH
= 5]
- - - =
i— Z

Figura 1.1. A: Formas resonantes del fenol. B: Forma grafica de representar en una Unica estructura
quimica las diferentes formas resonantes del fenol.

A partir del fenol (CsHsOH, 94.11 g mol?) los fenoles se forman por
incorporacion de sustituyentes al anillo aromatico. Esto hace que la variedad de estos
compuestos sea muy grande, abarcando desde los fenoles simples (fenoles de bajo peso
molecular), formados por la unidad basica y pequefios sustituyentes (grupos hidroxilo,
carboxilo, alcdxidos o hidrocarburos aciclicos), hasta polimeros complejos, creados por
la unién de varias unidades de cicloalcanos policiclicos, como los taninos. Los taninos
se clasifican en dos categorias, segun su biosintesis y sus propiedades quimicas, los
taninos condensados (TC) y los hidrolizables (TH) (Khanbabaee & van Ree, 2001). Los
TC, también conocidos como proantocianidinas, ya que producen antocianidinas
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cuando se despolimerizan en condiciones oxidativas, y se forman a partir de flavanoles
(3 y 4-oles y 3,4-dioles) (Andersen, 2001; Shahidi & Naczk, 2003) (Figura 1.2).

Flavan-3.4-diol

Tanino condensado

Figura 1.2. A: Flavan-3,4-diol (2-fenil-3,4-dihidro-2H-cromeno-3,4-diol). B: Estructura
polimérica de tanino condensado (imagen creada por Nono64, dominio publico desde
Wikimedia Commons). n: grado de polimerizacion.

Los TH son derivados del acido galico (AG), que es esterificado para formar un
nacleo poliol con un carbohidrato, donde los grupos galoil pueden nuevamente ser
esterificados y unidos oxidativamente entre si formando complejas estructuras
(Hagerman, 2002). Los TH se degradan con calor y en presencia de ciertos acidos,
como HCI o0 H2S04, a sus unidades basicas, AG y acido elagico (AE, dimero estable del
AG), lo que da lugar a clasificarlos como galotaninos (Gts) y elagitaninos (Ets),
respectivamente (Figura 1.3). Los Gts son los TH mas simples, estando formada su
estructura basica por esteres poligaloil de glucosa, siendo su prototipo la $-1,2,3,4,6-
pentagaloil-O-D-glucopiranosa (PGG, CaiH3202, 940.68 g mol™t). Los Ets se
caracterizan por tener en su estructura AE, dimero del AG.
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Figura 1.3. Estructuras quimicas de los compuestos producto de la degradacién de
los galotaninos, acido galico (A), y elagitaninos, acido elagico (C). B: Ester de
poligaloil glucosa, galotanino. D: Castalagina, elagitanino (imagen creada por
Nono64, GFDL (http://www.gnu.org/copyleft/fdl.html) desde Wikipedia Commons).

1.1.2 Fenoles en los vegetales

Los fenoles constituyen una parte importante del Ilamado metabolismo
secundario de las plantas, denominacion debida a que se creia que por esta via sélo se
formaban sustancias de desecho o carentes de funcion para las plantas. Estos
metabolitos secundarios derivan biosintéticamente de ciertos compuestos primarios,
estando ambas clases de metabolismos interconectadas resultando dificil establecer una
clara diferenciacion entre ellas, siendo habitual que su biosintesis se produzca en fases
especificas del desarrollo y en periodos de estrés, lo que implica que la expresion del
metabolismo secundario se basa en un proceso de diferenciacion (Pifiol et al., 2008).
Desde el punto de vista de la Fisiologia Vegetal, los compuestos fenolicos se pueden
dividir en dos grandes grupos: aquellos que se sintetizan durante el desarrollo normal de
la planta y los que se sintetizan en respuesta al medio (Beckman, 2000). En la sintesis
de fenoles también se da una regulacion genética influenciada por factores ambientales
(Fernandez-Orozco et al., 2010).



Introduccion general

Los compuestos fendlicos incluyen casi 10000 compuestos con propiedades muy
diversas, pudiendo actuar como compuestos de defensa, repeliendo a algunos
herbivoros, captadores de polinizadores y dispersores de semillas, protectores de la
radiacion ultravioleta (UV) perjudicial, estructurales en la planta y alelopaticos,
reduciendo el crecimiento de plantas competidoras cercanas (Samanta et al., 2011;
Furstenberg-Hégg et al., 2013; Sanchez-Sanchez & Morquecho-Contreras, 2017).

Las numerosas investigaciones quimicas, bioldgicas y farmacoldgicas llevadas a
cabo sobre los fenoles estan ampliando el conocimiento e importancia de estos
compuestos en la vida humana. Estos descubrimientos plantean nuevas formas de
clasificar y estudiar sus propiedades (Okuda & Ito, 2011). ElI aumento exponencial del
numero de publicaciones cientificas a nivel internacional que incluian la palabra
“phenolic” da una idea del interés por estos compuestos (Figura 1.4). Yang & Guido
(2016) se centraron en los Gltimos afios de este siglo en dar una vision general de las
medidas realizadas para estos compuestos, destacando el progresivo incremento de las
investigaciones realizadas para mejorar el analisis tanto cualitativo como cuantitativo de
los ultimos afos.
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Figura 1.4. Ndmero de publicaciones cientificas divulgadas internacionalmente que
incluyen en su titulo la palabra “phenolic”, desde 1919 (primera publicacion) hasta
2017 (ultimo afio completo hasta el momento). Fuente: Web of Science (Reuters,
2012).

1.1.3 Aplicaciones de los fenoles

Es dificil encontrar un sector en el que los fenoles no tengan cabida, bien de
forma natural o como aditivos. Esta gran aplicabilidad se debe a sus variadas
propiedades: antioxidantes (Sochor et al., 2010; Motilva et al., 2013; Tuyen et al.,
2017), antimicrobianas, antifungicas (Helm et al., 1997), quelantes (Mila et al., 1996) o
protectoras de la radiacion UV (Almeida et al., 2015).
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La alimentacién, como actividad industrial o comercial de productos
alimenticios, es donde mas valor se da a los compuestos fendlicos, diferenciando dos
grupos principales: 1) alimentos cuyo contenido fenolico es intrinseco al propio
producto y 2) productos a los que se les incorpora o incrementa este tipo de compuestos.
Arapitsas (2012) considera que estos productos representan uno de los mayores avances
en la ciencia de los alimentos modernos, destacando, ademas de su papel en la calidad e
inocuidad, su significativa contribucion al sabor, color y estabilidad, siendo cada vez
mas reconocidos sus beneficios en la salud humana (Freitas & Naves, 2010).

En sectores como toneleria, enologia o envejecimiento de bebidas (alcohdlicas o
no) el interés por el conocimiento fenolico es de suma importancia, ya que estos
compuestos tienen la capacidad de alterar las propiedades organolépticas de los
alimentos (Mosedale, 1995; Keulder, 2006; Sanz et al., 2012; Canas, 2017). En
toneleria, el uso de ciertas partes del tronco del &rbol est4d condicionado por la
distribucion radial de los fenoles, tanto los fenoles totales (FT) como los Ets aumentan
desde la médula hasta la diferenciacion del duramen con la albura, disminuyendo
fuertemente en la albura (Eichhorn et al., 2017). El secado y tostado de la madera usada
para toneleria son también dos procesos importantes, ya que alteran la composicion
fenolica y, por lo tanto, las propiedades organolépticas de los productos almacenados en
estos recipientes de madera (Cadahia et al., 2001; Vivas, 2005; Sanz et al., 2010b).
Chira & Teissedre (2013) elaboraron un perfil sensorial en el que relacionaron
significativamente el contenido en Ets con la astringencia y amargor de vinos
envejecidos con maderas tostadas con diferentes métodos. Respecto a su papel en la
salud, los TC presentes en los vinos actlan como supresores de compuestos
vasoconstrictores, como el péptido endotelina-1, mejorando asi la vascularizacién de los
vasos sanguineos de nuestro organismo (Corder et al., 2006). Este interés en
alimentacion y salud hizo que, a pesar de la limitacion de estandares comercialmente
disponibles, la investigacion sobre los alimentos ofrezca en la actualidad una gran
cantidad de trabajos sobre la optimizacion de la extraccién, identificacion y
cuantificacion de TH (Arapitsas, 2012), siendo estos el primer grupo de fenoles
analizados quimicamente.

En sectores como la construccion, la madera también es una materia prima en la
que hay que tener en cuenta a estos compuestos, ya que de su composicion y estado
dependeré su destino final. Los taninos tienen un papel importante en la conservacion de
la madera de uso industrial y la defensa frente a enfermedades que atacan a este tejido
(Helm et al., 1997).

1.1.4 Determinacion de los fenoles

A pesar de las numerosas investigaciones sobre estos compuestos, son escasos
los trabajos que concretan cantidades en su ingesta, y menos frecuente es ver
comparativas entre alimentos o tratamientos especificos. Esto es asi, en parte, por la
falta de consenso en la eleccion de métodos validados y estandarizados para el analisis
fenolico, lo cual es necesario para poder desarrollar bases de datos del contenido
fenolico de los alimentos y asi establecer unos valores de ingesta (Motilva et al., 2013).
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Alcanzar este objetivo universal no es tarea facil, ya que aun obviando el factor méas
determinante, la comunicacién y acuerdos entre personas, la gran variedad de muestras,
destinos de estas, recursos disponibles y compuestos a analizar, hace dificil establecer
una metodologia y perfil fendlico estdndar. Al igual que Yang & Guido (2016)
abordaron bibliograficamente unos aspectos comunes en los andlisis fendlicos
(muestreo, preservacion, preparacion y analisis de muestras), nosotros tratamos de
valorarlos experimentalmente. El perfil fendlico que consideramos adecuado para poder
caracterizar fendlicamente diferentes drganos y tejidos vegetales fue el analisis de FT,
que indican el contenido total de este tipo de compuestos, TC y TH (Gts y Ets),
agrupando en estas dos familias quimicas de alta masa molecular, entre 500 y 30 000 Da
(Serrano et al., 2009), los compuestos tanicos objeto de estudio.

Los FT ofrecen la informacion minima requerida para caracterizar una muestra
vegetal en cuanto a la cantidad de compuestos fendlicos que presenta, la cual puede ser
suficiente como criterio de seleccion en la blsqueda de plantas con cierta cantidad de
este tipo de compuestos. Los taninos, tanto los TC como los TH, destacan, a nivel
fisioldgico de la planta, por su funcion defensiva frente a microorganismos y herbivoros
(Scalbert, 1991; Hagerman et al., 1998). Algunos de estos compuestos estan presentes
en drganos vegetales muy activos, como pueden ser las hojas, donde actlan como
disuasorios frente a herbivoros, bien por presentar una baja palatabilidad o por
reacciones mas complejas con otros compuestos, como algunas proteinas, de forma que
inactivan ciertas enzimas digestivas, causando un efecto negativo sobre la digestibilidad
y aprovechamiento de nutrientes (Min et al., 1998). Otros taninos, presentes en mayor
medida en dérganos estructurales, como el duramen de la madera actlan como agentes
protectores frente a microorganismos patégenos, como pueden ser algunos hongos,
bacterias e insectos, evitando el ataque de estos y los importantes, incluso letales, dafios
que le producirian al arbol (Laks et al., 1988).

La enorme complejidad del metabolismo fendlico hace dificil unificar
metodologias Utiles para distintos fines y efectivas para diferentes materiales. Las
dificultades abarcan desde la recogida y procesado de las muestras, hasta la
cuantificacion final. Optimizar la eficiencia de extraccion manteniendo la integridad de
los compuestos no siempre es facil y mucho menos tratdindose de matrices complejas
como las que se trabajan en el mundo forestal. Cuando las especies son lefiosas, las
diferencias entre los distintos tipos de tejidos hacen que las muestras difieran tanto en
cantidad como en tipo de compuestos mayoritarios (Cadahia et al., 1996; Vasconcelos
etal., 2010).

Los pasos previos a la cuantificacion fendlica son, a veces, muy tediosos y
laboriosos, como en los casos en que se requieren distintos tipos de hidrolisis (acidas
y/o alcalinas e incluso enzimaticas) (Robards, 2003). No obstante, en funcion del uso
final que tenga la informacion que queremos generar, puede ser conveniente realizar un
tipo u otro de valoracion y no siempre esta justificada la extraccién completa de los
compuestos, siendo en este sentido la uniformizacion metodoldgica de dificil abordaje.
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1.2 CASTANO (Castanea sativa Miller)

El castafio pertenece al orden Fagales, familia Fagaceae, género Castanea v,
segun recoge Pereira-Lorenzo & Ramos-Cabrer (2004), incluye 12 especies (Castanea
sativa Miller, C. crenata Siebold & Zucc., C. mollissima Blume, C. seguinii Dode, C.
davidii Dode, C. henryi Rehder & Wilson, C. dentata Borkhausen, C. pumila Miller, C.
ashei Sudworth, C. floridana Ashe, C. alnifolia Nuttal y C. paucispina Ashe), siendo la
primera mencionada la que denominamos castafio europeo.

“El castafio, especie noble por excelencia, proporciona fruto, madera, sombra y
enriquece y mejora extraordinariamente las condiciones del suelo en el que vive. Se
encuentra en el mundo representado por varias especies; las mas notables son, entre
otras: Castanea dentata, C. pumila y C. chrysophilla en Norteamérica, C. mollissima y
C. crenata en Asia, y C. sativa en Europa” (Jara, 1978). Esta simple presentacion del
castafio sirve para mostrar su multifuncionalidad y amplia extension por todo el mundo.

Especie de porte alto, con arboles que superan los 35 m, muy ramificados y de
copa amplia y esférica. El sistema radical es poco profundo, pero extenso y robusto. Son
muy longevos, con crecimiento rapido durante los primeros afios de desarrollo, que
luego se ralentiza. La fructificacion puede iniciarse a los 12 afios cuando crece de forma
aislada y en bosque se retrasa a los 20-25 afios (Viéitez et al., 1999). Las flores
masculinas se agrupan en amentos erectos, mientras que las femeninas lo hacen en
nimero de 1 a 3 formando cupulas. La floracién se produce entre mayo-junio. La
polinizacién tiene lugar fundamentalmente por el viento y por los insectos, por eso se
favorece por temperaturas célidas y se dificulta por exceso de humedad. Los frutos,
conocidos como castafias, aparecen en numero de uno a tres, cubiertos antes de la
madurez por una capa espinosa denominada erizo, que se abre en cuatro valvas, cuando
se produce la maduracion. Son del tamafio de una nuez, en forma de corazon, tienen una
cascara lisa y coriacea, de color marrén oscuro brillante. (Alvarez, 2013).

El rango altitudinal del castafio se sitia desde el nivel del mar hasta los 1 500
metros, si bien, las mayores superficies se encuentran entre los 400 y 900 metros
(Pereira-Lorenzo et al., 2001a y b). Distinguiendo su uso, se considera que los mejores
arboles frutales se encuentran entre los 200 y los 600 m, mientras que para los &rboles
de uso maderero ese 6ptimo se sitla entre los 500 y 1 000 m (Garcia, 2011).

En Espafia se considerd6 como una especie introducida por los romanos, pero
estudios recientes confirmaron su existencia anterior a la romanizacion, ya que se
encontraron restos de las hogueras de cuevas prehistéricas y restos de polen que asi lo
confirmaron (Roces-Diaz et al., 2018).

La extension del castafio en Espariia es de unas 440 000 ha, segun el 42 Inventario
Forestal Nacional (AIEF, 2012), centradas en Asturias, Lugo, Orense, Ledn y
Salamanca, aunque esta presente en casi todas las Comunidades Auténomas (CCAA),
incluyendo las insulares Canarias. Por comunidades, de las mencionadas solo Asturias
se centra en la produccion de madera, siendo las castafias dirigidas al autoconsumo y
contrariamente, el resto de CCAA, son las responsables de la produccion espafiola de

9
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fruto. La produccion de castafia en Espafia rondo 40 000 t en 2015, ocupando el tercer
puesto a nivel de Europa, después de Italia y Portugal. En conjunto, la produccion de
este fruto en Europa fue de 187000 t, que frente a 1650000 t que produce China, es una
cantidad bastante limitada, pero avalada por las mejores caracteristicas organolépticas
de la castafa europea frente a la china (C. mollisima).

1.2.1 Castanea sativa en Asturias

El Perfil Ambiental de Espafia 2016 (DGCEAMN, 2017) recoge que Asturias
presenta un 72.6 % de bosques y areas forestales de toda la superficie del suelo, frente
al 54.7 % de Espafia. Segun el 4° Inventario Forestal Nacional para el Principado de
Asturias (AIEF, 2012), dentro de este potencial forestal, 770 549.93 ha, el 57.4 %
corresponde a monte de arbolado denso, con un 85.8 % de este arbolado formado por
especies frondosas, de las cuales C. sativa esta presente en 80 560.05 ha, lo que supone
el 7.6 % de la superficie de Asturias y el 49.5 % de los castafares de Espafia. Ademas
de esta importante masa forestal de castafio, en Asturias esta especie tiene el valor
afiadido de su fuerte integracion social, tanto paisajistica como cultural, haciendo que C.
sativa sea una especie de suma importancia para esta region. Por si esto no fuera
suficiente, otro aspecto tanto o méas importante, es el hecho de que el area cantabrica, y
en particular Asturias, fue uno de los principales refugios climéticos del castafio hace
mas de 20000 afios (Roces-Diaz et al., 2018).

La toponimia asturiana es rica en cuanto a la terminologia empleada para el
monte de castafio: castafial, castafiar, castafieu, castafieru o castafieda. El arraigo de esta
especie, muy apreciada en el medio rural por ser fuente de alimento y madera desde la
antiguedad, hace que numerosas plazas, calles y barrios de Asturias hagan referencia en
sus nombres a esta especie (Garcia, 2005). Constituye junto con el roble la esencia del
bosque mixto asturiano desde el nivel del mar hasta la montafia, donde deja paso al
bosque de hayas.

La produccion de fruto se asocia a cultivares seleccionados localmente que se
injertaban tradicionalmente sobre patrones de semilla. Actualmente también es
frecuente el uso de patrones clonales con diferentes resistencias a enfermedades 0 mas
tolerantes al estrés abidtico. En las nuevas plantaciones, o para el reinjerto de plantas
adultas, se hace necesario seleccionar adecuadamente los cultivares para lograr
producciones de calidad. Esta seleccidn requiere de una prospeccion adecuada asi como
de una valoracion morfologica, genética y agrondmica. Dado el desconocimiento de los
cultivares locales de castafio en las diferentes regiones espafiolas, incluyendo Asturias,
durante las dos ultimas décadas se ha hecho un esfuerzo considerable en estas
evaluaciones, asi como en la conservacion de su germoplasma. La prospeccion o
busqueda de cultivares injertados y su posterior identificacion, se inicio en Asturias
gracias a la financiacion recibida del Fondo Europeo de Desarrollo Regional (FEDER) y
del Ministerio de Ciencia y Tecnologia a través de los proyectos de investigacion
1FD1997-0955-C03-02 y AGL2003-09874-C0-02, respectivamente, del Principado de
Asturias, a través del Instituto de Desarrollo Rural (IDR) y del Servicio Regional de
Investigacion y Desarrollo Agroalimentario (SERIDA), asi como de la Escuela
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Politécnica Superior de Lugo, perteneciente a la Universidad de Santiago de
Compostela. Los estudios de caracterizacion morfolégica y genética se recogen en
Pereira-Lorenzo et al. (2005), y han permitido clasificar 42 cultivares asturianos en dos
grandes grupos, principales y secundarios, atendiendo ademas, al interés comercial y a
la dispersion del cultivar (Diaz Hernandez et al., 2009). En base a estos trabajos se logro
la inclusién en el Registro de Variedades Comerciales de 11 cultivares tradicionales:
‘Bacoa’, ‘Chamberga’, ‘Doriga’, ‘Graa’, ‘Llanisca’, ‘Miguelina’, ‘Navexa’, , ‘Pelona’,
‘Rapuca’, ‘Valduna’, y ‘Vaquera’ (Ciordia et al., 2016; Orden APM/207/2017). El
material se encuentra recogido en una coleccion activa de germoplasma, ubicada en el
SERIDA de Villaviciosa y Grado.

Como ya se comentd en el apartado anterior, actualmente en Asturias, los
castafios se aprovechan mas por su madera, a pesar de que el sector de la madera,
bastante deprimido durante los udltimos tiempos, pero muy importante en esta
comunidad durante afos, parece estar resurgiendo con una tendencia creciente a la
utilizacion de esta madera para distintas aplicaciones, si bien su uso estructural y de
madera de apariencia siguen siendo los sectores mas relevantes (Gayo, 2016). La
resistencia intrinseca de esta madera a los ataques de los organismos destructores
cuando aun no le ha sido aplicado ningin tratamiento de proteccion (Bobadilla et al.,
2005), es una de las razones fundamentales que hizo que su uso se fomentase para
construcciones tan tipicas en nuestra comunidad auténoma como son los hdrreos,
paneras y cabazos. La alta durabilidad en el exterior, que hace que pueda permanecer
incluso bajo tierra en zonas himedas (Bobadilla et al., 2005) determind su utilizacién en
cierres ganaderos e incluso ligada a la mineria y a la cesteria. EI duramen es capaz de
resistir pudriciones y el ataque de insectos debido a su riqueza en taninos, pero no asi la
albura (Vignote & Martinez, 2006), que tradicionalmente se eliminaba mecanicamente o
guemandola, lo que incrementaba ain mas su durabilidad.

En ocasiones, la madera de castafio presenta anomalias como las acebolladuras,
relacionadas generalmente con la mala o nula gestién; las pudriciones, provocadas por
la presencia de patdgenos e incrementadas por el abandono de los montes y la presencia
de taninos, que si bien suele ser positiva por actuar de forma preventiva frente a plagas
y enfermedades, en ocasiones la hidrdlisis y transformacion oxidativa de los Ets,
especialmente vescalagina y castalagina provoca un amarronamiento de la madera.
También el cambio de color puede ser por amarilleamiento, relacionandose en este caso
mascon la actividad enzimética del hongo Paecilomyces variotii (Bauch et al. 1991),
aungue en esta especie y para algunos autores como Koch (2008) es una accién
combinada. Ademas del hongo mencionado, la madera de castafio es atacada por otros
hongos xiléfafos, siendo los basidiomycetes los mas frecuentes. Estos hongos pueden
atacar a la lignina, como en el caso de Trametes versicolor (L.) Lloyd y Stereum
sanguinolentum (Alb. & Schwein.) Fr., dejando la celulosa y dando lugar a restos
fibrosos de color blanco o amarillento, denominada podredumbre blanca. Si el hongo
ataca la celulosa se genera una pudricién roja o parda, como en el caso de Phaeolus
schweinitzii (Fr.) Pat. y Phellinus pini, (Brot.) Bondartsev & Singer, ya que los restos
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son fundamentalmente de lignina, En general, el hongo causante de pudricién blanca
reduce la resistencia a la compresion de la madera, mientras que la pudricién marrén y
la blanda disminuye su capacidad de pandeo (Gayo, 2016).

En toneleria, aunque se utiliza mayoritariamente el roble (Quercus robur, Q.
petrea, Q. alba), en Asturias el uso del castafio se mantuvo ligado a la sidra
fundamentalmente. La madera de castafio es rica en elagitaninos (Lampire et al., 1998;
Lei, 2002) y sus niveles pueden ser incluso superiores a los del roble (Sanz et al.,
2010a), aunque también se sabe que influyen variables como el nicho ecoldgico (Prida
et al., 2006), ya que las frondosas pueden tener madera muy variable segln el modelo
de crecimiento que hayan seguido.

Todos estos aspectos en los que interviene la composicion fenolica constituyen
la base de la importancia de estos compuestos, pero quizd lo méas destacable sea el
hecho de actuar como agentes protectores naturales.

1.3 FENOLES EN CASTANO

Eichhorn et al. (2017) determinaron el contenido fenolico en la madera de
castafio (C. sativa) y lo compararon con el obtenido en otras especies, obteniendo unos
valores superiores a los observados en roble (Fernandez de Simon et al., 2006), haya
(Albert et al., 2003) o cerezo (Sanz et al., 2010a). Aungue en algunos casos los fenoles
tengan efectos no deseados, como ciertas coloraciones de la madera debidas a la
degradacion o reactividad de lo TH (Koch, 2008), la mayor durabilidad que
proporcionan a este tejido hace que sean muy deseables en la mayoria de los casos.
Otros tejidos del castafio, en principio no aprovechables, como la corteza (Lampire et
al., 1998) y los que recubren al grano del fruto (Vazquez et al., 2009; De Vasconcelos et
al., 2010) también presenta un alto contenido fendlico, lo que les convierte en
potenciales fuentes de bioproductos. Esta riqueza fendlica del castafio no es uniforme
para todas sus especies, sino que varia entre ellas, como muestran Cooper & Rieske
(2008) para C. mollissima y C. dendata.

No hay que olvidar la castafa, recurso siempre presente en la alimentacién
humana y animal, cuyo grano es altamente apreciado en gastronomia. La presencia de
fenoles en esta parte del fruto (De Vasconcelos et al., 2007) es un valor afiadido.
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14  ECOSISTEMA
¢ Qué es un bosque?

Diaz & Vazquez (2004):

“Se trata de un ecosistema que funciona como una unidad bésica de
la naturaleza, que comprende tanto el conjunto de organismo vivos
que lo integran, como el ambiente fisico y quimico en el que se
desarrollan, y que funciona a base de energia, en principio
procedente toda ella del sol”.

La geografia y climatologia de Asturias conducen a la existencia de distintos
tipos de bosques, generando un paisaje muy diverso. Estos bosques, condicionados por
varios factores, se caracterizan fundamentalmente en funcién del clima y del suelo. En
base a estos dos factores, el castafio es una especie heliofila y silicicola, que requiere un
clima suave, no soportando condiciones extremas, en cuanto a temperaturas y
precipitaciones, durante largas temporadas. El rango de temperatura media anual para
que esta especie se desarrolle bien estd entre 6 y 16° C. Prefiere suelos sueltos y
profundos, de unos 50 cm y con una baja proporcion de arcilla para evitar
encharcamientos (Ceballos et al., 1971). EI pH del suelo debe ser &cido, entre 4 y 7
(Bourgeois, 1992). La alta presencia de Ca provoca clorosis, pero podra sobrevivir
mientras el suelo no contenga caliza activa en los horizontes superficiales y la
precipitacion sea suficiente como para que se produzca el lavado hacia niveles bajos del
perfil del suelo (Garcia & Outerifio, 1997). Por el contrario, en suelos acidos carentes de
Ca, la relaciéon Al/Ca se eleva y actla negativamente sobre el crecimiento del castafio,
particularmente sobre el tronco (Viéitez et al., 1999). En la Tabla 1.1 se muestran
algunas caracteristicas del suelo de los castafiares.

Tabla 1.1. Caracteristicas de los distintos suelos de castafio. Fuente: Viéitez et al. (1999).

Potencialidad Mala Mediocre Media Buena Excelente
dismoder moder mull-moder mull-4cido mull-
Humus .
mesotrofo
pH <4y>6.5 45 4.5-5.0 5 5.5-6.0
Profundidad <40cm 40-50cm 50-60cm 60-80cm >80cm
Arcillosa Limoso- Arenosa- Arenosa- Arenosa-
arcilloso granulosa limosa limosa
Textura Arcillo-limosa
Limo-fino Areno- Limoso- Limoso-
arcillosa arenosa arenosa
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C. sativa forma masas mixtas con Quercus robur, Q. pyrenaica, Q. suber, Pinus
pinaster, P. sylvestris, Fagus sylvatica y también se asocia a Alnus glutinosa, Rhamnus
frangula, Fraxinus angustifolia, Crataegus monogyna, Ulex europaeus (Ceballos et al.,
1971), pero tiende a formar masas puras.

Para poder valorar la influencia del ecosistema en el desarrollo de C. sativa, y
viceversa, se seleccionaron 2 zonas de Asturias separadas geograficamente, Allande
(occidente) y Caso (oriente), con 3 parcelas en cada zona. Estas parcelas pertenecen a
las 75 parcelas permanentes de 15 m de radio representativas de los castafares
asturianos que el Programa de Investigacion Forestal SERIDA/CETEMAS establecio
para proyectos basados en el estudio de esta especie, seleccionando masas de monte
bajo de C. sativa. De los datos tomados y analizados de estas 75 parcelas se crearon
tablas de produccién de densidad variable (Menéndez-Miguélez et al., 2016), ajustadas
en funcion de un modelo de altura dominante, obteniendo asi los indices de sitio (IS) a
la edad de referencia de 20 afios para esta especie, y estimando indirectamente su
calidad de estacion (CE). Las parcelas objeto de estudio en esta tesis se seleccionaron,
ademas de por su distanciamiento geografico, por su diferente CE.

Las condiciones edafoclimaticas repercuten en el desarrollo y productividad
vegetal, siendo necesaria la evaluacion o nueva modelizacion de los modelos de IS
creados en condiciones medioambientales diferentes (Subedi et al., 2009; Nunes et al.,
2011). En cuanto a los castafiares del noroeste de Espafia, las mejores calidades,
mayores IS, estdn asociados con mayor precipitacion de verano, menor altitud y
ausencia de largos periodos de heladas, para plantaciones juveniles en Galicia (Alvarez-
Alvarez et al., 2010). Para masas de monte bajo maduras en el Principado de Asturias,
se asocian a mayor contenido en Mg intercambiable del suelo y menor temperatura
media del mes méas calido (Afif-Khouri et al., 2011), mayor porcentaje de arena y
menor de arcilla en el suelo, mayor precipitacion de primavera y menor de verano y
menor temperatura media anual (Menéndez-Miguélez et al., 2015).

Respecto al clima, los climogramas obtenidos para la zona centro del Principado
de Asturias (Oviedo), procedentes de los datos publicados en la Guia Resumida del
Clima en Espafa (1981-2010) (AEMET, 2012) para tres series temporales de 30 afios
cada una, se muestran en la Figura 1.5.

14



°C

60

40

20

1961-1990

L m™-
r 120

F 80

F 40

Lne Feb Mar Abr May Jun Jul Ago Sep Oct Nov Dic

1971-2000
°C L m?
60 - 120

Enc Fecb Mar Abr May Jun Jul Ago Scp Oct Nov Dic

°C
60

Capitulo 1

1981-2010

L m?
r 120

Lne [F'eb Mar Abr May Jun Jul Ago Sep Oct Nov Dic

Figura 1.5. A: Climogramas de referencia climatica del Principado de Asturias (Oviedo) para las series temporales de los afios 1961-1990, 1971-2000 y 1981-2010. En
rojo se muestran los valores y representaciones de las temperaturas medias, y en azul las precipitaciones medias.
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Estos climogramas muestran una tendencia concordante con la situacion de
cambio climético en la que nos encontramos inmersos al evaluarlos consecutivamente
(1961-1990, 1971-2000 y 1981-2010), ya que se llega a apreciar un aumento de la
temperatura, mayor nimero de horas de sol, a pesar de la disminucion de dias
despejados e incremento de los nubosos, y reduccion de dias cubiertos, con niebla,
tormenta y granizo (Tabla 1.2). Los valores extremos registrados en este periodo entre
1961 y 2010 en Oviedo fueron una temperatura maxima absoluta de 36.4 °C (el 7 de
septiembre de 1988), una temperatura minima absoluta de -6 °C (el 7 de enero de 1985)
y una precipitacion maxima absoluta de 110 mm (el 6 de mayo de 1975). Tanto estas
series climaticas como los valores extremos evidencian uno de los motivos por los
cuales el castafio se mantuvo como especie prioritaria en nuestra Comunidad Auténoma,
el clima favorable para su desarrollo (Conedera et al., 2016), a pesar del abandono
sufrido en el siglo pasado y de la interrelacion de la distribucién de la especie con el
manejo del hombre.

Tabla 1.2. Pardmetros climaticos anuales de referencia para el Principado de Asturias
(Oviedo) de las series temporales entre los afios 1961-1990, 1971-2000 y 1981-2010. En
negrita los valores que muestran una tendencia clara de cambio en las series temporales
analizadas.

1961-1990 1971-2000 1981-2010

Temperatura media (°C) 12.7 12.9 13.3
Temperatura maxima media (°C) 16.8 17 17.4
Temperatura minima media (°C) 8.4 8.8 9.1
Precipitacion media (L m?) 971 973 959.7
Precipitacion maxima media (L m?) 1323 1323 1261.3
Precipitacion minima media (L m?) - 733 732.8
Humedad relativa (%) 78 78 78
Racha méaxima media viento (Km/h) 190 190 173
Dias despejados 36.5 33 31.3
Horas sol 1686 1711 1756
Dias helada 9.4 8 9.1
Dias nubosos 172.2 177 185.2
Dias cubiertos 156.5 155 148.8
Dias niebla 103.2 100 97.6
Dias precipitacion apreciable 184 175 175.8
Dias tormenta 21.7 20 19.4
Dias granizo 9.2 8 6.1
Dias nieve 5.6 5 5.0

El analisis de posibles escenarios de cambio climatico en Asturias (Gonzélez &
Anaddn, 2011) muestra la evolucion de precipitacion y temperatura para esta
comunidad, obteniendo una ligera tendencia negativa en la precipitacion anual
(disminuyendo ligeramente en invierno y primavera, y aumentando en el otofio) y un
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claro proceso generalizado de aumento de la temperatura (con un mayor incremento
durante primavera y verano, y una ligera disminucion en otofio). Las proyecciones
basadas en el aumento de la escala de los experimentos de simulacion de clima bajo
distintos escenarios de emisiones hacen esperar una reduccion en las precipitaciones y
un aumento en la temperatura media, esperando cambios mas importantes en las
precipitaciones y temperaturas durante el verano, siendo de mayor intensidad en los
extremos occidental y oriental.

Segln Gomes-Laranjo et al. (2012), el castafio europeo ocupa zonas del sur de
Europa, correspondientes principalmente a los paises mediterraneos, situados entre los
27° N y 53° N, donde los impactos del cambio climatico pueden ser mas significativos.
La gran extension del castafio en Europa durante miles de afios ha inducido
adaptaciones a largo plazo y de esta manera una cierta especializacion de genotipos de
acuerdo con las caracteristicas edafoclimaticas locales. Ademas, Pereira-Lorenzo et al.
(2010) comprobaron que las areas de castafio del sur de la Peninsula Ibérica fueron
colonizadas por genotipos de la regién norte ibérica, por lo que esta especie tiene
potencial para adaptarse a nuevas condiciones climaticas.

Ademés del clima, las propiedades fisicoquimicas de los suelos son
condicionantes fundamentales del habitat, estando ambos intimamente relacionadas. La
precipitacion y la temperatura causan cambios en el suelo y, por ello, el cambio
climatico global que estamos sufriendo repercutirda también en los suelos,
erosionandolos y empobreciéndolos. No obstante, en zonas boscosas es incuestionable
el valor protector de las masas de castafio, por la densidad de la cubierta, la profundidad
de la capa foliar y el espesor y esponjosidad de la cubierta muerta.

Segun los Mapas de Clases Agroldgicas y Usos Agrarios Generales del
Principado de Asturias (SITPA-IDEAS, 2012), la zona agrocliméatica en la que se
clasifican todas las parcelas objeto de estudio es la IV, correspondiente a un tipo de
clima Patagoniano humedo (Papadakis, 1980), definido por un invierno tipo Avena
(temperatura media de las minimas absolutas del mes mas frio: >-10 °C; temperatura
media de las méximas del mes mas frio: 5-10 °C) y un verano tipo Triticum (duracion
de la estacion libre de heladas: 2.5-4.5 meses; temperatura media de las méaximas de los
meses mas calidos: >17 °C para 4 meses). Los diferentes grados de vulnerabilidad
degradativa de los suelos de ambas zonas, en funcion de los valores de erosién hidrica
potencial, son indicativos del riesgo de erosion de estas superficies en caso de ser
eliminada la cobertura vegetal.

Las condiciones edafoclimaticas son las que moldearan y definiran el
ecosistema, formado por un fauna y flora concreta adaptada a esas condiciones. Los
microorganismos son una de las comunidades mas afectadas por las variaciones
producidas en estas condiciones (Castro et al., 2010; Evans & Wallenstein, 2014;
Docherty et al., 2015), con la repercusion correspondiente dada su actividad en la
degradacion y transformacion de la materia organica que enriquece los suelos.
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1.5 FENOLESEN LAS INTERACCIONES ECOSISTEMA x CASTANO

El metabolismo de los compuestos fendlicos en las plantas est& condicionado por
el entorno en el que se desarrolla la especie de interés, tratindose en muchos casos de
una forma de respuesta al ambiente en el que esta crece, siendo habitual que las plantas
forestales, de largos periodos de vida, pasen por situaciones medioambientales muy
variables, lo que implica que el contenido fenolico también varie en el tiempo en
funcién de estas condiciones del entorno. A nivel ecoldgico, los fenoles que mayor
importancia tienen son aquellos que estan implicados en las variadas interacciones
entorno/planta, como por ejemplo Gts en Betula pubescens (Ossipov et al., 1997) o
proantocianidinas (TC) en Swainsona formosa (Panjehkeh et al. 2010). En el castafio,
las defensas dependientes del acido jasmodnico estan relacionadas con la cantidad de
hidroxitaninos y TC que tienen las hojas y tallos, pero difieren entre C. mollissima y C.
dendata (Cooper & Rieske, 2008).

El poder antioxidante de los fenoles, posiblemente su propiedad méas conocida,
es mostrada bien a través de su capacidad para oxidarse y proteger asi a otras moléculas,
como los acidos grasos, las proteinas y los carbohidratos, o bien al actuar estabilizando
radicales libres, y parece ser general en el mundo vegetal (Zivkovic et al., 2009). Otra
funcién importante de los fenoles es su capacidad quelante frente a metales, que de otra
forma podrian ser toxicos para los tejidos, por lo que pueden actuar como protectores.

Las plantas no disponen de un sistema inmunitario similar al de los animales, sin
embargo, poseen diferentes niveles de defensa que van desde la barrera fisica a la
entrada del patdégeno hasta mecanismos de tipo bioquimico o molecular desencadenados
ante la presencia del mismo. La gran diferencia con el animal radica en no disponer de
células de defensa, sino que cada célula se podria considerar como autéonoma en la
respuesta al patdégeno (Zipfel, 2008). No obstante, en algunos tejidos de la planta se
observa la presencia de células que parecen estar destinadas al almacenaje de sustancias
fendlicas, que son liberadas en el momento en que la planta sufre cualquier tipo de
agresion. Estas células se encuentran en sitios estratégicos. La liberacion de los fenoles
de estas células daria lugar a una respuesta primaria, consistente en la lignificacién de la
zona o la formacion de una barrera quimica. También pueden dar lugar a una respuesta
secundaria, a través de la modificacibn hormonal, pues alteran la sintesis,
compartimentacion y degradacion de las hormonas. EI caso mejor conocido es el
metabolismo auxinico, sobre el que los compuestos fendlicos actdan incrementando la
sintesis via triptofano, reduciendo el transporte, favoreciendo asi la acumulacion y
disminuyendo la oxidacion del acido indolacético (Beckman, 2000).

En el castafio, la falta de nutrientes, mayor densidad de pies y ensombrecimiento
son factores favorables al desarrollo de enfermedades como el chancro, causada por el
hongo Cryphonectria parasitica (Griffin, 1986), por lo que la gestion del bosque, que
mejora estos aspectos, favorece el control de esta u otras enfermedades. Por tanto, un
aspecto muy interesante es valorar el efecto que el entorno o la gestidn realizada tiene
sobre los compuestos que se suponen juegan un papel defensivo en la planta. En este
sentido, algunos trabajos apuntan a que factores como la insolacion pueden actuar
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favorablemente, incrementando las defensas, como es el caso de Fagus frente al ataque
de hongos que provocan el “damping-off” (Ichihara & Yamaji, 2009). Estos autores
concluyen que las plantulas con mayor iluminacion resisten mejor debido a la
formacion de peridermis y sintesis de compuestos fendlicos. En algunas especies de
Quercus se ha observado que las variaciones estacionales de taninos se correlacionan
con la aparicion de minadoras y que el contenido en vescalagina se relaciona
negativamente con la presencia de esta plaga (Yarnes et al., 2008).

Del chancro del castafio se sabe que C. parasitica produce enzimas que
despolimerizan varios componentes de la pared celular del castafio. La
poligalacturonasa difunde del micelio del hongo hacia el tejido sano del arbol, causando
la despolimerizacion del polipectato de la ldmina media (componente que adhiere las
paredes celulares). La destruccion de la lamina media deja accesibles los polisacaridos
de la pared celular que serdn degradados, reabsorbiendo el hongo el material degradado
e iniciando asi su relacion parasitaria (Hwang, 2001). Ya que la degradacion de los
polisacéridos de la pared celular, catalizada por enzimas hemicelulasas y celulasas, es
un factor importante en la invasion de las células del hospedador, inhibir este proceso es
una de las formas de resistencia mas obvias. Hay dos mecanismos para llevarlo a cabo:
la formacién de una barrera fisicoquimica, que consiste en incrementar ligninas o
sustancias tipo ligninas entre la pared celular y el patdgeno que impidan el paso de las
enzimas del patdgeno, o la formacion de una barrera quimica que consistiria en
modificaciones de la propia pared que impidieran la unién enzima-sustrato, tales como
los &cidos fenolicos (Friend, 1975).

Los resultados obtenidos en los estudios sobre la relacion entre las sustancias
quimicas obtenidas a partir de castafios y su resistencia a C. parasitica son variados y,
en ocasiones, contradictorios (Speilman, 2003). Diversos extractos de corteza han
mostrado una clara diferenciacion entre arboles de distinta resistencia (Nienstaedt,
1953). Aparentemente, la resistencia seria una combinacion de tipo y cantidad de
taninos determinada, asociada a otros factores desconocidos. La defensa del arbol
podria estar centrada en la corteza interna. C. parasitica es capaz de aprovechar los
taninos de la planta para obtener energia y carbono. No obstante, parece que estos
mismos taninos o algunas enzimas (como las peroxidasas) juegan un papel importante
en detener el avance del hongo en los arboles resistentes (Cook, 1915; Chung et al.,
2008).

La ventaja de realizar planteamientos integrales que promuevan las defensas
constitutivas de la planta es el hecho de que se aprovecha el efecto que diferentes
factores bioticos y abidticos tiene sobre estas, aun cuando no siempre se conozcan de
forma explicita. De esta forma se pueden abordar problemas actuales, pero también se
fomenta la lucha frente a situaciones que puedan presentarse en el futuro. Asi, en el
castafio de Asturias, y por extension en el resto de la Cornisa Cantabrica, la mayor
preocupacion se centra actualmente en el chancro, pero también existen otras
enfermedades que, aungque con menor incidencia, afectan también a nuestros arboles,
como es el caso de la tinta, provocada por Phytophtora cinnamomi (Gomes-Laranjo et
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al., 2004). Ademas, existen numerosas plagas, que aunque no pongan en peligro a la
planta, causan grandes pérdidas a nivel del fruto, tales como Pammene fasciana, Cydia
splendana, Cydia fagiglandana o Balaninus elephas (Gonzélez-Valera et al., 2008),
pero otras si que representan un riesgo para la planta, como es la provocada por
Dryocosmus kuriphilus, conocida como avispilla del castafio (Moriya et al., 2003;
Bernardo et al., 2013; Cerasa & Massa, 2016), y que esta aumentando su poblacion
exponencialmente afio a afio en los castafares asturianos. Esta avispilla forma agallas en
peciolos y nervio central de la hoja. Los mecanismos de defensa frente a D. kuriphilus o
la formacion de las agallas podrian estar relacionados con el metabolismo secundario,
siendo un interesante campo de investigacion actual y futura.

1.6 GESTION EN MONTE BAJO DE CASTANO EN ASTURIAS

Actualmente la problematica principal del castafio en Asturias es el gran
abandono que sufren los castafiares. Antiguamente, se aplicaban turnos variables en
funcién del aprovechamiento, 5-6 afios para cesteria, 15-25 afios para taninos, 30-50
afios para viguetas, 50-80 afios para duelas y muebles, y 80-100 afios para carpinteria y
ebanisteria. EI aprovechamiento del monte justificaba plenamente las actuaciones que
hoy se han abandonado al dejar de tener la repercusion econémica que tenian afios atras.

El desarrollo del monte bajo en Asturias se debe a la gran capacidad del castafio
para producir brotes, incluso a partir de cepas viejas, tales como las de los ejemplares de
fruto abandonados. La corta se realiza en parada vegetativa para favorecer el vigor del
brote. Después de la corta del arbol adulto, cada cepa produce brotes (chirpiales) que
tienen tendencia a individualizarse formando su propio sistema radical. La eliminacién
de cepas originales, en la medida de lo posible, cuando hayan pasado varias rotaciones,
se denomina traslacién de cepas, y es importante para que tenga lugar una sucesiva
renovacion del castafiar (Alvarez, 2013). Los rebrotes crecen a mayor velocidad que las
plantas utilizadas en repoblaciones de monte alto debido a que aprovechan el potente
sistema radical de la planta original. En los primeros 10 afios, la mortalidad natural entre
los chirpiales es muy intensa por competencia. Estos montes bajos permiten obtener
madera delgada muy réapido vy, tras la realizaciéon de claras periddicas, también madera
gruesa de calidad, dando lugar a un tipo de monte Ilamado fustal sobre cepa. Este tipo
de monte es uno de los méas productivos dentro de las especies europeas de frondosas,
sobre todo en suelos escasos de nutrientes (Bourgeois, 1992).

Amorini et al. (2001) observaron un efecto positivo en el estado sanitario del
castafiar tras una gestion apropiada, eliminando aquellos arboles con chancro mas
avanzado y manteniendo los mas vigorosos, reduciendo la susceptibilidad a C.
parasitica y cicatrizando chancros no muy avanzados, haciéndolos no letales y
alcanzando un equilibrio ecologico entre el huesped y el parésito en el ecosistema
forestal gestionado.
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Asi, una correcta gestion forestal repercutird favorablemente en la calidad y
productividad del castafio, en su entorno ecoldgico y en la sociedad, tanto cultural como
econdémicamente.

1.7 PLANTEAMIENTO Y OBJETIVOS

Por todo lo comentado con anterioridad: importancia de los fenoles, vivir en
Asturias (importante zona castafiera) y por el potencial fendlico de C. sativa, se propuso
y consiguio el proyecto “Perfiles fendlicos en Castanea sativa Mill. y su interés desde el
monte a la industria” (RTA2011-00135-00-00), que fue subvencionado a traves del
Instituto Nacional de Investigacion y Tecnologia Agraria y Alimentaria (INIA) del
Ministerio de Ciencia e Innovacion de Espafia. Este proyecto fue el origen de esta tesis,
titulada “Fenoles en Castanea sativa Mill.: desde el monte a la industria”, con la que,
ademas de generar un mayor conocimiento cientifico de esta especie a través de su
contenido fendlico, también se pretendid revalorizar C. sativa para impulsar su mayor y
mejor aprovechamiento, consiguiendo asi mayores rentabilidades econdémicas para los
propietarios de los castafiares y hacer ver que la intervencion humana en la gestion
forestal de los castafiares asturianos es necesaria para el bien de todos.

El trabajo que se propone plantea como hipdtesis que un manejo mas racional de
los castafiares, a través de la seleccion de zonas idoneas para las nuevas plantaciones y
la intervencidon en aquellas masas que sean susceptibles de serlo, revertira en una mejora
del propio bosque y de los productos y subproductos que obtendriamos del mismo, con
la participacion activa en todos los procesos del metabolismo secundario del arbol.

Objetivo general

Valorar la influencia del ecosistema y la intervencién humana en el perfil
fenolico de Castanea sativa Miller y el potencial uso de los bioproductos derivados con
base fenolica para diferentes aplicaciones.

Obijetivos especificos

1. Optimizar la metodologia del analisis fenolico en castafio.

2. Estudiar la influencia del indice de Sitio sobre el perfil fendlico en distintos
tejidos.

3. Evaluar la vinculacion de la mejora del monte tras su gestion con el contenido
fenolico en los diferentes tejidos

4. Determinar el potencial de los productos y subproductos del castafio para su uso
directo o como bioproductos
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CAPITULO 2

Descripcion metodologica de la caracterizacion fendlica en castafio

2.1  INTRODUCCION

Los fenoles constituyen una parte importante del Ilamado metabolismo
secundario de las plantas. Hoy en dia, se sabe que, ademés de tener una funcién en la
propia célula que las sintetiza, estas sustancias también tienen una gran actividad en el
metabolismo vegetal, formando parte de compuestos estructurales como la lignina,
hormonales como el acido salicilico y, sobre todo, en la interaccion de la planta con su
entorno, por ejemplo como fitoalexinas (Garcia-Mateos & Pérez-Leal, 2003; Arruda et
al., 2016), sustancias alelopaticas (Li et al., 2010; He et al., 2012; Al Harun et al., 2015;
Cheng & Cheng, 2015; Gelsomino et al., 2015) o disuasorios nutritivos (Rehman et al.,
2012; Firstenberg-Hagg et al., 2013; Kumar et al., 2014; Kula & Lazorik, 2015;
Sanchez-Sanchez & Morquecho-Contreras, 2017).

El interés en el estudio de los compuestos fendlicos se debe en gran medida a
que desemperfian un papel trascendente en la alimentacién humana, pues contribuyen de
forma importante a las propiedades organolépticas y nutritivas de alimentos y bebidas.
No obstante, la importancia que han adquirido en las Ultimas décadas las sustancias
bioactivas, entre las que se encuentran los fenoles (Helmja et al., 2007), se corresponde
con el hecho de haber encontrado una relacion directa entre la presencia de
determinados compuestos y la salud humana (Freitas & Naves, 2010). Esto ha dado
lugar a la revalorizacion del consumo de ciertos alimentos y como consecuencia a
fomentar el interés de determinadas dietas, como la mediterranea, o al desarrollo de
numerosos alimentos funcionales. En este sentido, la funcionalidad que tienen para
nuestra salud no es mas que una aplicacion de su funcion en la planta, como es el caso
de su papel como antioxidantes (Sochor et al., 2010).

Desde el punto de vista de la Fisiologia Vegetal, cbmo ya se ha comentado en la
Introduccion General, los compuestos fendlicos se pueden dividir en dos grandes
grupos: aquellos que se sintetizan durante el desarrollo normal de la planta y los que se
producen en respuesta al medio (Beckman, 2000). El interés generado entorno a estas
sustancias bioactivas, ha servido para fomentar el desarrollo de metodologias analiticas
en vegetales, que en otras circunstancias no hubieran tenido un tratamiento similar. El
metabolismo fendlico, propio de microorganismos y plantas, ha sido uno de los
principales beneficiarios de este interés. A nivel ecologico, los fenoles estan implicados
en muchas de las respuestas de las plantas al entorno, sean éstas frente a cambios
bioticos (herbivoria, enfermedades causadas por ciertos organismos, alelopatia) o
abioticos (estrés térmico, hidrico o luminico) (Akula & Ravishankar, 2011). Las
respuestas de defensa de las plantas dependientes del acido jasmonico estan
relacionadas con la cantidad de taninos condensados (TC) e hidrolizables (TH) que
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tienen en las hojas y tallos, pero difieren incluso entre especies, como es el caso de
Castanea mollissima y C. dendata (Cooper & Rieske, 2008).

La especie escogida para este estudio es el castaiio (C. sativa Miller). Esta es una
especie multifuncional que ha adquirido un notable interés en todas aquellas zonas
donde crece, debido a su capacidad para generar recursos: alimento, madera, energia y
otro tipo de bienes como el paisaje que ofrece su entorno. El Principado de Asturias se
encuentra dentro de las regiones autondmicas de Espafia en las cuales el castafio es
mayoritario y su conservacion es de sumo interés, pues de ella dependieron
tradicionalmente sectores como el ganadero (engorde del cerdo), alimenticio
(directamente a través del fruto o de forma indirecta en su uso para cesteria o toneleria),
energético (reflejado en la lefia, hoy revalorizada en residuos de biomasa) o el sector
industrial y de construccion (interés de la madera dada su resistencia y durabilidad).

El andlisis fendlico en especies forestales se centra, en la mayoria de los casos,
en especies de alto valor econémico en el sector maderero, siendo las mas estudiadas
roble (Cadahia et al., 2001; Fernandez de Simon et al., 2006; Ockels et al., 2007),
castafio (Lampire et al., 1998; De Vasconcelos et al., 2010) y mas recientemente cerezo
(Sanz et al., 2010a).

La presencia de compuestos fenolicos en el fruto también es relevante, pues la
castafia ha sido y es una alternativa muy viable en la alimentacién humana y animal
(Vazquez et al., 2009) debido a su precio, produccion y a su interés en la obtencion de
harinas sin gluten destinadas a la alimentacién en celiacos (Demirkesen et al., 2010). La
valoracion del contenido fendlico realizada en tres variedades de castafia portuguesa
muestra un contenido significativo de estos compuestos (De Vasconcelos et al., 2007),
lo que le confiere un considerable valor debido a la presencia de ciertas sustancias
fendlicas beneficiosas para la salud.

Cuando se plantea el estudio del metabolismo fendlico de una especie o del
contenido de estos compuestos en un material de interés, el primer problema a que nos
enfrentamos es definir el método analitico mas adecuado, ya que comparar resultados
fendlicos procedentes de distintos trabajos es dificil, debido a la gran cantidad de
factores de los que depende un perfil fendlico y la gran variedad metodoldgica existente
para este tipo de caracterizacion. Independientemente de la especie vegetal con la que se
trabaje, el principal problema para la intercomparacion de estos resultados se debe a la
falta de uniformidad metodol6gica. Aunque existe un método normalizado para la
cuantificacion de los fenoles totales (FT) (Folin & Ciocalteu, 1927), descrito por la
Organizacién Internacional de la Vifia y el Vino (2011), para muestras liquidas, las
discrepancias comienzan desde la forma de recoger y procesar las muestras y se
mantienen hasta la cuantificacion final. Los puntos mas criticos a la hora de establecer
una ruta metodoldgica estandarizable son: 1) Toma de muestra (época y parte vegetal a
muestrear); 2) Almacenamiento de la muestra hasta su procesado (temperatura y tiempo
de almacenamiento); 3) Preparacion de la muestra para la extraccion (muestra
fresca/seca, tipo de secado y troceado/molienda); 4) Extraccion (solvente, pH, tiempo,
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temperatura, agitacion y oscuridad); 5) Fraccionamiento (extracciones solido-liquido y
liquido-liquido, solventes, pH, re-extracciones y fases intermedias); 6) Cuantificacion
(evaporacioén de solventes, redisolucién y estandar de referencia). Yang & Guido (2016)
abordaron bibliograficamente algunos de estos aspectos comunes en los analisis
fenolicos.

La metodologia extractiva empleada (solvente, temperatura, tiempo y proceso)
es uno de los aspectos mas importantes a tener en cuenta, tanto para mantener la
integridad de los compuestos como para mejorar la eficiencia de extraccion (Bedgood et
al., 2005; Padda & Picha, 2007; De Vasconcelos et al., 2010) y minimizar el efecto de
matriz. La sensibilidad quimica de algunos fenoles hace que ciertas variaciones
metodoldgicas sean suficientes para cambiar el resultado del contenido fendlico en un
mismo tipo de muestra (Robards, 2003; Serrano et al., 2009; Leitao et al., 2011; Sanz et
al., 2012; Barbosa-Pereira et al. 2013; Munekata et al., 2016). Las posibles
interferencias matriciales, variables en funcion del tipo de material vegetal a analizar,
pueden ser suficientes como para que ciertos compuestos no sean detectados. Cuando
las especies son lefiosas, las diferencias entre los distintos tipos de 6rganos/tejidos hacen
que las muestras difieran tanto en cantidad como en tipo de compuestos (Cadahia et al.,
1996; De Vasconcelos et al., 2010). Pero, ademas, el metabolismo de estas sustancias
fenolicas esta condicionado por el entorno, tratandose en muchos casos de una forma de
respuesta al ambiente en el que la planta crece, siendo habitual que estas plantas, de
largos periodos de vida, pasen por situaciones medioambientales muy variables, lo que
implica que el contenido y composicion fenolica también varie en el tiempo en funcion
de estas condiciones medioambientales.

Los pasos previos a la cuantificacion fenolica son, a veces, muy tediosos y
laboriosos, como en los casos en que se requieren distintos tipos de hidrolisis &cidas y/o
alcalinas e incluso enzimaticas (Robards, 2003). No obstante, en funcién del uso final
que tenga la informacién que queremos generar, puede ser conveniente realizar un tipo
u otro de valoracion, y no siempre estd justificada la extraccion completa de los
compuestos. Asi, por ejemplo, cuando el interés radica en valorar los fenoles de la
madera por su influencia en el envejecimiento de vinos y aguardientes en toneles, se
justificaria méas la extraccion hidroalcohdlica sin mas procesado muestral que la
obtencion del tamafio de muestra apropiado para dicho fin, pues de todos los
compuestos que constituyan la madera sélo van a ser activos los que sean capaces de
solubilizarse en esas condiciones (Madrera et al., 2010). Por el contrario, cuando se
trata de valorar la resistencia de la madera en construccion, cercado de parcelas u otro
tipo de aplicaciones estructurales, donde los fenoles también tienen un papel
fundamental, pues actlan como agentes protectores naturales, se suelen valorar
unicamente los solubles en agua. Sin embargo, se deberia conocer también la
composicion total, ya que a lo largo del envejecimiento de la madera se producen
interacciones bioticas y abidticas con el entorno que dan lugar a trasformaciones y
liberaciones de compuestos que podrian no ser solubles en agua inicialmente, pero que
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si lo serian tras los cambios producidos y, por tanto, con posibilidad de influir en la
durabilidad de la madera.

En base a todo lo descrito anteriormente, y tomando como referencia la
metodologia descrita por Sanz et al. (2010b), el objetivo que se plantea en este capitulo
es desarrollar un protocolo analitico aplicable a cualquier material vegetal, que permita
uniformizar y facilitar el anélisis fendlico en muestras vegetales de distinto origen y con
diferente finalidad.

22 MATERIAL Y METODOS

2.2.1 Productos guimicos

Los productos quimicos empleados se obtuvieron de diferentes fuentes
comerciales: acido elagico (AE), acido géalico (AG), (+)-catequina hidratada, galato de
metilo (GM), cloruro de acetilo, reactivo de fenol Folin-Ciocalteu, tetrahidrofurano y
vainillina fueron adquiridos en Sigma-Aldrich Quimica SL (Madrid, Espafia);
acetonitrilo y metanol ultragradiente se compraron a ROMIL Ltd. (Cambridge, Reino
Unido); &cido férmico y éter dietilico eran de BDH Prolabo (Leuven, Bélgica);
carbonato sddico y sulfato sodico anhidro fueron suministrados por Panreac Quimica
SAU (Barcelona, Espafa); etanol y metanol para anélisis procedian de JT Baker
(Phillipsburg, EEUU); acetato de etilo fue obtenido en Merck (Darmstadt, Alemania) y
acido sulfarico de Scharlau Chemie SA (Barcelona, Espafia).

2.2.2 Material vegetal

Como material vegetal se utilizaron diferentes drganos y tejidos de castafios (C.
sativa) de monte bajo: corteza exterior e interior, albura y duramen de troncos, madera y
corteza de ramas, hojas, amentos y erizos, cascara, tegumento y grano de los frutos.
Troncos, ramas, hojas, amentos y erizos se recogieron de castafiares situados en el
occidente y oriente del Principado de Asturias (noroeste de Espafia), en los concejos de
Allande y Caso, respectivamente. Las castafias procedieron de un castafiar situado en
Sela da Loura, perteneciente al concejo de Vegadeo (occidente asturiano).

Las muestras de corteza exterior e interior, albura y duramen se obtuvieron a
partir de discos de troncos recién apeados que se trasladaron hasta el laboratorio a
temperatura ambiente. Asimismo, las castafias también se llevaron a temperatura
ambiente, transportandose el resto de las muestras a 4 °C. Una vez en el laboratorio, los
discos de los troncos se acondicionaron a temperatura ambiente durante 5 meses, las
ramas se descortezaron y trocearon ambas partes (madera y corteza) guardandolas a -80
°C y las hojas, amentos y erizos se almacenaron directamente a esa misma temperatura.
Las castarias se conservaron a 4 °C hasta su secado en estufa de aire forzado (Digitronic,
JP SELECTA, Barcelona, Espafia) durante 72 h a 40 °C, tras lo cual se separaron los
diferentes tejidos, almacenandose posteriormente a -80 °C.
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El peso seco de las muestras de tronco se calcul6 tras el secado de una parte de
éstas en estufa de aire forzado durante 24 h a 102 °C. Las ramas, hojas, amentos y erizos
se liofilizaron (LyoQuest -55, Telstar Technologies SL, Tarrasa, Espafia). Todas las
muestras fueron molidas en molino criogenico (Freezer/Mill 6770, SPEX SamplePrep
Inc., New Jersey, EE. UU.) y conservadas a -80 °C hasta llevar a cabo la extraccién
fendlica.

2.2.3 Extraccién de compuestos fendlicos

La extraccion de los compuestos fendlicos se baso en la metodologia descrita
por Sanz et al. (2010b) y el método seleccionado esta esquematizado en la Figura 2.1.
Las muestras molidas (1 g por muestra) se sometieron a una extraccion solido-liquido,
empleando como solvente 100 mL de metanol/agua (purificada tipo 11, Merck Millipore,
Darmstadt, Alemania) (1:1, v/v), a temperatura ambiente, en oscuridad y en agitacién
invertida (Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, Reax2, Schwabach, Alemania)
durante 24 h. Los extractos se filtraron en un embudo tipo Blichner a través de filtros de
microfibra de vidrio Whatman GF/B (GE Healthcare UK Limited, Buckinghamshire,
Reino Unido) de 37 mm de didmetro, y el metanol se elimind en rotavapor (Heidolph
Instruments, Laborota4002-control, Alemania) a una velocidad de rotacion de 50 rpm y
temperatura del bafio de agua de 35 °C. Este extracto acuoso se llevé a 50 mL con agua
purificada tipo Il (Merck) (extracto I) y se tomé una alicuota de 3 mL, que se conservé a
-20 °C hasta realizar la valoracion del contenido en FT. El resto del extracto | se
sometio a una extraccion liquido-liquido con 20 mL de éter dietilico, tres veces
(extracto 1), y la fase acuosa restante se volvié a someter a otra extraccion liquido-
liquido por triplicado con 20 mL de acetato de etilo (extracto II1). El extracto acuoso
final (extracto 1V) se liofiliz6 y guardo a -80 °C hasta llevar a cabo la cuantificacion de
los TH, diferenciando entre galotaninos (Gts) y Ets. A los extractos Il y Il se les
adiciond la cantidad necesaria de sulfato sddico anhidro para eliminar el agua presente
en las distintas fases organicas, guardandolos a 4 °C hasta el dia siguiente, que se
decantaron y lavaron sus residuos solidos (sulfato sédico solvatado) dos veces con los
solventes de cada fase organica, para finalmente llevarlos a sequedad. Este proceso de
secado se realizd inicialmente en el rotavapor a las condiciones mencionadas
anteriormente, hasta reducir el volumen de los extractos por debajo de 1 mL, para
posteriormente llevarlos a sequedad total en microtubos en un evaporador centrifugo
(Jouan RC1010+RCT90, Thermo Electron Industries SAS, Chateau-Gontier, Francia) y
guardando los residuos sélidos secos a -20 °C hasta la cuantificacion fendlica
correspondiente, fenoles de bajo peso molecular (FBPM) en los residuos sélidos secos
provenientes del extracto Il (analisis no realizados) y TC en los residuos solidos secos
del extracto I11.
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TRONCO, RAMAS, HOJAS, AMENTOS v FRUTO

Liofilizacion v Conservacion a -80 °C

Molienda N1 liquido

lg

¥
100 mL MeOH/Hz20 (1:1, v/v)
v

24 h Agitacion por inversion, 21+2 °C, Oscuridad

Filtracion
v

Evaporacion MeOH

FENOLES TOTALES

Extractol —» (Folin-Ciocalteu)

Extraccion liquido-liquido

Eter dietilico

FENOLES l J'
BAJO PM |+ Extracto Il Fase acuosa
(HPLC

‘ Acetato de etilo

Extracto II1 Extracto IV

; '

TANINOS CONDENSADOS TANINOS HIDROLIZABLES
(Vainillina) Galotaninos + Elagitaninos
(Metanolisis acida + HPLC)

Figura 2.1. Esquema de la extraccion y caracterizacion fenolica.
* Fenoles de bajo peso molecular (FBPM) no valorados.

2.2.4 Fenoles totales

Los FT se valoraron en la alicuota tomada del extracto I, mediante el ensayo
Folin-Ciocalteu (Singleton & Rossi, 1965), basado en las determinaciones de tirosina y
triptéfano en proteinas llevadas a cabo por Folin & Ciocalteu (1927), y cuyo metodo fue
adaptado para la valoracion de FT con varias modificaciones a lo largo del tiempo, y
que la Organizacion Internacional de la Vifa y el Vino (2011) describe y detalla.
Ensayo fundamentado en la oxidacion de los compuestos fendlicos por el reactivo de
Folin-Ciocalteu. Para la cuantificacion de los FT se emple6 como estandar de referencia
AG, disuelto y diluido en agua (ultrapura tipo I, Merck Millipore, Darmstadt,
Alemania), expresando el contenido fendlico total como mg equivalentes de AG por g
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de peso seco (mg EAG gps?). Las concentraciones para la recta de calibracion fueron:
0.025, 0.05, 0.1, 0.2,0.3,0.4,0.5,0.6 y 0.8 mg AG mL™.

El orden y proporcion de muestra y reactivos empleados en el ensayo de Folin-
Ciocalteu fue el siguiente:

Blanco/Estandar/Muestra:H.O:Reactivo Folin-Ciocalteu:Na,CO3 20% (m/v) acuoso
(3.3:71.7:5:20, viIviviv)

El anélisis se realizé en microplaca de 96 pocillos (Sero-Wel, Bibby Scientific
Ltd, Staffordshire, Reino Unido), y se adicionaron los siguientes voliumenes en cada
pocillo: 10 pL de blanco (H20), estandar o muestra + 215 pL de H.O + 15 pL de
reactivo de Folin-Ciocalteu + 60 pL de Na,CO3z 20% (m/v) acuoso. Una vez afiadidos
todos los reactivos, la microplaca se llevo al espectrofotometro (Synergy HT, BIOTEK
Instruments, Winoosk, EE. UU.), donde a 25 °C se agit6 30 s, incub6 30 min y realizé la
lectura espectrofotométrica (densidad oOptica, DO) a 750 nm. Cada microplaca contenia
un blanco, las nueve concentraciones del estandar para obtener la recta de calibracion y
las muestras. Todas las medidas se realizaron por triplicado.

2.2.5 Taninos condensados

Los TC se determinaron en el residuo solido seco procedente del extracto Il redisuelto
y diluido en metanol. El residuo redisuelto se filtré a través de filtros de PVDF Millex-
HV de 0.45 um de tamafio de poro y 13 mm de diametro (Merck Millipore Ltd.,
Carrigtwohill, Irlanda). EI método que se emple6 para su cuantificacion fue el de la
vainillina, teniendo en cuenta algunas de las conclusiones alcanzadas por Sun et al.
(1998). Como estandar de referencia se uso (+)-catequina hidratada, disuelta y diluida
en metanol, y expresado el contenido en TC como mg equivalentes de (+)-catequina por
g de peso seco (mg EC gps?t). Las concentraciones de (+)-catequina para la recta de
calibracion fueron: 0.015, 0.03, 0.07, 0.125, 0.225, 0.35 y 0.5 mg mL™.

El orden y proporcidon de muestra y reactivos empleados en el ensayo de la vainillina
fue el siguiente:

Blanco/Estandar/Muestra:vainillina 1% (m/Vimeon):H2S04 10% (V/VmeoH)
(20:40:40, viviv)

El anélisis, al igual que para los FT, se realiz6 en microplaca de 96 pocillos, y se
adicionaron los siguientes volumenes en cada uno de ellos: 60 pL de blanco (MeOH),
estandar o muestra + 120 pL de vainillina 1% (m/Vmeon) + 120 pL de H2SOs 10%
(V/Vmeon). Una vez afadidos todos los reactivos, la microplaca se llevo al
espectrofotometro, donde a 30 °C se agitdo 30 s, incubd 15 min y realizd la lectura
espectrofotométrica a 500 nm. Cada microplaca contenia un blanco, las siete
concentraciones del estandar para obtener la recta de calibracién y las muestras. Todas
las medidas se realizaron por triplicado.
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2.2.6 Taninos hidrolizables

Los TH (Gts y Ets) se analizaron en el residuo sélido seco procedente del
extracto V. Se pesaron 20 mg de este residuo en tubos de vidrio de 1.5 cm de diametro
y 10 cm de altura con tapon de rosca resistente a alta temperatura, y se sometieron a una
reaccion de metanolisis cida mediante la adicion de 2 mL de metanol (grado HPLC) y
0.2 mL de &cido sulfarico 96% (m/m, 1.84 g mL™) (Hartzfeld et al., 2002), en atmosfera
de N2, para minimizar la presencia de O y evitar asi la degradacion oxidativa del AG a
altas temperaturas (Inoue & Hagerman, 1988), a 85 °C, en bafio de aceite con agitacion
en las muestras durante 3 h. Una vez a temperatura ambiente las muestras metanolizadas
se filtran a través de filtros de PVDF Millex-HV (Millipore Ireland BV, Carrigtwohill,
Irlanda) de 0.45 um de tamafio de poro y 13 mm de didmetro, y se guardan a 4 °C hasta
su andlisis por HPLC. Tras la metandlisis, la mayoria de los TH son degradados a sus
unidades constitutivas béasicas, AG (procedente de los Gts), que se transforma en GM
por reaccion con el metanol en medio &cido caliente, y AE, procedente de los Ets. Estos
dos compuestos son los que se cuantificaron por HPLC para expresar el contenido en
TH como mg de GM por g de peso seco (mg GM gpst), para los Gts, y mg de AE por g
de peso seco (mg AE gps?), para los Ets. Tras la metandlisis no debe aparecer AG,
debido a su transformacion integra en GM, pero para asegurar el 100% de esa
transformacion, se confirmo su ausencia en los cromatogramas de las muestras.

El sistema de HPLC utilizado fue un equipo Varian modelo ProStar (Varian Inc.,
Agilent Technologies Inc., Santa Clara, EE. UU.) con dos modulos de suministro de
solvente modelo 210, inyector automatico modelo 410, detector de matriz de fotodiodos
modelo 335, desgasificador Alltech (Alltech Associates Inc., Illinois, EE. UU.) modelo
590 y software de control cromatografico Galaxie version 1.9 (Varian Inc., Agilent
Technologies Inc., Santa Clara, EE. UU.). La separacion cromatografica se realiz6 en
base a los parametros establecidos por Bobinait¢ et al. (2012). Como columna
cromatogréafica se usé una Brisa “LC?” C18 de 5 um y 25 x 0.46 cm (Teknokroma
Analitica SA, Barcelona, Espafa), a temperatura ambiente. La fase mdvil consta de
acido férmico 0.1% (v/v) acuoso (eluyente A) y acetonitrilo/metanol/acido férmico
(84.9:15:0.1, v/viv) (eluyente B). EI GM y el AE presentes en la solucion producto de la
metandlisis realizada al residuo solido del extracto IV se analizaron con el gradiente de
elucion: 0-20 min, desde 5% a 30% de B en A; 20-30 min, desde 30% a 90% de B en A,
30-35 min, 90% de B en A; 35-40 min, desde 90% a 5% de B en A; 40-45 min, 5% de
B en A. La velocidad de flujo fue 1 mL min™. EIl volumen de muestra inyectado fue de
100 pL. Cada una de las muestras metanolizadas se diluyeron en la proporcion
adecuada con la fase movil inicial de la cromatografia (5% de B en A) y fueron
analizadas una Gnica vez. Los cromatogramas fueron monitorizados a 271 y 252 nm
para el GM y AE, respectivamente. La identificacion de estos compuestos fue llevada a
cabo por comparacion de sus tiempos de retencion y espectros de absorcion con sus
correspondientes estandares (Figura 2.2). La concentracion de cada compuesto fue
calculada a través de la recta de calibracion obtenida con sus estandares a distintas
concentraciones en las mismas condiciones cromatograficas que las muestras. Las
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concentraciones de cada estandar para la recta de calibracion fueron: 0.2, 2.5, 5, 7.5, 10
y 12.5 pug mL™. Cada concentracion de los estandares fue inyectada por triplicado.
Destacar que, si bien las solubilidades del AG y el GM no son problematicas, si lo es la
del AE, que requiere una mezcla metanol/tetrahidrofurano (24:1, v/v) para disolver el
estandar solido y obtener una solucién madre (Bobinaité et al., 2012), a partir de la cual
se realizan las diluciones correspondientes con la fase movil inicial de la cromatografia
(5% de Ben A).
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Figura 2.2. A: Cromatogramas de HPLC-DAD monitorizados a las longitudes de onda de 271 (negro) y
252 (rojo) nm de los estandares analizados en la degradacion de los taninos hidrolizables tras la reaccion
de metandlisis. B: Espectros de absorcion de cada estandar.

2.2.7 Andlisis estadistico

El tratamiento estadistico de los datos cuantitativos obtenidos se llevo a cabo
con el programa informatico IBM SPSS Statistics 23.0. Las diferencias estadisticamente
significativas se establecieron en base a un analisis de varianza (ANOVA), por
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comparacion de medias y considerando un modelo lineal general con pruebas post hoc
para un nivel de significacion de 0.05.

2.3 RESULTADOS Y DISCUSION

La metodologia descrita en el apartado anterior es el compendio de una
optimizacion previa donde se valoraron algunos de aquellos pardmetros metodoldgicos
que pueden alterar los resultados de una caracterizacion fendlica. Estos parametros
incluyen desde el tipo de muestra (material vegetal), que en este caso fueron hojas y
duramen de castafo, temperatura de conservacion (Téon) (4, -20 y -80 °C), temperatura
de molienda (T%ma1) (T* ambiente y < -195.8 °C, T2 de ebullicion del N2 liquido a una
atmosfera de presion), alternativas al protocolo considerado de referencia (Sanz et al.,
2010b) y la comparacion de este frente a otro de carécter exclusivamente enoldgico
(Madrera et al., 2010). Una vez establecida una metodologia adecuada, se valido en los
distintos érganos/tejidos del castafio mencionados en el apartado 2.2.2.

2.3.1 Optimizacién metodolégica

El material vegetal de partida sobre el que se vaya a realizar la caracterizacion
fendlica es un aspecto muy importante a tener en cuenta. En 6rganos complejos y
activos, como pueden ser las hojas y amentos, durante el tiempo que transcurre desde la
toma de muestra hasta su analisis, su composicién es facil que varie, en mayor o menor
grado, en funcién del estado y temperatura de conservacion de las muestras y del tiempo
transcurrido hasta su andlisis. Los materiales vegetales empleados en la optimizacién
metodoldgica, hojas (recolectadas de planta clonal de castafio hibrido C. crenata x C.
sativa) y duramen (procedente de un disco de unos 2 cm de espesor cortado a 1.3 m de
la base del tronco de C. sativa), fueron seleccionados debido a la gran diferencia
matricial entre ambos. Las hojas in vivo son uno de los érganos vegetales mas
complejos a nivel bioquimico, debido a la gran cantidad de procesos fisioldgicos que en
ellas se pueden llegar a dar. Por el contrario, el duramen es una parte con una funcion
mas estructural y de menor complejidad metabdlica.

Ademas de los parametros relacionados con la conservacion y procesado de las
muestras, previos a la extraccion, se tratd de optimizar diferentes aspectos de ésta y de
la cuantificacion de los compuestos de interés. En la Figura 2.3 se esquematizan los
protocolos evaluados. Como referencia se utilizé el descrito por Sanz et al. (2010b),
protocolo VI de la Figura 2.3. Las extracciones para cada uno de ellos se realizaron por
cuadruplicado.

La extraccion y separacion de los compuestos fendlicos de diferente naturaleza
quimica (FBPM, TC y TH) se realizO mediante extracciones liquido-liquido, cuya
separacion se basa en la diferente solubilidad de estos compuestos en dos solventes no
miscibles, en este caso, uno organico (éter dietilico o acetato de etilo) y agua.
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Figura 2.3. Esquema de las distintas metodologias empleadas. Los protocolos | y Il introducen
modificaciones con respecto al protocolo VI en el procesado de las muestras y la metodologia
extractiva. Los protocolos Ill, IV y V valoran el efecto de la T8, sobre las muestras foliares. Los
protocolos VI y VII describen metodologias recogidas en la bibliografia para el procesado de muestras
de duramen con destino enoldgico.

* Fenoles de bajo peso molecular (FBPM) no valorados.

43



Descripcion metodoldgica de la caracterizacion fendlica en castafio

2.3.1.1 Determinacion de Fenoles Totales y Taninos Condensados e Hidrolizables

De las distintas familias fendlicas obtenidas en el fraccionamiento
esquematizado en la Figura 2.1 (FT, FBPM, TC y TH: Gts y Ets), la optimizacion
analitica para su posterior cuantificacion se centré en FT, TC y TH.

Los FT, cuantificados mediante el ensayo de Folin-Ciocalteu, admitido
internacionalmente para analizar el contenido fendlico total, cuyo fundamento y forma
de llevarlo a cabo varia poco de unos trabajos a otros, hace que los resultados obtenidos
puedan ser comparados entre si con minimas consideraciones. Este ensayo, a pesar de
las interferencias matriciales que otros compuestos puedan aportar, tanto por exceso
(compuestos no fendlicos que reaccionan de forma similar en la reaccién redox que se
produce en este ensayo) como por defecto (apantallamiento o captacion de compuestos
fenolicos por otros compuestos que impidan que la reaccion de intercambio electronico
se produzca), es el mas usado debido a su relativa simplicidad, en base a lo cual se
selecciond para comparar la eficacia extractiva de las diferentes metodologias. Como
estandar para la recta de calibracion se utiliz6 el AG, en un rango amplio de
concentraciones, consiguiendo una buena linealidad, en base a los correspondientes
coeficientes de determinacion (R?). En las regresiones lineales obtenidas en el rango de
concentracion de AG, desde 0.0125 hasta 0.6 mg AG mL™?, R? varié entre 0.9991 y
0.9998.

Los FBPM, extraidos con el éter dietilico del primer fraccionamiento, no se
cuantificaron en este trabajo. La extraccion de estos compuestos fendlicos se realizo, en
primer lugar, para facilitar la extraccion y cuantificacion de los TC, reduciendo de esta
forma la presencia de posibles compuestos interferentes, y, en segundo lugar, una vez
caracterizado el perfil fendlico general, para concretar a nivel individual aquellos
compuestos fendlicos de interés con una finalidad méas especifica. La cuantificacion de
estos compuestos, en la cual se estd trabajando en la actualidad, se lleva a cabo
mediante HPLC.

Los métodos utilizados para la cuantificacion de los TC muestran considerables
diferencias de fundamento entre unos y otros, debido a la diversidad y complejidad de
las estructuras de estos compuestos, tal y como recogen Schofield et al. (2001) en una
revision al anélisis de los TC, lo que implica una gran disparidad en la forma de
expresar los resultados obtenidos. De ellos, uno de los mas usados es el ensayo de la
vainillina. Para su empleo hay que tener en cuenta varios factores criticos (naturaleza y
concentracion del acido empleado, tiempo y temperatura de reaccion, concentracion de
vainillina, estandar utilizado y presencia de agua Yy sustancias interferentes) que hacen
variar los resultados obtenidos mediante este ensayo (Sun et al., 1998). La
cuantificacion de los TC aqui realizada se llevo a cabo mediante este ensayo,
considerando algunas de las conclusiones alcanzadas por Sun et al. (1998) en una
reevaluacion y optimizacion de varios parametros que afectan principalmente a su
sensibilidad. Parte de la mejora analitica se baso en valorar el efecto de reduccion de la
sensibilidad de este ensayo que causa la presencia de agua en el solvente de
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reconstitucion de las muestras y estandar ((+)-catequina). Los solventes comparados son
metanol/agua (MeOH/H20O, 1:1, v/v), usado por Sanz et al. (2010b), y metanol,
propuesto por Sun et al. (1998). Los resultados obtenidos con ambos solventes (Tabla
2.1), tanto para el estdndar como para la muestra utilizada (duramen procesado segun
protocolo VI), corroboraron los mejores resultados del metanol como solvente, ya que
permitio aumentar considerablemente la sensibilidad del ensayo, rebajando los limites
de deteccion y cuantificacion, ademas de mejorar la linealidad (R?).

Tabla 2.1. Contenido de Taninos Condensados (mg equivalentes de (+)-catequina/g de peso
fresco) para muestras de duramen de Castanea sativa con redisolucidn del extracto a analizar en
MeOH/H20 y MeOH (media + EE). * Diferencia significativa entre solventes (ANOVA,
comparacion de medias, p < 0.005, n=16). DO: Densidad Optica (absorbancia por unidad de
longitud, UmA cm™).

Estandar ((+)-catequina)

Minimo Méximo

Duramen

Solvente mg mL* DO mg mL* DO R? (mg EC gyt ™)

MeOH/H,O  0.12  0.016 +0.00050 2 0.185+0.0010 0.998  0.250* +0.0061

MeOH 0.02  0.029 +0.00050 0.5 0.884 £0.0055 0.9998  0.291* +0.011

La optimizacion del andlisis de los TH (Gts y Ets) se realizd sélo
cualitativamente, en base a los cromatogramas obtenidos tras las diferentes metandlisis
acidas realizadas a las muestras de duramen de castafio. El procedimiento para llevar a
cabo la metandlisis es un aspecto determinante en la cuantificacion de estos
compuestos, ya que la posterior resolucion cromatogréafica dependera del grado de
degradacion que los TH sufran con esta reaccion. Se evaluaron tres tipos de metanolisis
sobre muestras extraidas segun el protocolo VI. Inicialmente, se compararon las
metanolisis empleadas por Sanz et al. (2010b), con metanol/acido clorhidrico 6 M
(MeOH/HCI, 9:1, v/v), 120 °C y 160 min, y la descrita por Lei et al. (2001), con
disolucion anhidra de HCl metandlico (proporcion 190 pL cloruro de acetilo/mL
MeOH), 100 °C y 60 min. Las condiciones cromatograficas establecidas para la
obtencion de los cromatogramas de la muestra sin reaccion de metanodlisis y para las
degradadas por ésta fueron las usadas por Lei et al. (2001). Los cromatogramas
obtenidos tras estas dos metanolisis se muestran en la Figura 2.4 (cromatograma B).
Posteriormente se probd una tercera, basada en la llevada a cabo por Hartzfeld et al.
(2002), con metanol/acido sulfarico (MeOH/H>SOa, 10:1, v/v) en atmosfera de N2, 85
°C y 180 min, tiempo de reaccién y condiciones cromatograficas en funcion de los
resultados obtenidos por Bobinaité et al. (2012) (Figura 2.4, cromatogramas C). En la
Figura 2.4 se observa que los mejores espectros cromatograficos son los
correspondientes a la ultima metanolisis realizada, ya que tanto la degradacion de las
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muestras en los compuestos de interés a analizar, GM (procedente de la metilacion del
AG generado) y AE, como la resolucion cromatogréfica de sus picos son buenas. En
al. (2002),
reduciendo el tiempo de reaccion y estableciendo la separacion cromatografica segun

base a estos resultados, se considerd la metanodlisis basada en Hartzfeld et

Bobinaité et al. (2012), como el procedimiento 6ptimo para el analisis de TH.
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Figura 2.4. Cromatogramas obtenidos tras la liofilizacién del extracto acuoso final de la muestra
de duramen de Castanea sativa extraida segun el protocolo VI. A: Sin reaccién de metandlisis,
monitorizado a la longitud de onda de 271 nm. B: Con metanolisis segun Sanz et al. (2010b)
(rojo) o Lei et al. (2001) (azul), a 271 nm. C: Con metanolisis segun Hartzfeld et al. (2002), a 271

y 252 nm. 1: galato de metilo. 2: &cido elégico.
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2.3.1.2 Efecto de la temperatura de conservacién en muestras foliares

Las muestras foliares se conservaron a distintas temperaturas (4, -20 y -80 °C)
entre 18 y 21 dias. La cuantificacion de los FT y TC en las muestras conservadas a las
temperaturas ensayadas se muestran en Tabla 2.2. De las temperaturas de conservacion
valoradas, -80 °C (protocolo I1) fue con la que se obtuvieron los valores més altos para
ambos tipos de compuestos fendlicos, indicando una mayor degradacion fendlica a las
otras dos T%con estudiadas (-20 y 4 °C). En los TC se observd una progresion en funcion
de la Téon, Ssiendo esta degradacion mayor a la temperatura mas alta.

Tabla 2.2. Contenido de Fenoles Totales (mg equivalentes de acido galico/g de peso fresco)
y Taninos Condensados (mg equivalentes de (+)-catequina/g de peso fresco) de las muestras
foliares del hibrido Castanea crenata x C. sativa conservadas a distintas temperaturas (media
+EE). Diferentes letras indican diferencias significativas entre protocolos (ANOVA, post hoc
DMS, p<0.05, n=16).

Protocolo (Ton) Fenoles Totales Taninos Condensados
(Mg EAG gor™) (mg EC gor™)
111 (-80°C) 12.132+0.68 0.14822 +0.0031
IV (-20 °C) 9.92° +0.47 0.1228° +0.0048
V (4°C) 9.77° +0.55 0.0984¢ +0.0049

En cuanto a los TH, en la Figura 2.5 se muestran los cromatogramas obtenidos
tras la metandlisis descrita por Sanz et al. (2010b) y con las condiciones
cromatograficas de Lei et al. (2001) representativos de las muestras procesadas a partir
de los protocolos 11 (-80 °C), IV (-20 °C) y V (4 °C). En las obtenidas siguiendo el
protocolo 111 se observd un mayor pico de GM, lo que corresponderia a mas Gts, y
menor pico de AE, lo que implicaria menos Ets. Que el pico de AE sea mayor en las
muestras cuya T?on fue de -20 y 4 °C puede deberse a la formacion de este tipo de
compuestos (TH) a partir de la degradacién producida durante el tiempo de
almacenamiento, ya que, teniendo en cuenta los resultados comentados para los FT y
TC, la disminucion del contenido fendlico de las muestras almacenadas a esas dos T@on
era evidente. Esto podria indicar un metabolismo fendlico mas activo durante el
almacenamiento de las muestras a -20 y 4 °C, aspecto no deseable.
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Figura 2.5. Cromatogramas monitorizados a las longitudes de onda de 271 (negro) y 252 (rojo) nm de la
degradacion de los taninos hidrolizables, tras la metandlisis segiin Sanz et al. (2010b) y las condiciones
cromatograficas descritas por Lei et al. (2001), en las muestras foliares del hibrido Castanea crenata x
C. sativa conservadas a distintas temperaturas. A: Protocolo Il (-80 °C). B: Protocolo IV (-20 °C). C:
Protocolo V (4 °C). 1: galato de metilo. 2: acido elagico.

La T%on de las muestras foliares presenta un efecto claro sobre el contenido
fendlico (Tabla 2.2). A medida que ésta aumenta, los FT disminuyen, probablemente
debido a una degradacion quimica de estos compuestos. Algunos autores (Hakkinen,
2000; Robards, 2003) han observado que procesos tales como la forma de descongelar
las muestras influyen considerablemente en los resultados obtenidos, sugiriendo una
degradacion quimica como proceso por el cual se produce esta pérdida fendlica. No
obstante, también se observa que los TC, muy resistentes a cualquier tipo de hidrolisis
(White et al., 2010), también sufren la misma influencia de la T%o.n de las muestras,
aungue, en este caso, parece mas probable que tuviese lugar una degradacion
enzimatica. Por todo esto, la conservacion de las muestras tiene sentido
fundamentalmente cuando se trata de una estructura viva y bioquimicamente activa, v,
en especial, cuando es necesario muestrear en un momento concreto y en lugares
alejados del laboratorio donde se va a procesar la muestra. No obstante, incluso en
muestras menos activas, como el duramen de la madera, también puede ser importante
la T a la que se conserven las muestras, puesto que los microorganismos asociados
pueden llegar a afectar su composicion original (Koch, 2008), aspecto que puede tener
relevancia si lo que se busca es conocer la composicion original de los tejidos. Sin
embargo, si se quiere comprobar la composicion de la madera en estudios de
durabilidad, relacionados con el sector de la construccion, y en aplicaciones enologicas,
donde se buscan tratamientos concretos que conllevan alteraciones en la composicion
fenolica y que promueven o reducen la presencia de microorganismos (Doussot et al.,
2002; Canas et al., 2007), estas muestras deben ser tratadas de forma semejante al
proceso industrial.
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2.3.1.3 Efecto de la temperatura de molienda en muestras foliares

Como se ha comentado anteriormente, la T?%on tiene un claro efecto sobre la
composicion fendlica, por lo que la T%mo de la muestra ha de ser considerada de igual
manera. En la molienda se producen impactos y friccion entre particulas que producen
un calentamiento, que, aunque sea de corta duracion, hay que tener en cuenta, ya que los
compuestos de interés estan mas expuestos, por estar cada vez mas fraccionada la
muestra. Por este motivo, realizar este proceso en bafio de Nz liquido (T* <-195.8 °C, T?
de ebullicion del N2 liquido a una atmdsfera de presion) reduce en gran medida el
incremento de T2, lo que implica una menor degradacion fenodlica. Asi, llevar a cabo la
molienda de la muestra en un molino criogenico, en bafio de Nz liquido (protocolo 1),
comparandolo con el protocolo Il (a T%mp), ademas de reducir el calentamiento
producido durante la molienda, hace que las muestras sean mas quebradizas y queden
mucho mas fraccionadas, favoreciendo su homogeneizacién, sobre todo cuando la
muestra est4d constituida por partes con diferente grado de dureza, y aumenta la
superficie de contacto con el solvente, lo que mejora la eficiencia en la extraccién de los
compuestos. Tanto la menor degradacion, como la mayor eficiencia extractiva, se
aprecian en el mayor contenido en FT (Tabla 2.3) y mayores picos cromatograficos de
GM (Gts) y AE (Ets) para los TH (Figura 2.6) en las muestras molidas en molino
criogénico con bafio de N liquido.

Tabla 2.3. Contenido de Fenoles Totales (mg equivalentes de acido galico/g de peso seco) y
Taninos Condensados (mg equivalentes de (+)-catequina/g de peso seco) de las muestras foliares
del hibrido Castanea crenata x C. sativa molidas a diferentes temperaturas (T%mo) (media +EE). *
Diferencia significativa entre protocolos (ANOV A, comparacion de medias, p<0.05, n=16).

Protocolo (Téme) Fenoles Totales Taninos Condensados
me! (Mg EAG gps™) (mg EC gps™)
I (N2 lig.) 65.5* +0.40 0.639 +0.042
I (T2mp) 48.2* +2.2 0.678 +0.014
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Figura 2.6. Cromatogramas monitorizados a las longitudes de onda de 271 (negro) y 252 (rojo) nm de la
degradacion de los taninos hidrolizables, tras la metandlisis segin Sanz et al. (2010b) y las condiciones
cromatograficas descritas por Lei et al. (2001), en las muestras foliares del hibrido Castanea crenata x
C. sativa molidas a distintas temperaturas. A: Protocolo I (N2 lig). B: Protocolo Il (T%mp). 1: galato de
metilo. 2: &cido elagico.

2.3.1.4 Modificacion del procedimiento de extraccion y secado de las fracciones
orgéanicas respecto al protocolo de referencia

Una vez establecida la mejor T?on de las muestras (-80 °C, protocolo I11) y la forma de
molienda méas adecuada (molino criogénico, protocolo 1), se puede determinar,
comparando los resultados obtenidos por ambos protocolos (Tabla 2.4), la importancia
de las otras modificaciones introducidas. Se valoro la posibilidad de reducir la cantidad
de muestra y solventes, manteniendo las proporciones de ambos, de forma que todo el
procedimiento fuese mas sostenible desde el punto de vista ambiental y econdémico. Se
traté de optimizar la eficiencia de extraccién a través de una re-extraccion de las
muestras (20 h de extraccidn inicial + 4 h de re-extraccion), una separacion sélido-
liquido mediante centrifugacion (SORVALL RC 6 PLUS, Thermo Fisher Scientific,
Osterode, Alemania) a 15000 g y -10 °C y un secado de las fracciones organicas en
termobloque (EC 1, VLM, Bielefeld, Alemania) a 35 °C con corriente de N2 gas. Los
resultados obtenidos tras la aplicacion conjunta de las modificaciones parecen indicar
que el protocolo | no mejora la caracterizacion fenolica. Aunque la posibilidad de
reducir la cantidad de tejido a extraer, presenta ventajas tales como llegar a determinar
la composicion fendlica en tejidos diana, cuando la finalidad sea valorar la actividad
fisioldgica de estos compuestos, como puede ser su participacion en la formacion de la
barrera de defensa de las plantas contra organismos patdgenos, en la que los taninos
tienen una funcion determinante (Scalbert, 1991; Norris et al., 2011), no siempre es
posible llevarla a cabo, pues, como ya hemos mencionado, el contenido fendlico difiere
considerablemente de unos Organos/tejidos a otros. En 6rganos con un metabolismo
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primario muy activo, como son los amentos y las hojas, el contenido fenolico es
considerablemente superior respecto al que presentan otras partes vegetales poco
activas, como el grano de la castafia o la madera de las ramas como se puede observar
en la Tabla 2.6.

Tabla 2.4. Contenido de Fenoles Totales (mg equivalentes de &cido galico/g de peso
fresco) y Taninos Condensados (mg equivalentes de (+)-catequina/g de peso fresco) de las
muestras foliares del hibrido Castanea crenata x C. sativa procesadas segln los protocolos
I y Il (media +EE). * Diferencia significativa entre protocolos (ANOVA, comparacion de
medias, p<0.05, n=16).

Protocolo Fenoles Totales Taninos Condensados
(mg EAG gpr™) (mg EC gy")
I 11.42 +0.069 0.1115* +0.0073
1l 12.13 +0.68 0.1482* +0.0031

Se incorpora la liofilizacion de muestras vegetales por ser un método de secado
usado a menudo en investigacion, dando por hecho que es el més adecuado para la
conservacion. Los resultados obtenidos en la valoracion de FT no muestran diferencias
estadisticamente significativas, indicando que la liofilizacion y reduccién de las
cantidades de material vegetal y solventes utilizados en la extraccion fueron igual de
efectivos para estos compuestos en los protocolos | y Il (Tabla 2.4.) Algunos autores
(Abascal et al., 2005) sugieren que la liofilizacion conlleva la alteracion de algunas
sustancias, como volatiles, fenoles o carotenoides y, sin embargo, que este proceso es
adecuado para preservar los TC de gran peso molecular. EI menor contenido en TC
obtenido para las muestras liofilizadas en este trabajo (Tabla 2.4) podria hacer dudar de
la conveniencia de utilizar la liofilizacion, ya que, en principio, parece implicar una
mayor degradacion de estos compuestos; no obstante, aunque el procedimiento de
extraccion que se empled con estos protocolos, como hemos comentado, conllevaba una
menor cantidad de muestra inicial y un mayor nimero de pasos intermedios, quizas es
maés probable que esta disminucion en la cantidad de TC se deba a una menor eficiencia
de los fraccionamientos posteriores al analisis de los FT, al no encontrar diferencias en
estos compuestos. En cuanto a los TH, Salminen (2003) obtuvo los mejores resultados
con el secado mediante liofilizacién en hojas de abedul frente al secado al aire o en
horno. Puesto que en nuestro trabajo solo se llevo a cabo una valoracion cualitativa de
este tipo de sustancias, no podemos comparar ambos procedimientos para este tipo de
taninos.

En base a estos resultados, se decide mantener el protocolo Il como el mejor,
incorporando la liofilizacion de la muestra para su conservacion a -80 °C y la molienda
en N2 liquido, ya que mostro ser méas idonea (Figura 2.1).
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2.3.1.5 Comparaciéon del protocolo de referencia frente a otro de caracter
exclusivamente enolégico para muestras de duramen

La finalidad o destino de las muestras a analizar es también un aspecto a tener en
cuenta, ya que en funcién de la aplicacion que se les dé, la metodologia extractiva a
llevar a cabo puede ofrecer unos resultados méas acordes a la realidad del futuro de las
muestras en cuestion. No sélo hay que considerar el procedimiento por el cual méas
compuestos de interés son extraidos, como tampoco hay que olvidar lo necesario que
puede llegar a ser el tener disponibles los resultados en un periodo de tiempo mas o
menos largo, sobre todo en procesos productivos que requieren pequefios tiempos de
analisis, como pueden ser los controles de calidad realizados en distintos puntos de una
cadena de produccion. Un claro ejemplo de esto es la comparativa realizada en este
trabajo para muestras de duramen. Por un lado, se planteé una metodologia més general
y répida, como es la considerada referencia (Sanz et al., 2010b) (protocolo V1), frente a
una mas adaptada a muestras cuyo destino es el sector enoldgico (Madrera et al., 2010)
(protocolo VII), siendo ambas metodologias protocolos de extraccion fendlica para
muestras de duramen con orientacion enologica. La principal diferencia entre ambas es
que los primeros autores proponen un protocolo mas general y abierto a otro tipo de
materiales vegetales, mientras que la descrita por Madrera et al. (2010) tiene una
orientacion puramente enoldgica, que busca la mayor aproximacion posible a la
extraccion fendlica que realmente se da en el almacenamiento y envejecimiento de los
distintos tipos de bebidas alcohdlicas que usan recipientes de madera en sus procesos de
elaboracion. Los resultados que hemos obtenido muestran un contenido més elevado de
FT (Tabla 2.5) y areas mayores en los cromatogramas de los TH (Figura 2.7) para las
muestra procesadas segun el protocolo VII, debido al uso del doble de volumen de
solvente de extraccion inicial, a la diferente mezcla hidroalcohdlica, etanol en vez de
metanol, que a priori parece ser menos efectivo que el metanol (Bedgood et al., 2005;
Padda & Picha, 2007) y al elevado tiempo de extraccion empleado, a pesar del mayor
fraccionamiento de la muestra y la continua agitacién en el protocolo de referencia. Sin
embargo, sorprendentemente, el contenido en TC fue mayor en las muestras extraidas
segun el protocolo VI, resultado que puede ser debido a que durante periodos largos de
extraccion etandlica este tipo de compuestos pueden degradarse o transformase en otros
compuestos, al igual que ocurre con algunos elagitaninos (Puech et al., 1999).
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Tabla 2.5. Contenido de Fenoles Totales (mg equivalentes de &cido galico/g de
peso fresco) y Taninos Condensados (mg equivalentes de (+)-catequina/g de peso
fresco) de las muestras de duramen de Castanea sativa procesadas segun los
protocolos VI y VII (media +EE). * Diferencia significativa entre protocolos
(ANOVA, comparacion de medias, p<0.05, n=16).

Fenoles Totales Taninos Condensados

Protocolo (mg EAG gyr?) (mg EC gprh)

VI (referencia) 61.92* +0.41 0.2632* +0.0092

VII (enoldgico) 80.76* £0.45 0.1532* +0.0033
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Figura 2.7. Cromatogramas monitorizados a las longitudes de onda de 271 (negro) y 252 (rojo) nm de la
degradacion de los taninos hidrolizables, tras la metandlisis segiin Sanz et al. (2010b) y las condiciones
cromatograficas descritas por Lei et al. (2001), en las muestras de duramen de Castanea sativa. A:
Protocolo VI (referencia). B: Protocolo VII (enolégico). 1: galato de metilo. 2: acido elagico.

2.3.2 Validacion del método

Una vez optimizada la metodologia de extraccion y cuantificacion de
compuestos fenolicos (Figura 2.1), se procedié a aplicarla con éxito en los distintos
organos y/o tejidos de C. sativa descritos en Material y Métodos (apartado 2.2.2). En
esta validacion metodoldgica se realizd, ademas, la cuantificacion de TH (Gts y Ets), ya
que soblo se habia llevado a cabo un analisis cualitativo en la optimizacion metodolégica
con hojas y duramen. Una vez establecido el rango de trabajo de las concentraciones de
las muestras y estandares (GM, para la cuantificacion de los Gts, y AE, para la de los
Ets) usados para las rectas de calibracion, se obtuvo una buena linealidad, en base a los
correspondientes coeficientes de determinacion (R?). En el rango de concentracion de
GM, de 0.2 a 50 pg GM mL™?, R? varié entre 0.9998 y 0.99990, y para el AE, de 0.2 a
100 pg AE mL1, R? vari6 entre 0.91 y 0.9991.
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La caracterizacién fenolica del castafio, en base a los FT, TCy TH (Gts y Ets) se
muestra en la Tabla 2.6.

Tabla 2.6. Fenoles Totales (mg equivalentes de acido galico/g de peso seco), Taninos Condensados (mg
equivalentes de (+)-catequina/g de peso seco) y Taninos Hidrolizables: Galotaninos (mg de galato de
metilo/g de peso seco) y Elagitaninos (mg de acido elagico/g de peso seco) en distintos 6rganos/tejidos
de Castanea sativa. Los valores mostrados representan la media +EE (n). nd: no detectados.

Taninos Hidrolizables

Taninos

Organo/Tejido Fenoles Total_?s Condensados Galotanino_s1 Elagitaningls
(mg EAG ps™) (Mg EC gps™) (mg GM gys™) (mg AE gps™)
Tronco
Corteza exterior ~ 101.2 £3.6 (54) 0.59 £0.036 (54) 9.0 £0.66 (18) 6.0 £0.38 (18)
Corteza interior 73.8+2.7 (54) 1.23 £0.20 (54) 8.1 +0.73 (18) 5.2 +0.51 (18)
Albura 25.0+1.9 (54) 0.40 +£0.032 (54) 2.6 +0.46 (18) 2.5 +0.50 (18)
Duramen 76.4 £3.0 (54) 0.40 +0.032 (54) 10.4 £1.2 (18) 9.1+1.1(18)
Ramas
Corteza 98.0 £2.1 (36) 1.27 +0.18 (36) 7.2+0.38 (12) 13.1 £0.60 (12)
Madera 6.7 £0.62 (36) 0.02 +£0.0030 (36) 0.2 £0.056 (12) 1.3£0.28 (12)
Hojas 115.4 +1.8 (36) 0.33 £0.050 (36) 3.8 +0.26 (12) 26.1+2.2(12)
Amentos 126.5 +3.8 (36) 0.51 +0.073 (36) 5.5 +0.45 (12) 15.0£1.7 (12)
Fruto
Erizo 93.3+2.4(18) 0.10 +0.0046 (18) 3.3+0.25(12) 11.9+1.2 (12)
Céscara  56.0 £0.94 (18) 2.54 £0.22 (18) 3.0+0.14 (12) 3.1+0.26 (12)
Tegumento 63.6 £8.7 (18) 0.16 £0.025 (18) 1.8 +0.25 (12) nd (12)
Grano 1.8 +0.046 (18) 0.13 £0.0054 (18) 0.02 £0.0049 (12) nd (12)

El contenido en FT es el parametro mas estudiado, bien por representar el
contenido total de este tipo de compuestos o por la simplicidad del ensayo para su
cuantificacion (Folin-Ciocalteu). Por esto, es el mejor parametro a tomar como
referencia en la comparacion de los resultados obtenidos con distintas metodologias
extractivas. Los valores obtenidos para el contenido de FT en los distintos
organos/tejidos de C. sativa analizados segun la metodologia optimizada en este
capitulo (Tabla 2.6) son, en general, superiores a los resultados mostrados por otros
autores (Muji¢ et al., 2009; Sanz et al., 2010b; Vazquez et al., 2010; Zivkovi¢ et al.,
2010; Nazzaro et al., 2012; Eichhorn et al., 2017) lo que llevaria a pensar en una mayor
eficiencia extractiva. No obstante, esta comparacion solo puede plantearse en términos
muy generales ya que no se parte de los mismos materiales exactamente y la
variabilidad de la composicion de los metabolitos secundarios suele ser muy amplia. En
este sentido, en amentos, cascara, tegumento y grano detectamos menores cantidades de
FT en comparacion con los obtenidos por Barreira et al. (2008), que adicionaron 50 mL
de agua a 5 g de muestra manteniendo temperatura de ebullicién durante 30 min. Estas
diferencias podrian deberse a la diferente metodologia extractiva empleada,
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aparentemente mas eficiente con aplicacion de calor, pero también es posible que estos
valores de FT sean sobreestimados, ya que a esa temperatura es posible que fenoles de
gran peso molecular se degraden en unidades inferiores dando lugar a la
sobrevaloracion de esta caracterizacion. Ademas, otro aspecto a tener en cuenta, a la
hora de comparar resultados, es el tipo de muestras. Las muestras analizadas por
Barreira et al. (2008) son de cultivar, variedad Longal, y los resultados mostrados en
este capitulo corresponden a castafias de monte bajo. En un trabajo paralelo que hemos
realizado para castafias de los cultivares Chamberga y Parede, empleando la
metodologia aqui descrita, los resultados obtenidos para la céscara y el tegumento del
fruto fueron muy superiores, entorno a los 70 y 200 mg EAG gps 2, respectivamente, 1o
que destaca la importancia y variabilidad del tejido de partida.

Los TC y TH son compuestos estructuralmente complejos, lo que dificulta tanto
su analisis como la comparacion de resultados obtenidos. Si ademas de esto, acotamos
los andlisis a una especie en concreto, C. sativa a efectos de que sean comparables las
muestras de partida, las posibilidades de encontrar trabajos comparables se reducen
considerablemente. Los valores obtenidos para los TC y Ets en las muestras de duramen
analizadas segun la metodologia optimizada en este capitulo (Tabla 2.6) son inferiores,
al contrario que para los Gts, a los obtenidos por Sanz et al. (2010b) para muestras de
duramen de C. sativa secadas de forma natural durante 2 afios. Zivkovié et al. (2009)
analizaron TC en hojas, amentos, fruto (cascara, tegumento y grano), corteza y erizos,
usando etanol/agua (1:1, v/v) como solvente de extraccién, en proporcion con la
muestra 1:5 (m/v), y aplicando ultrasonidos (30 min a 50 Hz y 125 W), obteniendo, en
general, valores inferiores a los mostrados en este capitulo, con la excepcion de la
corteza interior (3.1 frente a 1.23 mg EC gps?) y el tegumento (10.38 frente a 0.16 mg
EC gps?). Esta considerable diferencia en TC del tegumento se reduce notablemente si
consideramos los 5.25 mg EC gps* que hemos obtenido para castafias de cultivar Parede
en otro trabajo realizado paralelamente.

Los resultados obtenidos, con la optimizacion metodoldgica de la extraccion y
cuantificacion de los compuestos fendlicos realizada, permiten considerar alcanzado el
objetivo principal planteado para este capitulo, desarrollar una metodologia apropiada
para la valoracion fendlica en diferentes 6rganos/tejidos de C. sativa, siendo susceptible
de aplicar con otras especies vegetales. La metodologia desarrollada posibilitd la
caracterizacion fenolica del castafio, obteniendo un perfil general, en base a los FT, TC
y TH (Gts y Ets), y relacionarlo con las respuestas fisiologicas de la planta frente a
determinadas situaciones bidticas o abidticas, ademas de obtener una importante
informacidn de cara a la posible extraccion de compuestos fenolicos de esta especie y su
aplicacion en multitud de sectores. Una primera valoracion sobre los resultados
obtenidos pone de manifiesto la gran variacién en el contenido de las distintas familias
de los compuestos fendlicos analizados, asi como, en general, la mayor presencia de
éstos en los drganos/tejidos de C. sativa mas expuestos al entorno, al contrario que en
aquellos mas especializados, como los estructurales o de reserva.
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Actuales y futuros trabajos de nuestro grupo se centran en afinar mas la
caracterizacion fendlica de diferentes muestras vegetales, poniendo a punto
metodologias analiticas que permitan la identificacion y cuantificacion de compuestos
fenolicos especificos de interés, en funcién de diferentes finalidades (fisiologicas,
revalorizacion de productos de desecho o aplicaciones industriales). Por esto, nuestras
lineas de trabajo se centran en la cromatografia liquida y la espectrometria de masas
(LC/MS), asociacion imprescindible para este fin (Cavaliere et al. 2010; Sandhu & Gu,
2010; Fischer et al. 2011; Santos et al. 2011; Garcia-Estévez et al. 2012; Romani et al.
2012; Santos et al. 2013; Wu et al., 2013; Brito et al. 2014; Linga & Savithramma,
2014; Lin et al., 2015; Zunjar et al., 2015; Podolak et al., 2016; Sobeh et al., 2016;
Allai et al., 2017; Ben et al., 2017).
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CAPITULO 3

Influencia del ecosistema en el desarrollo de Castanea sativa Miller

3.1 INTRODUCCION

Uno de los factores que determina la produccion vegetal es el entorno en que se
desarrolla la especie o especies. El crecimiento y desarrollo de una planta depende,
entre otras caracteristicas, de las orograficas del lugar (ubicacion espacial,
principalmente latitud y altitud, orientacion y pendiente del terreno), las cuales
conllevan ciertas modificaciones climaticas, que a su vez influyen en algunas
propiedades edéficas.

Para poder discernir qué condiciones edafocliméaticas son las mas apropiadas
para el desarrollo vegetal, lo primero a tener en cuenta es establecer algun tipo de
parametro que cuantifique y clasifique la productividad vegetal. “La calidad de estacion
(CE) se refiere a la capacidad de un lugar determinado para el crecimiento de los
arboles y/o cualquier otra vegetacion, denominandose también productividad forestal”
(Alvarez et al., 2004). Segln estos autores, para evitar tener que llegar al final del ciclo
productivo para cuantificar directamente esta productividad, en cuanto a volumen de
madera se refiere, se utilizan indicadores de productividad potencial, considerando tanto
factores intrinsecos (evolucién con la edad de alguna variable de masa) como factores
extrinsecos a la masa (clima, suelo, vegetacion, etc.). Alvarez et al. (2004) consideran
que los primeros factores proporcionan, generalmente, mejores resultados y, dentro de
ellos, la altura dominante se ha mostrado como el mas adecuado por su baja
dependencia de la densidad de la masa y de los tratamientos silvicolas habituales. Asi,
la CE se suele expresar mediante el indice de sitio (IS), que es el valor de la altura
dominante de la masa forestal a una determinada edad de referencia. En especies
forestales, este parametro, el 1S, es uno de los mas usados para cuantificar la calidad de
una masa forestal, para una especie en concreto y en una determinada zona y, a pesar de
no estar estandarizado, ya que existen diferentes formas de calcularlo, es muy util para
poder tomar decisiones de gestion silvicola (Curt et al., 2001; Packalén et al., 2011;
Bosela et al., 2013; Codilan et al., 2015) y ha sido ampliamente utilizado en la
caracterizacion de masas forestales de castafio (Cabrera & Ochoa, 1997; Manetti et al.,
2001; Zlatanov et al., 2012; Menéndez-Miguélez et al., 2016). También resulta
interesante para adscribir un valor global que caracterice a una ubicacion concreta en
cuanto a idoneidad para desarrollarse una especie y en ese sentido fue utilizado para este
trabajo.

En los proyectos entorno al castafio desarrollados en el Programa de
Investigacion Forestal (PIF) SERIDA-CETEMAS del Principado de Asturias (noroeste
de Espafia) se realizd una seleccion de masas de monte bajo de C. sativa para la
instalacion de parcelas permanentes representativas de esta especie en las masas
forestales en esta region. Son parcelas circulares de 15 m de radio, que se seleccionaron
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teniendo en cuenta la edad de los castafios, la altura dominante y la densidad de la masa
forestal, con la finalidad de obtener tablas de produccién de densidad variable
(Menéndez-Miguélez et al., 2016).

Pero ademas de la produccion, en la actual situacion global de cambio climatico,
se hace necesario el estudio y valoracion del efecto que tendrd sobre las especies
vegetales estas alteraciones ambientales que se estdn produciendo. Gomes-Laranjo et al.
(2012) recogen el hecho de que el impacto del cambio climatico puede ser mas
significativo en los paises mediterraneos, debido a que las principales consecuencias
seran un aumento en la temperatura y una disminucion en la disponibilidad de agua. A
pesar de esto, C. sativa parece tener potencial para adaptarse a estas diferentes
condiciones climaticas y eventualmente al futuro contexto climatico (Pereira-Lorenzo et
al., 2010). Gallardo-Lancho (2001) sugiere aumentar la superficie de los bosques de
castafios en el oeste de Espafia, pero destaca que, en el norte, la temperatura media anual
y la permeabilidad del suelo seran los factores limitantes mas importantes, mientras que
en el sur serén la evapotranspiracion en verano y el almacenamiento de humedad del
suelo. Los andlisis de los datos climéticos registrados para el Principado de Asturias
(Anadén & Roquefii, 2009; Gonzalez & Anadon, 2011) muestran una ligera
disminucion de la precipitacion anual, siendo esta minima en invierno y primavera, y
aumentando en otofio, y un claro proceso de calentamiento, con un mayor aumento de la
temperatura durante primavera y verano y una ligera disminuciéon en otofio. Estos
andlisis también muestran la continuidad de estas tendencias para el periodo 2010—
2100, previendo una reduccion en las precipitaciones y un aumento en la temperatura
media, con cambios mas importantes en verano, de mayor intensidad en los extremos
occidental y oriental del Principado de Asturias.

La flora de un entorno, ademas de la imagen estatica que resulta de caracterizar
floristicamente la zona, puede aportar un historico de informacion medioambiental
relacionada directamente con las especies presentes, en especial con aquellas con largos
periodos de vida, como son los arboles. El que ciertas especies vegetales estén presentes
en unas zonas u otras depende en gran medida de sus requerimientos climaticos y
edéaficos. El caracter bioindicador de estas especies complementa de una forma temporal
méas amplia la informacion climatica registrada en cortos periodos de tiempo, o la
edafica obtenida puntualmente. El andlisis e interpretacion de un inventario floristico
permite clasificar las comunidades vegetales presentes en las masas objeto de estudio y
determinar, en base a estas, con qué tipo de bosques se corresponden segun los habitats
forestales de interés comunitario existentes. En el Principado de Asturias, estos habitats
fueron caracterizados por Diaz (2010), segun el “Manual de interpretacion de los
habitats de la Union Europea” (SEN, 2006) y el orden establecido por el codigo Natura
2000 (Directiva 92/43/CEE), teniendo en cuenta aspectos ecoldgicos, fitosocioldgicos,
biogeogréaficos y bioclimaticos. Las masas de castafio repartidas por toda Asturias se
podrian incluir en la clasificacién de Bosques de Castanea sativa (Codigo Natura 2000:
9260), que, si bien no cumplen totalmente la definicion establecida en la Directiva
92/43/CEE, si se pueden considerar como el desarrollo de antiguas plantaciones que

68



Capitulo 3

tienden a un estado natural si se tiene en cuenta el sotobosque, siendo bosques
dominados por castafios Castanea sativa, supra-mediterraneos y submediterraneos.
Estos castafios también se encuentran dominando carbayedas con abedules, arces y
fresnos, y frecuentemente son implantados y favorecidos en Robledales galaico-
portugueses con Quercus robur y Quercus pyrenaica (Cod. Nat. 2000: 9260). Aunque
lo habitual de los castafios asturianos es incluirlos dentro del habitat Bosques
mediterraneos caducifolios (Cod. Nat. 2000: 92), también se pueden encontrar en
Bosques de la Europa templada (Cdéd. Nat. 2000: 91), formando parte de Hayedos
aciddfilos atlanticos con sotobosque de llex y a veces de Taxus (Quercinion robori-
petraeae o llici-Fagenion) (Co6d. Nat. 2000: 9120), y también en Bosques de laderas,
desprendimientos o barrancos del Tilio-Acerion (Cdd. Nat. 2000: 9180).

Uno de los aspectos importantes que condicionan el habitat son las propiedades
fisicoquimicas de los suelos, ya que influyen en aspectos tan fundamentales como la
nutricion de las plantas. Asi, los cambios producidos a nivel edéfico influirdn en el
crecimiento y desarrollo vegetal. Cualquier variacion que se produzca en el suelo
implicard una adaptacion de la planta a estas nuevas condiciones. Las condiciones
climaticas, fundamentalmente precipitaciones y temperaturas, son unas de las
principales causantes de los cambios edaficos. De forma mas o menos directa, el
evidente cambio climético global que estamos teniendo, con largos periodos de sequia o
lluvias torrenciales, afecta a los suelos erosionandolos y empobreciéndolos. Otros
cambios de menor intensidad también causan alteraciones notorias a nivel edafico. A
este nivel, los microorganismos son una de las comunidades mas afectadas por las
variaciones climéticas producidas (Castro et al., 2010; Evans & Wallenstein, 2014;
Docherty et al., 2015), con la repercusién correspondiente dada su actividad en la
degradacion y transformacion de la materia orgénica que enriquece los suelos. El
crecimiento y desarrollo de las plantas depende de que sus necesidades sean cubiertas
por los nutrientes presentes en el suelo, ya que no tienen capacidad de desplazamiento.
Estos nutrientes, en las condiciones adecuadas de asimilacion, pasan a formar parte de
la planta distribuyéndose y acumulédndose en aquellos 6rganos o tejidos que los
requieran. Por ser de los 6rganos mas activos, las hojas son un buen indicador del estado
nutricional (Portela & Louzada, 2005). Un analisis elemental foliar da idea de las
deficiencias o excesos respecto a la nutricién mineral. No obstante, algin 6rgano, como
el tronco, puede actuar como reservorio, por lo que también tiene un papel importante
en su gestion (DeWalle et al., 1991; Hietz et al., 2015), siendo la translocacion de estos
elementos un aspecto complejo dificil de determinar y explicar. De entre estos procesos,
el mas conocido es la migracion de ciertos elementos de los érganos o tejidos caducos,
como pueden ser las hojas de las especies caducifolias, a los permanentes y activos,
como puede ser el cambium (Andrews et al., 1999), pero también esta bastante
estudiado el movimiento elemental que se produce en los troncos de los arboles, y en el
que destaca la gran movilidad de ciertos elementos hacia la albura, tejido mas activo
donde se observa una diferente acumulacion de estos con respecto al duramen (Meerts,
2002; Hevia et al., 2018).

69



Influencia del ecosistema en el desarrollo de Castanea sativa Miller

El entorno del arbol modifica el estatus nutricional, por condicionar la
disponibilidad de los nutrientes minerales y por la gran influencia que tiene sobre la
actividad fotosintética, y por tanto el potencial de crecimiento, directamente relacionado
con estos factores, pero, ademads, juega un papel importante sobre el metabolismo
secundario. Relacionar directamente pardmetros edafoclimaticos con el contenido
fenolico no es sencillo, a pesar de que en algunos trabajos se mencione (Bezerra et al.,
2013), dada la gran complejidad de su metabolismo, y por estar influenciado por
multitud de factores externos. Sin embargo, indirectamente si se encuentra relacion
entre el contenido fenodlico en los tejidos y factores tales como el clima o la
composicion edéfica, que influyen directamente en el desarrollo vegetal,
desencadenando complejos procesos bioquimicos en la planta capaces de generar
compuestos en respuesta a estas alteraciones externas. EI perfil fendlico varia
dependiendo de la capacidad y necesidad de cada planta para responder a los factores
ambientales, tanto abidticos como bidticos (Samanta et al., 2011). Estas variaciones son
mas en cantidad dentro de un mismo tejido y en tipo de compuestos entre tejidos y
especies (Kraus et al., 2003). Estos compuestos deben su importancia a que pueden
actuar como sustancias alelopaticas (Li et al., 2010; He et al., 2012; Al Harun et al.,
2015; Cheng & Cheng, 2015; Gelsomino et al., 2015), fitoalexinas (Garcia-Mateos &
Pérez-Leal, 2003; Arruda et al., 2016), filtros de radiacion ultravioleta (Mahdavian et
al., 2008; Ramya & Balakrishnan, 2013; Inostroza-Blancheteau et al., 2014), repelentes,
disuasorios o toxicos para herbivoros (Rehman et al., 2012; Furstenberg-Hégg et al.,
2013; Kumar et al., 2014; Kula & Lazorik, 2015; Sanchez-Sanchez & Morquecho-
Contreras, 2017) o contribuir a la pigmentacion de ciertas partes de la planta (lwashina,
2003; Tanaka et al., 2008), haciéndola mas atractiva para los insectos, favoreciendo de
esta forma la polinizacion y la distribucion de sus semillas. Dada la versatilidad
funcional de estos compuestos, no es posible asignar un mayor o menor contenido total
a una situacion determinada por lo que se hace necesario entender qué factores externos
pueden influir en su equilibrio. Aspectos a tener en cuenta a la hora de comparar
distintos trabajos, ya que debido a estas influencias los resultados que se obtienen
pueden ser, no solo distintos, sino parecer incluso contradictorios. En general, las
modificaciones producidas en el entorno de la planta la pueden llevar a diferentes
situaciones de estrés, afectando a su desarrollo o produccidn, y, ante estas situaciones,
responden activando el metabolismo fendlico, sintetizando estos compuestos para
intentar reducir los efectos negativos de las nuevas condiciones (Dixon & Paiva, 1995;
Abreu & Mazzafera, 2005; Selmar, 2008; Akula & Ravishankar, 2011; Selmar, 2013).
Pero, sin embargo, en otros casos las plantas muestran menores contenidos fenolicos
bajo condiciones de estrés (Larsson et al., 1986; Amarowicz et al., 2010; Krdl et al.,
2014; Moharramnejad et al., 2015).

La importancia de estos compuestos en relacion a la resistencia a ciertos
organismos patdgenos se recoge en varios trabajos (Beckman, 2000; Panjehkeh et al.,
2010; Dinis et al., 2011; ORwald et al., 2014) y en concreto formarian parte de la
defensa frente a uno de los patdgenos mas importantes del castafio en nuestra region, el
hongo Cryphonectria parasitica, causante de la enfermedad conocida como chancro,

70



Capitulo 3

ante el que el arbol reacciona con la formacion de una barrera en la peridermis de la que
forman parte células acumuladoras de fenoles, como ocurre en la respuesta a muchos
patdgenos ante los que la planta forma una barrera de defensa (Beckman, 2000). Pero
los fenoles no s6lo acttan frente este tipo de organismos huéspedes de la planta in vivo,
sino que también tienen un papel importante frente a organismos degradadores de la
madera (Peraza, 2001; Capuz, 2005). La durabilidad natural de la madera se define
como la resistencia intrinseca de esta frente a las degradaciones producidas por agentes
destructores de la misma (hongos cromdgenos y de pudricién o insectos xil6fagos de
ciclo larvario) (Peraza, 2001), por lo que la mayor durabilidad que los fenoles confieren
a la madera es de especial interés para la industria trasformadora, siendo uno de los
aspectos fundamentales y que le confiere valor afadido para diferentes usos. La
durabilidad de la madera es debida a la presencia de compuestos quimicos que
dificultan la accion de los agentes degradadores (Peraza, 2001; Capuz, 2005). Asi, por
ejemplo, ciertos fenoles determinan la resistencia a determinados patégenos (Luck et
al., 1994; Mila et al., 1996) y, por tanto, una concentracion alta de estos compuestos en
la materia prima resulta favorable. No obstante, estos compuestos son los que se
eliminan en mayor proporcion durante el proceso de secado de la madera (Fernandez de
Simén & Cadahia, 2007) vy, por ello, se hace necesario evaluar en los diferentes
tratamientos que esta pueda recibir el grado de mantenimiento de la durabilidad y
determinar su relacion con la concentracién de estos compuestos en el producto
procesado.

Por tanto, tanto in vivo, para una mejor calidad de desarrollo, como a nivel
industrial, obteniendo productos madereros mas durables, el contenido fendlico es de
suma importancia en la productividad vegetal, en base a lo cual el objetivo planteado en
este capitulo es valorar el efecto de las condiciones edafoclimaticas en la composicion
fenolica de los tejidos de interés y, por ende, en la calidad de los productos maderables
y no maderables obtenidos del castafar. Para ello se seleccionaron, dentro de la red de
parcelas permanentes de monte bajo de C. sativa del Principado de Asturias ya
mencionadas, dos zonas contrastantes en cuanto a la calidad de sus castafares y
separadas geograficamente.

32 MATERIAL Y METODOS

3.2.1 Zonas de estudio: caracteristicas y productividad

Las dos zonas seleccionadas para estos estudios fueron los montes de El
Engertal, en el municipio de Allande (occidente asturiano), y Allende, en el municipio
de Caso (oriente asturiano). Estas dos ubicaciones se seleccionaron por su separacion
geografica, occidente (Allande) y oriente (Caso) asturiano (Figura 3.1), y diferente CE
en base a Cabrera & Ochoa (1997), que establecieron cinco clases de calidad en funcion
de la altura dominante (I: <16 m; I1: 16 m; 111: 19 m; 1V: 22 m; V: > 22 m) a la edad de
referencia de 30 afios, asignando una CE para las parcelas seleccionadas

71



Influencia del ecosistema en el desarrollo de Castanea sativa Miller

suficientemente diferentes como para considerar la productividad de sus castafares
también distinta, CE 1l para Allande y CE IV para Caso. En cada monte se
seleccionaron 3 parcelas con las caracteristicas mencionadas en la Introduccion,
tratando de representar la maxima variabilidad de cada zona de estudio.

10 20 30 km

Figura 3.1. Distribucién de masas puras de castafio (en verde) en el Principado de Asturias, destacando
las 2 zonas objeto de estudio seleccionadas, Allande (rojo) y Caso (azul), y las 3 parcelas de cada zona
(B1, B2 y B3 en Allande, y C1, C2 y C3 en Caso). Figura realizada con la colaboracién del tecnélogo
Manuel Alonso-Grafia (CETEMAS) a partir de los datos del 4° Inventario Forestal Nacional del
Principado de Asturias (AIEF, 2012).

La caracterizacion de los castafiares fue realizada por el personal técnico de
campo del PIF SERIDA-CETEMAS, bajo la direccion de la Dra. Canga y la
investigadora Menéndez-Miguélez. Las parcelas objeto de estudio se geolocalizaron
mediante un sistema de posicionamiento global (GPS) de precision submeétrica
(Explorer XH, Trimble, California, EUA), mediante el cual se obtuvieron las
coordenadas UTM (Universal Transverse Mercator) y la altitud (m sobre el nivel del
mar). La orientacion se tomo6 con una brijula. La medicion de la pendiente (% de
desnivel), asi como la altura de los arboles, se llevé a cabo con un hipsémetro digital
(Vertex 1V, Haglof Sweden AB, Suecia). Los diametros de los troncos de los castafios
se midieron a la altura del pecho (a 1.3 m por encima de la parte superior de la cepa) en
dos direcciones perpendiculares con forcipula. También se calcularon el didmetro y la
altura dominante como el diametro y la altura media de los 100 pies mas gruesos por

72



Capitulo 3

hectarea (Assmann, 1970) (7 por parcela), y la densidad del castafiar. Se seleccionaron
dos arboles dominantes proximos a cada parcela, dentro de la misma masa forestal, que
se apearon para contar los anillos de crecimiento y realizar estudios de biomasa de las
distintas partes del arbol.

Para las parcelas de estudio se calculé el IS (altura dominante a una edad
determinada) a partir de la ecuacién [3.1] desarrollada por Menéndez-Miguélez et al.
(2016) para los castafares del noroeste de Espafia.

17.344+Xq

802.6 -1.077
145 tret

IS =

[3.1]

con Xy = 0.5 [Hy — 17.34 + /(Hy — 17.34)% 4+ 3210.4H, - t~1.077]

donde Ho es la altura dominante (m) a la edad t (afios) de la masa forestal con
una edad de referencia, trr, de 20 afios.

A partir de la ecuacion [3.1], Menéndez-Miguélez et al., (2016) establecio cuatro
clases de CE a una edad de referencia de 20 afios: CE=1, Muy buena (IS > 18 m);
CE=2, Buena (IS < 18-14 m); CE=3, Mala (IS < 14-10 m); CE=4, Muy mala (IS < 10
m).

3.2.2 Clima

Los datos climatoldgicos se tomaron de los registros llevados a cabo por la
Agencia Estatal de Meteorologia (AEMET) de Espafia. Para las zonas objeto de estudio,
Allande y Caso, se realizaron tres tratamientos de datos climaticos. En primer lugar, se
estimaron parametros temperatura y precipitacién obtenidos de los modelos climaticos
creados por Sanchez et al. (1999), calculados en funcion de la altitud, posicién
geografica (coordenadas UTM) y la cuenca hidrogréafica o subcuenca a la que pertenece
cada zona. En segundo lugar, en base a las temperaturas y precipitaciones obtenidas, se
calcularon los pardmetros de evapotranspiracion y balances hidricos segun
Thornthwaite et al., (1957). Asi, los parametros considerados fueron: temperatura media
anual, temperaturas media y minima en el mes mas frio y media y maxima en el mes
mas céalido, temperatura media invernal y estival, precipitacion total anual y estacional,
evapotranspiracion, superavit y déficit de humedad anual, indice hidrico anual e indice
de Vernet (Torre, 2014). Posteriormente, se trataron los resimenes climatoldgicos
mensuales publicados por la AEMET para el Principado de Asturias desde septiembre
de 2012 hasta enero de 2018, tomando los valores de las estaciones meteoroldgicas mas
cercanas a las zonas de estudio, San Antolin de Ibias (X: 672316, Y: 4766039, Huso:
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29, Altitud: 780 m) para Allande, y Aller (X: 298416, Y: 4774373, Huso: 30, Altitud:
750 m) para Caso. Los valores climaticos anuales y estacionales obtenidos para cada
zona fueron: temperaturas media, normal, minima y méxima; termometria (caracter
térmico en funcion de la diferencia de temperaturas medias registradas para cada
periodo con respecto a la temperatura normal, N: normal, F: frio y C: célido);
precipitaciones media y normal y pluviometria (caracter pluviométrico en funcion de la
diferencia de precipitaciones medias registradas para cada periodo con respecto a la
precipitacion normal, MH: muy himedo, N: normal y S: seco). Debido a un cambio en
el periodo de referencia considerado por la AEMET, la temperatura y precipitacion
normal estan referidas a las medias de los periodos de referencia desde 1971 hasta 2000,
para los valores hasta diciembre de 2014, y desde 1981 hasta 2010, para los valores a
partir de enero de 2015. Y, por ultimo, en tercer lugar, se trataron los datos
climatologicos diarios publicados por la AEMET para el Principado de Asturias desde
el 20 de noviembre de 2015 hasta el 31 enero de 2018, tomando los valores de las
estaciones meteoroldgicas mas cercanas a las zonas de estudio. Los valores climaticos
anuales y estacionales obtenidos para cada zona fueron: temperaturas media, minima y
maxima; precipitacion y velocidad y racha de viento.

3.2.3 Inventario floristico

Los datos floristicos para las dos zonas de estudio son parte de un trabajo
desarrollado por el PIF SERIDA-CETEMAS, coordinado por la Dra. Ciordia, para la
identificacion de la flora vascular presente en masas de monte bajo de castafio en el
Principado de Asturias (Garcia et al., 2014). La toma de datos y muestreo de las 3
parcelas de cada una de las 2 zonas de estudio se realizé en marzo (2 parcelas de Caso)
y junio (parcela restante de Caso y las 3 parcelas de Allande) de 2011. Para la
confirmacion de los taxones identificados in situ en las parcelas y la identificacion de
los no identificados se utilizaron guias y claves de determinacion boténica (Castroviejo
et al., 1990; Fernandez, 2004; Aizpuru et al., 2007, Castafio et al., 2007) y en algunos
casos se recurrio al Area de Botéanica del Departamento de Biologia de Organismos y
Sistemas de la Universidad de Oviedo. Para cada taxon se anotd el estrato al que
pertenece: herbaceo (plantas no lefiosas), diferenciando dentro de este estrato a los
helechos, arbustivo (plantas lefiosas desde 0.3 hasta 3 m de altura), distinguiendo entre
subarbustivo (desde 0.3 hasta 1 m) y propiamente arbustivo (desde 1 hasta 3 m), y
arboreo (plantas lefiosas de mas de 3 m de altura). En base al porcentaje de
recubrimiento observado para cada taxon, se asigné un namero del 0 al 6 como indice
de Abundancia-Dominancia (I A-D), tal y como se detalla en la Tabla 3.1.
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Tabla 3.1. indices de Abundancia-Dominancia (I A-D) de los taxones identificados en
funcién de su porcentaje de recubrimiento de la superficie.

| A-D Presencia de individuos / Cobertura % de recubrimiento (valor medio)
0 Ausencia / Nula 0 (0)
1 Rara o aislada / Muy escasa 0<%<1(0.5)
2 Poco abundante / Escasa 1<%<10(5)
3 Notable / Considerable 10 <% < 25(17.5)
4 Abundante / Importante 25 <% < 50 (37.5)
5 Muy abundante / Destacada 50 <% < 75 (62.5)
6 Dominante / Grande 75 <% <100 (87.5)

Las guias y claves botanicas empleadas para la identificacion y clasificacion de
los taxones inventariados permitieron también establecer el caracter bioindicador
(nitrofilo, acidofilo y forestal) de aquellos taxones identificados que poseen algin
caracter de este tipo.

3.2.4 Suelo

Inicialmente se recogid la informacion agroecologica de las dos localidades en
estudio, Allande y Caso, en los Mapas de Clases Agroldgicas y Usos Agrarios
Generales (escala 1:50000) del Principado de Asturias (SITPA-IDEAS, 2012).

Posteriormente se realizaron los analisis fisicoquimicos de los suelos en el
Laboratorio Kudam S. L. (Alicante, Espafia). EI muestreo se realiz6 en mayo de 2015.
En cada una de las 3 parcelas en las 2 zonas de estudio se tomaron 8 muestras (en cruz,
con 4 muestras por direccidn), que se extrajeron con una barrena Edelman de 20 cm
longitud y 5 cm de didmetro de perforacion, para posteriormente mezclarlas y tener una
muestra homogénea y representativa de cada parcela. En el extracto acuoso 1:2 (m/v) se
analizo el pH, los iones Na*, Mg?*, CI', K*, Ca?*, HCO*, NO*, SO4* y la relacion de
adsorcion de sodio (SAR, Na*/((Ca’*+Mg?*)/2)Y?). Los cationes intercambiables
analizados fueron Na*, Mg?, K* y Ca?". Se estudi6 la capacidad de intercambio
cationico (CIC) y se calculd el porcentaje de saturacién de sodio (Sat Na, (Na*
intercambiable/CIC) x 100). Los elementos asimilables que se cuantificaron fueron B,
Na, Mg, P, K, Ca, Mn, Fe, Cuy Zn. También se determind la textura, densidad aparente
(pap), Ccapacidad de retencion de agua disponible (CRAD, considerando una profundidad
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media del suelo de 60 cm), materia organica (MO), carbono organico (C Org), nitrégeno
total (N tot) y se calculd la relacion C Org/N tot (C/N).

3.2.5 Anadlisis quimico elemental foliar

El anélisis quimico elemental foliar de los castafios de las parcelas objeto de
estudio también se realizd en el Laboratorio Kudam S. L. (Alicante, Espafa). El
muestreo se llevo a cabo en julio de 2017. En cada una de las 3 parcelas en las 2 zonas
de estudio se tomaron 10 hojas de la primera rama viva de cada uno de los 4 arboles
muestreados por parcela. Una vez mezcladas las hojas recogidas en cada parcela, para
tener una muestra homogénea y representativa, se enviaron 50 g de hojas a temperatura
ambiente al laboratorio de analisis, donde una vez secada la muestra se analizaron los
siguientes elementos quimicos: N, P, K, Ca, Mg, Na, B, Mn, Fe, Zn, Cu y Mo.

3.2.6  Anélisis quimico elemental del tronco

El analisis quimico de la madera (duramen y albura) fue realizado en el
CETEMAS (Principado de Asturias, Espafia), bajo la direccion de la Dra. Hevia,
mediante el equipo ItraxMultiscanner (Cox Analytical Systems, Sweden). Las muestras,
seleccionadas y analizadas en otofio de 2017, fueron preparadas a partir de discos de
madera de castafios dominantes apeados en agosto (Caso) y septiembre (Allande) de
2011, para el calculo de la edad de la masa forestal. ElI tamafio muestral para este
estudio dendroquimico (analisis de elementos quimicos que se acumulan en los anillos
de crecimiento de los arboles) fue de 5 arboles por zona, cortando un disco de unos 2
cm de espesor a 1.3 m de la base. Estos discos se dejaron secar en el laboratorio a
temperatura ambiente y de cada disco fue cortada, con una sierra de precision de doble
disco, una muestra de aproximadamente 1.2 mm de espesor desde el centro del disco
hasta el exterior. Posteriormente, se realiz6 el acondicionado de las muestras en el
laboratorio para su escaneado mediante rayos-X y analisis por fluorescencia de rayos X.
Los elementos quimicos analizados en el duramen y albura fueron el Ca, K, Mg, Fe y
Mn.

Las medidas de fluorescencia de rayos X, debido al amplio rango en el que
varian, se representan normalizadas como Z-scores, restando a cada valor la media y
dividiendo por la desviacién estandar (Hevia et al., 2018). Estos Z-scores se calcularon
para cada elemento en cada arbol analizado, obteniendo una cronologia elemental en los
anillos de crecimiento de los &rboles de cada zona.
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3.2.7 Composicion fendlica de la corteza, albura y duramen del tronco

3.2.7.1 Material vegetal

De los discos cortados de los castafios dominantes apeados, se tomé uno de cada
parcela, tres por ubicacion. Estos discos se dejaron secar en el laboratorio a temperatura
ambiente durante 5 meses. Transcurrido este tiempo, se realizé la extraccion de los
compuestos fendlicos. Las distintas partes analizadas (corteza exterior e interior, albura
y duramen) se trocearon para facilitar la molienda posterior y calcular el contenido en
humedad. El peso seco se obtuvo tras secar una parte de las muestras troceadas en estufa
de circulacion de aire forzado (Digitronic, JP SELECTA, Barcelona, Espafia) a 102 °C
durante 24 h. La molienda de las muestras acondicionadas y troceadas se llevo a cabo en
molino criogénico (Freezer/Mill 6770, SPEX SamplePrep Inc., New Jersey, EEUU) con
programa de trabajo de 2 ciclos con 1 min de preenfriamiento, 2 min de molienda, 1
min entre ciclos y 10 ips de velocidad de impacto. Las muestras molidas se guardaron a
-80 °C hasta realizar la extraccion fenolica.

3.2.7.2 Extraccidn vy cuantificacion de compuestos fendélicos

Los productos quimicos empleados y las metodologias llevadas a cabo para la
extraccion de los compuestos fendlicos estan descritos en el apartado 2.2 (Capitulo 2).

De cada parte a analizar de los discos cortados se realizaron 3 extracciones. La
extraccion de los compuestos fenolicos se basé en la metodologia optimizada a partir de
la descrita por Sanz et al. (2010) (Figura 2.1). Las muestras molidas (1 g por muestra)
se extrajeron con 100 mL de MeOH/H2O (1:1, v/v) en agitacion durante 24 h. Los
extractos se filtraron, se elimind el MeOH y se llevé a un volumen de 50 mL con agua,
separando posteriormente una alicuota de 3 mL, que se conservo a -20 °C para realizar
la cuantificacion de los fenoles totales (FT). El resto del extracto se sometié a 2
extracciones liquido-liquido consecutivas, con 20 mL de éter dietilico y 20 mL de
acetato de etilo. El extracto acuoso final se liofiliz6 y guardé a -80 °C hasta la
cuantificacion de los taninos hidrolizables (TH). Los extractos organicos se llevaron a
sequedad, guardando los residuos secos a -20 °C hasta la cuantificacion
correspondiente, fenoles de bajo peso molecular (FBPM) en el primero (anélisis no
realizados) y taninos condensados (TC) en el segundo.

Los FT se valoraron mediante el ensayo Folin-Ciocalteu (Organizacion
Internacional de la Vifa y el Vino, 2011). Como estandar de referencia se usé acido
galico (AG), expresando el contenido en FT como mg equivalentes de AG por g de peso
seco. El analisis se realizdé en microplaca de 96 pocillos, adicionando los siguientes
volimenes en cada pocillo: 10 pL H2O (blanco), AG (estandar) o muestra + 215 pL
H20 + 15 pL reactivo de Folin-Ciocalteu + 60 pL Na2CO3z 20% (m/v) acuoso. La placa
se incubd 30 min a 25°C y se realizo la lectura espectrofotomeétrica a 750 nm. Cada
muestra analitica se midio por triplicado.
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Los TC se determinaron en la fraccion del acetato de etilo, reconstituida en
MeOH vy filtrada, mediante el método de la vainillina (Sun et al., 1998). Como estandar
de referencia se usé (+)-catequina hidratada ((+)C), expresando el contenido en TC
como mg equivalentes de (+)C por g de peso seco. El anélisis se realizé en microplaca
de 96 pocillos, adicionando en cada uno de ellos los siguientes volumenes: 60 pL
metanol (blanco), (+)C o muestra + 120 pL vainillina 1% (M/Vmeon) + 120 pL H2SO4
10% (v/vmeon). En el espectrofotometro, a 30 °C, se incubo la placa 15 min y se realiz
la lectura espectrofotométrica a 500 nm. Cada muestra analitica se midié por triplicado.

Los TH, como galotaninos (Gts) y elagitaninos (Ets) se analizaron en el residuo
acuoso final, una vez seco. 20 mg de este residuo se sometieron a una reaccion de
metanolisis &cida mediante la adicion de 2 mL de MeOH y 0.2 mL de H2SO4 (Hartzfeld
et al., 2002), en atmosfera de N2 (Inoue & Hagerman, 1988) a 85 °C durante 3 h. Las
muestras metanolizadas se filtran y analizan por HPLC, cuantificando los picos de
galato de metilo (GM) y &cido elagico (AE), expresando los resultados como mg de GM
por g de peso seco para los Gts, y mg de AE por g de peso seco para los Ets. La
separacion cromatografica se realizd segin Bobinaité et al. (2012), usando una columna
C18 (5 um, 25 x 0.46 cm) a temperatura ambiente y una fase mévil formada por acido
formico 0.1% (v/v) acuoso (eluyente A) y ACN/MeOH/acido férmico (84.9:15:0.1,
viviv) (eluyente B). La velocidad de flujo se fijé en 1 mL mint y el volumen de
inyeccién en 100 pL. Los cromatogramas fueron monitorizados a 271 y 252 nm para el
GM y AE, respectivamente, analizando cada muestra una vez.

3.2.8 Valoracion del Indice de Chancro en Campo (IChC)

Para valorar la incidencia del chancro (enfermedad de los castaiios causada por
el hongo Cryphonectria parasitica) se definié un indice de valoracion, IChC, que
permita, de forma facil y rapida, la toma de datos en, al menos, un 75 % de los arboles
de la zona a valorar. Para cada arbol, se anota el nimero de zonas dafiadas por el
chancro que se observan en cada tercio del arbol y si la zona apical muestra sintomas de
sequedad. EI IChC es la media de los resultados obtenidos individualmente tras aplicar
la ecuacion [3.2].

IChC = Chys + 2:Chyz + 3:Chzz + 0 (4pice sano) 6 10 (puntiseco) [3.2]

donde Ch es el nimero de zonas dafiadas por el chancro en cada tercio del arbol

La constante que multiplica a Ch en la formula [3.2] se incrementa en una
unidad a medida que se asciende en los tercios del arbol para dar mas importancia al
chancro en altura, ya que es el que més facilidad de dispersion tiene, y, por lo tanto, de
contagio a otros arboles préximos (Soutrenon, 2007). EI sumar 0 6 10 en funcion del
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estado de la zona apical del arbol, es debido a que los castafios que estén puntisecos
(+10) son aquellos en los que el chancro ya ha afectado a su sistema vascular, por lo que
la enfermedad empieza a debilitar considerablemente al arbol.

3.2.9 Crecimiento in vivo de Cryphonectria parasitica en ramas ex situ

El muestreo para este bioensayo se realizo en julio de 2014. Se tomaron ramas
de aproximadamente 30 cm por arbol, de 5 arboles aleatoriamente muestreados en cada
una de las 3 parcelas de las 2 zonas de estudio. Este muestreo se llevd a cabo siguiendo
las recomendaciones que describe Rodriguez & Colinas (1999), recogiendo ramas de la
parte baja de la copa del arbol, que no fuesen rebrotes, con didmetros entre 2 y 3.5 cm,
libres de heridas, nudos y otras alteraciones, transportdndolas desde el monte hasta el
laboratorio en nevera refrigerada con hielo y manteniéndolas a 4 °C hasta el inicio del
ensayo al dia siguiente.

Las ramas a inocular con el hongo C. parasitica se cortaron a unos 12 cm de
longitud y se descortezaron, depositando 5 muestras (una de cada &rbol muestreado en
cada parcela) de madera, corteza 0 maderatcorteza (rama descortezada con ambas
partes en contacto intentando simular el estado sin descortezar) para cada parcela en una
bandeja de polipropileno de 7.5 x 37.5 x 30.0 cm con el fondo cubierto por perlita
(Premium 2-6 mm, Gramoflor GmbH & Co. KG, Vechta, Alemania), esterilizada en
autoclave (Raypa, AES-75 RFG, Barcelona, Espafia), y humedecida con agua estéril. En
el centro de cada bandeja se colocd 1 cm? de papel milimetrado, como referencia escalar
en la cuantificacion final de la superficie del crecimiento del hongo.

Se utilizo la cepa virulenta de C. parasitica LPPA-F-187, perteneciente al grupo
de compatibilidad vegetativa EU-1 con idiomorfo MAT-I, cedida por la Dra. Gonzélez
del Programa de Investigacion en Patologia Vegetal del SERIDA.

El indculo de C. parasitica (superficie circular de 0.5 cm de diametro) se coloco
en contacto directo con el tejido correspondiente en el centro de las muestras de madera
y corteza, y a unos 3 cm de ambos extremos en las muestras de madera+corteza, entre
ambos tejidos, en un extremo en contacto directo con la madera y en el otro con la
corteza. Para cada zona y tipo de muestra se utilizé un bandeja blanco, en la que se
colocaron 6 muestras (de 2 arboles por parcela) inoculandolas s6lo con el medio de
cultivo del hongo (agar mas extracto de malta). Una vez inoculadas las muestras, las
bandejas se cubren con un plastico opaco y se dejan a temperatura ambiente durante 3
dias (Figura 3.2). Transcurrido este tiempo, se fotografiaron los trozos de ramas
inoculados y se analizaron las imagenes mediante el software ImageJ (v1.43u, Wayne
Rasband, National Institutes of Health, EUA) para el calculo de la superficie de
crecimiento de C. parasitica.
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Figura 3.2. Crecimiento de Cryphonectria parasitica a los 3 dias de su inoculacion sobre corteza (A),
madera (B) y entre corteza y madera (C) de ramas frescas de Castanea sativa.

Para la valoracion de la durabilidad se aprovechd la optimizacion del protocolo
que se estaba llevando a cabo en el Area de Tecnologia, Madera Estructural y
Construccion del CETEMAS, coordinado por la tecnologa Laura Gonzélez, dentro del
marco de colaboracion SERIDA-CETEMAS. Las probetas en las que se analizaron los
FT y sobre las que se realizé el ensayo de durabilidad, se cortaron de una tabla de
castafio (C. sativa) de 13.0 x 3.8 x 75.5 cm suministrada por SIERO LAM S. A., secada
de forma mixta (natural mas cdmara de secado). De esta tabla se obtuvieron 27 probetas
de 5.0 x 25 x 1.5 cm, de las cuales 9 fueron usadas como muestras control, 9 se
sometieron a deslavado (segun la norma UNE-EN 84:1997) y 9 a vaporizacion. Todas
las probetas, tratadas y no tratadas, se acondicionaron a 20 + 2 °C y 65 + 5 % de
humedad relativa (UNE-EN 350-1:1995) hasta masa constante (mr), se esterilizaron en
hdimedo en autoclave (Raypa, AES-75 RFG, Barcelona, Espafia), a 121 °C durante 20
min, y 3 de cada tratamiento se secaron en estufa de aire forzado (Digitronic, JP
SELECTA, Barcelona, Espafa), a 103 °C durante 24 h), para determinar el contenido en
humedad (CHj, ecuacion [3.3]) y posterior analisis de FT.

CH; = =—2.100 [3.3]

mg
ms: masa fresca (g) después de autoclavar

ms: masa seca (g) tras secar en estufa

3.2.10.1 Tratamientos extractivos

3.2.10.1.1 Prueba de deslavado (UNE-EN 84:1997)

La extraccion por “deslavado” consiste en someter a la madera a ciclos de
lavado (deslavado) mediante “impregnacion” e inmersion. Se colocaron 9 probetas en 3
vasos de precipitados de 100 mL. En cada vaso se colocaron 3 probetas y se rellenaron
con 50 mL de agua destilada, colocando piezas de vidrio sobre las maderas a modo de
lastre para mantenerlas sumergidas durante el proceso (Figura 3.3).
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Figura 3.3. Fase de impregnacion de las probetas de madera de
Castanea sativa para la extraccién por deslavado segin la norma UNE-
EN 84:1997.

En la primera fase, “impregnacion”, se aplica vacio (4 kPa) con bomba de vacio
(Vacuubrand, RZ 2.5, Wertheim, Alemania) durante 20 min, y después (sin vacio) se
dejan reposar durante 2 h. Transcurrido este tiempo se retira la fase liquida. En la
siguiente fase, inmersion, las muestras se sumergen nuevamente en agua destilada
durante 14 dias, periodo en el que se cambid el agua 9 veces con la siguiente cadencia:
al finalizar el primer dia de inmersion, al segundo dia, y siete veces mas en los 12 dias
restantes, con intervalos de un dia como minimo y tres como maximo.

3.2.10.1.2 Vaporizacion

Para este tratamiento, las 9 probetas de madera de castafio se colocaron sobre
una rejilla dentro de un autoclavable, evitando que la madera estuviese en contacto con
el agua a evaporar, y fueron sometidas a vapor de agua en autoclave (Raypa, AES-75
RFG, Barcelona, Espafa), durante 8 ciclos (6 h por ciclo y 4 ciclos por semana) de
humedad (20 L de agua destilada al inicio de cada ciclo en el autoclave) y temperatura
(90 °C), sin presion.

3.2.10.2 Fenoles Totales

El contenido fenolico (FT) se analiz6 en 9 de las probetas (3 sin tratar, 3
deslavadas y 3 vaporizadas) y 3 probetas de madera de haya sin tratar de iguales
caracteristicas que las de castafio. Las muestras de haya se incluyeron por
requerimientos normativos (UNE-EN 350-1:1995) para el ensayo de durabilidad. Tanto
la extraccion como la cuantificacion de los FT se realizaron como se describe en el
apartado 3.2.7.2, partiendo de 0.5 g de muestra y manteniendo la proporcion del
solvente de extraccion, 50 mL.
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3.2.10.3 Ensayo de durabilidad

El disefio y desarrollo experimental de este ensayo se llevo a cabo segun la
norma UNE-EN 350-1:1995, coetaneo con la revision y modificacion de esta norma,
por lo que los resultados finales mostrados se corresponden con lo establecido en la
nueva norma (UNE-EN 350:2016).

Este ensayo se realizd en 18 de las probetas (6 sin tratar, 6 deslavadas y 6
vaporizadas) y 6 probetas de madera de haya sin tratar de iguales caracteristicas que las
de castafio. Como ya se comentd, las muestras de haya se incluyeron por requerimientos
normativos (UNE-EN 350-1:1995) para este ensayo. EI método empleado para la
exposicion de las probetas contra los basidiomicetos destructores de la madera se llevo a
cabo segun las especificaciones de la norma EN 113:1996/A1:2004. A botellas de vidrio
de 0.5 L de base cuadrada se les adicionaron 30 mL de medio de cultivo (agar més
extracto de malta), se autoclavan a 121° durante 21 min y se tumban para que el medio
solidificado quede a lo largo de la botella. En 12 botellas se inocula el hongo
Coniophora puteana, y en otras 12 Trametes versicolor, ambos cedidos por el
Laboratorio de Proteccion de Maderas del CIFOR-INIA (Madrid, Espafia). Cuando el
micelio cubrid por completo la superficie del medio (unas 3 semanas tras la
inoculacién), se introducen las probetas, depositandolas sobre 2 soportes de acero
inoxidable, previamente esterilizados, que evitan el contacto directo de las muestras con
el hongo, dejando un espacio entre ambos de unos 3 mm. Asi, las muestras
permanecieron en cdmara de cultivo a 22 °C, 70 % de humedad relativa y en oscuridad
durante 16 semanas. En la Figura 3.4 se muestran algunas probetas al inicio de la
exposicion fungica y al final.

Figura 3.4. Ensayo de durabilidad de las probetas de madera de Castanea sativa al
inicio de la exposicién fingica (A) y tras 16 semanas (B).

Transcurridas las 16 semanas, las probetas se retiraron de las botellas y se les
elimind cualquier micelio adherido por raspado con bisturi, para posteriormente secarlas
en estufa (103 °C, 24 h) y determinar su masa seca (Ms1s).

Para la clasificacion de la durabilidad de la madera frente al ataque por hongos
basidiomicetos, la norma UNE-EN 350:2016 establece 5 clases de durabilidad en
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funcién del porcentaje de pérdida de masa (PM) medio (Tabla 3.4), calculado como se
describe en la ecuacion [3.4].

Tabla 3.4. Clases de durabilidad de la madera frente al ataque por hongos
basidiomicetos seguin la norma UNE-EN 350:2016.

Clase de durabilidad Descripcion Pérdida de masa (PM) en %
1 Muy durable PM<5
2 Durable 5<PM<10
3 Medianamente durable 10<PM< 15
4 Poco durable 15<PM <30
5 No durable 30<PM
m -m
PM (%) = —=—=£.100 [3.4]
Mgi6

donde mso es la masa seca teorica inicial después del acondicionamiento,
ya que, segun la norma UNE-EN 350-1:1995, las probetas a utilizar en los
ensayos bioldgicos no deberan secarse en estufa antes del ensayo, y se obtiene
como se indica en la ecuacion [3.5]

100 +CH;j [3.5]

Mgy =

donde mgp es la masa fresca inicial tras acondicionamiento (sin

autoclavar), y CHi el contenido en humedad inicial tras el acondicionamiento y
autoclavado (ecuacion [3.3])

3.2.11 Andlisis estadistico

El tratamiento estadistico de los datos cuantitativos obtenidos se llevo a cabo
con el programa informatico IBM SPSS Statistics 23.0. Las diferencias estadisticamente
significativas se establecieron en base a un analisis de varianza (ANOVA), por
comparacion de medias y considerando un modelo lineal general con pruebas post hoc
para un nivel de significacion de 0.05.
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3.3 RESULTADOS Y DISCUSION

3.3.1 Zonas de estudio: caracteristicas y productividad

Los datos correspondientes a la ubicacion y caracteristicas principales de las
zonas de estudio se muestran en la Tabla 3.1. Ademas de la localizacion (coordenadas
UTM), altitud, orientacion y pendiente de las parcelas objeto de estudio, también se
muestra el IS obtenido para los castariares de las zonas seleccionadas, con la CE que les
corresponderia (Menéndez-Miguélez et al., 2016). La variabilidad observada es fruto de
la forma en que se eligieron las parcelas, tratando de representar cada una de las zonas
objeto de estudio.

Tabla 3.1. Orografia de las parcelas e indice de sitio (IS) de los castafiares en las zonas de estudio (media +
EE). @ CE: calidad de estacién.

Coordenadas UTM IS (m)

Zona Parcela X Y Huso Al(tr::;d Orientacion Perztg/:snte Parcela Medio CE?

Allande 1 682421.408 4786489.65 29 514 E 70 16.49
2 682164.657 478677821 29 556 NE 53 17.87 (1‘2"'.2) 2

3 682488.155 4786818.80 29 503 NO 72 9.57

Caso 1 309455.169 4783284.23 30 640 NO 40 12.75
2 310151.441 4783099.15 30 609 NE 65 12.06 (i103. '714) 3

3 310442.276 4782453.18 30 727 NO 64 14.55

De estos datos cabe destacar que la altitud es superior en la zona de Caso, pero
ambas zonas estan en el orden de altura recomendado para la especie. En Asturias, a
pesar de la gran influencia que tuvo el manejo como cultivo, la presencia de castafio
suele estar en un rango de altitud moderado y adecuado para la especie, que va desde los
264 a los 774 m en las 30 parcelas evaluadas en el trabajo de Afif-Khouri et al. (2011),
0 desde los 176 a 881 m en las 70 seleccionadas como representativas de toda la
casuistica del castafio, para los estudios realizados en nuestro grupo de trabajo y que
sirvieron como base para la seleccion de las parcelas de este estudio (Menéndez-
Miguélez et al., 2013). Diaz-Varela et al. (2011) consideraron la altitud como el
principal indicador de la calidad de los bosques de castafios, diferenciando dos dominios
espaciales, tierras bajas y tierras altas. En base a este indice de calidad, los castafios de
buena calidad tienden a estar presentes en altitudes superiores a 600 m.

En Asturias, la altitud media de los castafiares esta entorno a los 600 m (Afif-
Khouri et al., 2011; Menéndez-Miguélez et al., 2015), y por ello consideramos
adecuado seleccionar las parcelas de estudio entorno a esa altitud, 659 m como valor
medio en Caso y 524 m en Allande. La ausencia de altitudes mas extremas en la
seleccion impidié evaluar una posible relacion entre la altitud y la calidad de los
castafiares estudiados. Sin embargo, las diferencias encontradas entre las dos
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ubicaciones seleccionadas para este estudio indican que debe de haber otros factores
tanto o mas determinantes para el desarrollo del castafio.

Respecto a la orientacion, dadas las exigencias climatoldgicas de la especie,
sobre todo en lo que respecta a temperatura, luz y duracion del periodo seco (Conedera
et al., 2016), es de esperar que sea un factor determinante y asociado a la altitud y
pendiente, por ser condicionantes e interaccionar con las variables ambientales. Desde
el punto de vista de la exigencia en luz, y ya que la altitud es intermedia, consideramos
que la orientacion del monte de Allande es mas favorable para esta especie ya que es
mayor la proporcidn de monte con exposicion Este.

En cuanto a la pendiente, no es un factor limitante, pero si importante, dado que
es fundamental para la disponibilidad hidrica, de nutrientes y el drenaje en suelos poco
permeables. El castafio es una especie con baja tolerancia al encharcamiento y que por
tanto prefiere suelos que tengan un buen drenaje (Conedera et al., 2016). En ausencia de
esta capacidad, la pendiente favoreceria este factor, aunque siempre asociado a una
pluviosidad regular, ya que tampoco se adapta a periodos largos de sequia (Rubio et al.,
2002a y b). Las parcelas seleccionadas para este estudio tienen pendientes que
podriamos considerar elevadas, ya que con respecto tanto a las 30 parcelas del trabajo
de Afif-Khouri et al. (2011), donde el rango va del 8.00 al 78.20%, como en las 70
parcelas base para este estudio, en las que dicho rango es 19.40-75.20 % (Menéndez-
Miguélez et al., 2015), las seleccionadas se encontrarian mas préximas al limite
superior, con la Unica excepcion de la primera parcela de Caso, con un 40% (Tabla
3.1). En general, el valor de la pendiente de las parcelas de Caso esta méas proximo a la
media en Asturias, que es de 33.95 y 50.06 % segun Afif-Khouri et al. (2011) y
Menéndez-Miguélez et al. (2015), respectivamente.

A pesar de la forma similar del relieve (orografia), las estimaciones previas de la
CE de las parcelas segun las tablas de produccion de castafio de monte bajo en Asturias
elaboradas por Cabrera & Ochoa (1997) eran de 22 m para Allande y 16 m para Caso a
la edad tipica de referencia de 30 afios. La aplicacion de los modelos matematicos
obtenidos por Menéndez-Miguélez et al. (2016), mas recientes y precisos, calculados
para una edad de referencia de 20 afios y reduciendo los niveles de IS a cuatro (8, 12, 16
y 20 m), mostro que estos indices medios eran menos contrastantes de lo esperado, 14.6
m, para Allande y 13.1 m, para Caso, no obstante, la CE se mantiene diferente para las
dos ubicaciones, buena para Allande (2) y mala para Caso (3). Los valores maximos
muestran una diferencia considerable a favor de las parcelas del monte de Allande,
17.87 m, frente a 14.55 m de Caso (Tabla 3.1).

En el IS, utilizado ampliamente como indicador de productividad (Skovsgaard &
Vanclay, 2008), las variables climéticas y edéaficas parecen ser decisivas segun los
estudios realizados en el Principado de Asturias (Afif-Khouri et al., 2011). Ademas, el
castafio es una especie muy dependiente de la cantidad y, sobre todo, de la distribucién
de la precipitacion (Conedera et al., 2016).
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3.3.2 Clima

El castafio es una especie muy sensible a la sequia estival, al asociarse en esta
estacion con temperaturas altas, y sobre todo a la extension del periodo seco. Esta
limitacion es especialmente importante en las poblaciones del norte de la peninsula
ibérica, en las que la precipitacion media mensual no suele ser inferior a 17 L m, frente
a las poblaciones del sur, en las que la precipitacion puede llegar hasta los 2 L m
(Ciordia et al., 2012).

En las dos zonas objeto de estudio (Allande y Caso), las estimaciones
proporcionadas por los modelos climéticos propuestos por Sanchez et al. (1999), cuyo
periodo de datos climéticos abarca desde 1940 hasta 1989, se muestran en la Tabla 3.2.
Las diferencias mas marcadas entre las dos zonas se dan en las temperaturas frias,
donde Allande nunca alcanza temperaturas tan bajas como Caso; en la temperatura
méaxima media del mes mas célido, superior en Caso; en la precipitacion total anual y
las parciales de primavera, verano y otofio, superiores para Caso, lo que lleva a que las
condiciones de esta ultima localidad sean mas contrastantes, en cuanto a temperatura,
pero tenga menor oscilacion en disponibilidad hidrica, con un indice hidrico superior.
Por ultimo, el indice de Vernet diferencia Allande y Caso como climas submediterraneo
y oceanico mediterraneo, respectivamente.

Los diagramas ombrotérmicos de Gaussen nos permiten poner de manifiesto la
presencia de periodos secos, donde las precipitaciones son inferiores a dos veces el
valor de la temperatura media (Figura 3.2). A partir de los datos de los Gltimos afios
(2012-2018), periodo en que se realizo el seguimiento climéatico de las parcelas, se
obtienen unos climogramas con presencia de una estacion seca, algo mas marcada en
Allande. Los datos climatoldgicos tomados de los resimenes mensuales de la AEMET,
para las estaciones meteoroldgicas mas cercanas a Allande y Caso (Tabla 3.3),
muestran mayores temperaturas maximas en Caso con menores temperaturas minimas
en casi todo el afio, lo que confirma una oscilacion térmica mas marcada, siendo la
termometria parecida en las dos zonas, normal en invierno y calida en primavera y
verano, diferencidndose en otofio, que es célida en Allande y normal en Caso. La
clasificacion pluviométrica también es similar en ambas localidades, siendo humeda en
invierno, normal en primavera y manteniéndose seca en verano y otofio. No obstante, la
precipitacion es siempre ligeramente superior en Caso, a excepcion del otofio.
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Tabla 3.2. Pardmetros climéticos estimados para las zonas de Allande y Caso a partir de los modelos
climaticos propuestos por Sanchez et al. (1999) (media £ EE). * Diferencia significativa entre zonas

(ANOVA, comparacion de medias, p < 0.05, n=3).

Allande Caso
Temperatura media anual (°C) 11.33 (£0.067) 10.83 (£0.18)
Temperatura media invernal (°C) 6.20* (+0.10) 5.33* (+0.18)
Temperatura media mes mas frio (°C) 5.77* (x0.088) 4.90*(+0.21)
Temperatura minima media mes mas frio (°C) 1.73* (x0.067) 0.67* (£0.19)
Temperatura media estival (°C) 16.77 (+0.088) 16.70 (x0.15)
Temperatura media mes mas célido (°C) 17.63 (£0.067) 17.53 (£0.12)
Temperatura maxima media mes mas calido (°C) 24.13* (£0.067) 24.60* (£0.15)
Precipitacion total anual (L m?) 1093* (£6.1) 1186* (£17)
Precipitacion invierno (L m?) 386.3 (£2.4) 391.3 (£5.5)
Precipitacion primavera (L m) 271.0* (£1.5) 286.7* (+4.8)
Precipitacion verano (L m?) 136.0* (+0.58) 165.3* (£1.9)
Precipitacion otofio (L m) 299.3* (£1.9) 342.0* (£4.6)
Evapotranspiracion (L m?) 662.0 (£2.1) 650.7 (£4.5)
Superavit humedad anual (L m) 595* (+6.4) 669* (+18)
Déficit humedad anual (L m™) 165.0* (£1.5) 134.0* (£3.1)
indice hidrico anual 75.0% (£1.4) 90.4*(+3.7)
indice Vernet -3.860* (+£0.025) -2.687* (£0.039)
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Figura 3.2. Climogramas de las zonas de estudio (Allande y Caso) para el periodo temporal Septiembre2012-Enero2018. En rojo se representan las temperaturas medias
(°C) y en azul las precipitaciones (L m?).
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De la informacion diaria publicada en la AEMET, en los dos ultimos afios se
comprob6 que Allande, ademés de ser una zona con menor oscilacion térmica y menos
hdmeda, es también més ventosa. La velocidad méxima media del viento en Allande es
de 24 km h%, frente a 12 km h! en Caso, y las rachas alcanzan los 39 km h en la
primera localidad, frente a los 26 km h* de la segunda.

En base a los resultados obtenidos, la mejor CE asociada a las parcelas de
Allande, ademas de por su mejor orientacion, también podria ser debida a la menor
oscilacion térmica, considerando la humedad como un factor, en principio,
desfavorable, pues la mejor calidad se asocia a menor pluviometria y mayor ventosidad.
La relativa y escasa homogeneidad de criterios para definir como y cuanto de bueno
(calidad y cantidad) es un monte de castafio, hace dificil poder definir unas condiciones
climéaticas que diferencien el desarrollo de la especie. Gallardo-Lancho (2001)
selecciond el &rea basal y el indice de Hart para definir la calidad 6ptima de los castafios
espafioles (Galicia, Asturias, Navarra, Cataluiia y Extremadura) y poder relacionarla con
las caracteristicas ambientales, asumiendo las condiciones climaticas de cada zona
como responsable parcial de la calidad de sus castafiares. Establecié unos valores
Optimos para algunos parametros en ciertas zonas, pero no generalizé la relacion clima-
calidad, concluyendo que, en los castafiares del norte, la temperatura media anual es el
factor limitante mas importante y, en los del sur, lo es la evapotranspiracion en verano.
Alvarez-Alvarez et al. (2010) clasifican el crecimiento temprano en altura del castafio
europeo Y sus hibridos en Galicia mediante curvas de altura dominante para una edad de
referencia de 10 afios, relacionando el mejor crecimiento de los castafios con una mayor
precipitacion en verano y ausencia de periodos largos de heladas. Otros estudios,
exclusivos de castafiares del Principado de Asturias, asocian mejor calidad (mayor IS)
con menor temperatura del mes mas calido (Afif-Khouri et al., 2011), o menor
temperatura media anual y menor precipitacion en verano y mayor en primavera
(Menéndez-Miguélez et al., 2015). En nuestras parcelas, no alcanzar temperaturas
maximas muy altas convertiria a Allande en una ubicacién mas favorable, aunque el
clima en Asturias no implique un déficit hidrico real.
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Tabla 3.3. Valores climaticos de temperatura (T?) y precipitacion (Precip) obtenidos a partir de los datos mensuales registrados por la AEMET desde
septiembre de 2012 hasta enero de 2018 (media = EE). @ Valores de T2 y Precip medios, considerados normales (referentes), calculados a partir de los
datos registrados en las series climaticas de la AEMET en los periodos de referencia correspondientes. ® Clasificacion del caracter térmico en funcion de
la diferencia de T# media registrada para cada periodo con respecto a la T? normal. N: Normal y C: Calido. ¢ Clasificacion del caracter pluviométrico en
funcion de la diferencia de Precip media registrada para cada periodo con respecto a la Precip normal. H: Himedo, N: Normal y S: Seco. * Diferencia
significativa entre zonas (ANOVA, comparacion de medias, p < 0.05, n=46-61 para los valores anuales, y n=10-17 para los estacionales).

Invierno

Primavera

Verano

Otofio

Anual (Ene-Feb-Mar) (Abr-May-Jun) (Jul-Ago-Sep) (Oct-Nov-Dic)
Allande Caso Allande Caso Allande Caso Allande Caso Allande Caso
T¢ media (°C) 12.8 12.8 8.1 7.9 14.5 14.3 19.4 18.8 105 10.7
(x0.65) (0.62) (x0.49)  (0.56) (x0.91) (+0.86) (x0.38)  (%0.33) (x0.85) (x0.78)
T2 normal (°C) @ 13.1 13.1 8.5 8.5 14.6 14.3 19.1 18.4 10.2 10.6
T2 minima (°C) 8.1 7.2 3.9 3.0 9.4 8.5 14.1* 12.2* 6.2 5.7
(x0.57) (x0.54) (x0.35)  (x0.48) (x0.89) (+0.83) (x0.36)  (£0.44) (x0.70) (x0.68)
Te maxima (°C) 17.5 18.1 12.2 12.8 19.7 20.1 24.8 25.2 14.7 16.0
(x0.74)  (£5.7) (x0.66)  (x0.71) (x0.96) (£0.96) (x0.43) (x0.44) (x1.0) (0.96)
Termometria ® C N N N C C C C C N
Precip (L m?) 1025.1 1196.9 450 572 173 214 110 135 317 315
P (x168) (x69) (x72) (x110) (x16) (x17) (x13) (x10) (x33) (x53)
Precip normal (L m?)? 954.0 1233.7 252.6 345.4 233.8 303.6 137.8 188.8 328.7 395.1
Pluviometria © N N H H N N S S S S
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3.3.3 Inventario floristico

La diversidad vegetal, valorada como el porcentaje de especies de cada
agrupacion, estrato/subestrato o carécter bioindicador, respecto al total inventariado en
cada zona, no mostro diferencias significativas (p > 0.05) que permitieran diferenciar
las zonas de estudio (Tabla 3.4). Por esto, en la Figura 3.3 se muestran las 107 especies
vegetales inventariadas, en las tres parcelas de cada una de las dos zonas de estudio
(Allande y Caso), clasificadas en base al tipo de estrato/subestrato al que pertenecen. Y
en la Figura 3.4 se representa la distribucion porcentual del 75 % de las especies
inventariadas que son consideradas bioindicadoras, perteneciendo algunas de ellas a
mas de un caracter bioindicador.

Tabla 3.4. Porcentaje de especies vegetales (% sp veg) inventariadas para cada
estrato/subestrato y caracter bioindicador de las 107 especies inventariadas en Allande y
Caso (media + EE). @ Valor de p obtenido por ANOVA, comparacion de medias, n=3. ).
Sélo en una parcela de cada zona se observaron especies con caracter bioindicador

nitrofilo.
Clasificacion % sp veg Allande % sp veg Caso p?
ESTRATO
Herbaceo 28.7x1.2 19.3 5.0 0.145
Helechal 56+1.4 2.8 +0.93 0.180
Herbal 23.1%16 16.5+4.1 0.212
Arbustivo 6.5 +0.55 6.5+1.4 1.000
Subarbustivo 3.4 £0.63 2.8 £0.52 0.483
Arbustivo 3.1+0.30 3.7+0.93 0.553
Arbéreo 6.8 £0.82 6.6 £1.9 0.902
CARACTER BIOINDICADOR
Nitréfilo 0.6 0.3 -
Aciddfilo 13.7 £0.30 9.7+2.2 0.139
Forestal 29.3+2.2 25.2+45.2 0.513

La estimacion del porcentaje de recubrimiento de las especies inventariadas en
las parcelas permitid la asignacion de un indice de abundancia-dominancia (I A-D) que
mostrd diferencias significativas entre las dos localidades en estudio, Allande y Caso,
para el estrato arbdreo y en el grupo con caracter bioindicador forestal, presentando
Caso | A-D superiores a los de Allande, en ambos casos (Tabla 3.5). Todas las especies
arboreas identificadas en las parcelas de estudio estan también clasificadas como
forestales. La diferencia mas notable observada para este grupo de especies es la mayor
presencia de Acer pseudoplatanus L., con un | A-D de 2.67 en Caso y 1 en Allande y de
Fraxinus excelsior L., que presenta en Caso un I A-D = 2, en las dos parcelas en las que
se encontrd, y en Allande un I A-D = 1, en una Unica parcela. Por el contrario, C. sativa
Miller, especie objeto de estudio, sin llegar a presentar diferencias significativas, esta
mas presente en Allande (I A-D = 2.67) que en Caso (I A-D = 2) lo que estaria en

91



Influencia del ecosistema en el desarrollo de Castanea sativa Miller

consonancia con la situacién mas favorable para la especie reflejada por un mayor IS
(Tabla 3.1). Conedera et al. (2016) destacan la temperatura, luz y duracion del periodo
seco como las principales exigencias climatologicas para C. sativa, siendo la
temperatura y la luz parametros favorables en Allande, como ya se comentd en
apartados anteriores. Otra Fagaceae, Quercus pyrenaica Willd., se encontré en Allande
(I A-D = 2 en dos de las parcelas) y no en Caso lo que nos lleva a pensar que la primera
de las ubicaciones tiene un ambiente mas favorable no s6lo para el castafio, sino quiza
también para otras fagaceas. Roces-Diaz et al. (2014) sitlan a Q. pyrenaica en zonas de
clima submediterrdneo, clima en el que, al menos, durante un mes del estio la
precipitacion media (L m?) es inferior 2.8 veces a la temperatura media (°C) de ese
mismo periodo (Rivas-Martinez, 2008). Este clima submediterraneo es el asignado a las
parcelas de Allande segln el indice de Vernet obtenido para estas (Tabla 3.2).
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Herbéaceo Arbustivo Arboéreo
70 % 15% 15 %
[ k \ [ \
Helechal + Herbal Subarbustivo + Arbustivo
13.3% 86.7 % 375 % 62.5%

v

Clematis vitalba L.
Hedera helix L.
Lonicera peryclimenum

Asplenium adiantum-nigrum L.
Blechnum spicant (L.) Roth
Dryopteris affinis (Lowe) Fraser-Jenkins

Ruscus aculeatus L.
Vaccinium myrtillus L.

Lonicera peryclimenum L. subsp. peryclimenum

Dryopteris dilatata (Hoffm.) A. Gray
Dryopteris filix-mas (L.) Schott

Lastrea limbosperma (All.) J. Holub & Pouzar
Polypodium interjectum Shivas

Polypodium vulgare L.

Polystichum setiferum (Forsskal) Woynar
Pteridium aquilinum (L.) Kuhn

Erica arborea L.

Genista L. sp.

Prunus spinosa L.
Rosae canina L.

Ulex euronaeus L.

Crataegus monogyna Jacqg.
Cytisus scoparius (L.) Link
Daboecia cantabrica (Hudson) K. Koch

Genista florida subsp. polygaliphylla (Brot.) Coutihno

Rubus grupo ulmifolius-fruticosus

Agrostis capillaris L., Agrostis setacea Curtis, Agrostis stolonifera L., Ajuga
reptans L., Anemone nemorosa L., Arenaria montana L., Arrhenatherum elatius
(L) Presl, Brachypodium pinnatum subsp. rupestre (Host) Schiibler & Martens,
Brachypodium sylvaticum, Carex caryophyllea Latourr., Carex divulsa Stokes,
Carex flacca Schreber, Centaurea nigra L., Clinopodium vulgare L., Conopodium
majus subsp. marizianum, Conopodium pyrenaeum (Loisel.) Miégeville, Crepis
lampsanoides (Gouan) Tausch, Digitalis purpurea, Endymion nutans Dumort.,
Epilobium parviflorum Schreber, Erythronium dens-canis L., Euphorbia
amygdaloides L., Euphorbia dulcis L., Festuca rubra L., Festuca heterophylla
Lam., Fragaria vesca L., Galium aparine L., Galium mollugo L., Galium
rotundifolium L., Hieracium murorum L., Holcus lanatus L., Holcus mollis L.,
Hypericum androsaeum L., Hypericum pulchrum L., Jasione montana L.,
Lathyrus sylvestris L., Linaria triornithophora, Lithodora prostrata (Loisel.)
Griseb., Luzula campestris (L.) DC., Luzula forsteri (Sm.) DC., Luzula multiflora
(Retz.) Lej., Luzula sylvatica subsp. henriquesii (Degen) P. Silva, Melampyrum
pratense L., Melica uniflora Retz., Melittis melissophyllum L., Moehringia
trinervia (L.) Clairv., Narcisus triandrus L., Orobanche hederae Duby, Oxalis
acetosella L., Physospermum cornubiensis (L.) DC., Potentilla erecta (L.)
Raeuschel, Potentilla montana Brot., Primula vulgaris Hudson, Pulmonaria
longifolia (Bast.) Boreau, Ranunculus tuberosus Lapeyr., Rumex acetosa L.,
Saxifraga spathularis, Serratula tinctoria L. subsp. seoanei (Willk.) Lainz, Silene
vulgaris (Moench) Garcke subsp. Vulgaris, Stachys officinalis (L.) Trevisan,
Stellaria holostea L., Teucrium scorodonia L., Umbilicus rupestris (Salisb.)

Acer pseudoplatanus L.

Betula celtiberica Rothm. & Vasc.
Castanea sativa Mill.

Corylus avellana L.

Fagus sylvatica L.

Frangula alnus Mill.

Fraxinus excelsior L.

llex aquifolium L.

Pinus radiata D. Don

Prunus avium L.

Pyrus communis L.

Quercus petraea (Mattuschka) Liebl.
Quercus pyrenaica Willd.
Quercus robur L.

Quercus robur x pyrenaica
Sorbus aucuparia L.

Dandy, Veronica montana L. y Viola riviniana Reichenb.

Figura 3.3. Especies vegetales identificadas en el inventario floristico realizado en las parcelas de las
zonas de estudio, con sus correspondientes porcentajes en funcion del estrato vegetal al que pertenecen.
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Figura 3.4. Porcentaje del caracter bioindicador de las
especies inventariadas en las zonas de estudio.

Tabla 3.5. indices de abundancia-dominancia de especies vegetales (I A-D sp
veg) inventariadas en Allande y Caso para cada estrato/subestrato y caracter
bioindicador (media + EE). * Diferencia significativa entre zonas (ANOVA,
comparacion de medias, p < 0.05, n=3). @ S6lo en una parcela de cada zona se
observaron especies con caracter bioindicador nitréfilo.

Clasificacion I A-D sp veg Allande 1 A-D sp veg Caso
ESTRATO
Herbéaceo 1.500 +0.052 1.633 +0.073
Helechal 1.61 +£0.19 1.70 £0.15
Herbal 1.500 +0.056 1.607 £0.079
Arbustivo 1.89+£0.11 1.89 +£0.16
Subarbustivo 2.18 £0.096 2.06 £0.24
Arbustivo 1.58 +0.13 1.78 +0.11
Arbéreo 1.46* +0.022 1.91* +0.15
CARACTER BIOINDICADOR
Nitrofilo @ 1.16 +0.67 0.33+0.33
Aciddfilo 1.66 +0.065 1.80 +0.14
Forestal 1.620* £0.021 1.800* +0.061

El andlisis floristico de una zona complementa los estudios edafoclimaticos, ya
que suele ser un indicador méas estable y permanente que estos, pues aunque algunas
especies vegetales tienen un tiempo de vida corto (estacional o anual), y, por lo tanto, su
inventario depende del momento puntual en el que se realice, otras especies, como las
arboreas, tienen tiempos de vida largos (afios), lo que nos sirve para estimar la
caracterizacion de la zona o su tendencia a mas largo plazo. Asi, el caracter bioindicador
valorado en este apartado complementaria, con un respaldo temporal mas amplio, las
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anotaciones climatoldgicas realizadas en los Gltimos afios (2012-2018) y los analisis
edaficos realizados de forma puntual.

3.3.4 Suelo

La informacion agroecoldgica de las dos localidades en estudio, Allande y Caso,
segun los Mapas de Clases Agrologicas y Usos Agrarios Generales (escala 1:50000) del
Principado de Asturias (SITPA-IDEAS, 2012) indica que las parcelas de Allande se
encontrarian en las clases VII, subclase en transicion a VIII, y VIII, caracterizadas por
pendientes del 30 al 50 % con suelos someros y alta pedregosidad, en la primera clase, y
mayores de 50 % con un muy escaso espesor del suelo y afloramientos frecuentes, en la
segunda. Las parcelas de Caso se encontrarian también en una clase VII, subclase "e"
(mayores riesgos de erosion) y "s" (limitaciones de suelo que afectan al desarrollo
radical), y con presencia de VI, caracterizada por pendientes mas moderadas, 20-30 % y
suelos someros con pedregosidad abundante, con igual subclases "e" y "'s".

SITPA-IDEAS (2012) clasifica los suelos de Allande y Caso como Dystrudept
himico, muy abundante en el conjunto del Principado de Asturias, pero especialmente
en su mitad occidental, y Dystrudep tipico, también muy presente en esta comunidad,
pero en la mitad oriental. Por tanto, y segun las Claves para la Taxonomia del Suelo
(Soil Survey Staff, 2006), el suelo en las parcelas de Allande se espera “acido a
fuertemente &cido y bien drenado, caracterizado por la presencia de un horizonte
oscurecido por abundante materia organica humificada y moderadamente espeso, con
frecuencia estos suelos presentan un horizonte intermedio con propiedades
marcadamente distintas de las del material original. Siendo “el contenido en materia
organica mayor del 1 % en el horizonte superficial, cuyo espesor minimo es de 18 cmy
méaximo de 50 cm, saturacion en bases de este horizonte inferior al 50 %, y del conjunto
del suelo inferior al 60 %”. El suelo en las parcelas de Caso seria también “acido a
fuertemente acido y bien drenado. Caracterizado por la presencia de un horizonte
superficial oscuro y somero, con escasa materia organica humificada, bajo la cual se
desarrolla un horizonte con propiedades bien diferenciadas del material original. Con la
presencia de horizonte de diagnostico cdmbico y una saturacién en bases del conjunto
del suelo inferior al 60 %”.

Segln SITPA-IDEAS (2012), Allande presenta suelos con factores taxonémicos
limitantes de segundo nivel, que son aquellos asociados a limitaciones menores y
corregibles, mientras que en Caso son de primer nivel, es decir, fuertemente limitantes
del uso agrario y no corregibles.

El castafio es una especie que se desarrolla mejor sobre suelos siliceos, aunque
podria tolerar calcareos si estdn bien drenados (Afif-Khouri et al., 2011). Las
condiciones en Asturias, en general, resultan favorables para esta especie, no obstante,
las caracteristicas mencionadas de las zonas estudiadas parecen relacionarse con la
situacion favorable de las parcelas de Allande.
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En el anélisis fisicoquimico realizado en los suelos de las tres parcelas en cada
una de las dos zonas de estudio (Tabla 3.6 y Figura 3.5) se observa que las diferencias
entre ambas zonas en los parametros evaluados son escasas. En otras comunidades
autonomas como Extremadura (Rubio & Gandullo, 1994), Navarra (Rubio et al., 1997)
y Cataluia (Rubio et al., 1999), y ya se obtuvieron resultados similares, no
encontrandose grandes diferencias entre las distintas zonas donde se desarrolla el
castafio. Las diferencias significativas entre ambas localidades se centran en el pH,
mayor en Allande, y en la concentracion de iones calcio, extraidos y cuantificados en el
extracto acuoso 1:2 (m/v), junto con la CIC, que en ambos casos es superior en las
parcelas de Caso (Tabla 3.6). Respecto a la textura de los suelos, las diferencias entre
zonas se observan en el porcentaje (m/m) de arena, mayor en Allande, y el de arcilla,
mayor en Caso (Figura 3.5). Estas diferencias en la composicion de arcilla, limo y
arena hacen que los suelos de Allande se clasifiquen como de textura franco-arcillo-
arenosa y los de Caso como franco-arcillosa. La textura no parece ser un parametro muy
limitante para el castafio, siempre que no se produzca encharcamiento (Conedera et al.,
2016). En Catalufia se localizan montes de castafio en terreno franco, franco-arenoso y
franco-limoso; en Extremadura preferiblemente en terreno franco y franco-arcilloso y
franco-limoso en Navarra. No obstante, en Asturias, con un régimen de precipitacion
alto y continuado, quizé la mayor proporcion de arcilla en las parcelas de Caso, junto
con la mayor precipitacion recibida en esta zona (Tablas 3.2 y 3.3) y una orientacion en
umbria (Tabla 3.1), esté resultando desfavorable para esta especie. Este mayor
porcentaje de arcilla, en detrimento del de arena, en los suelos de Caso respecto a los de
Allande, dificultaria el drenaje del agua de lluvia, formando suelos méas himedos.
Humedad observada en los mayores valores obtenidos para la diversidad de especies
vegetales con este carécter bioindicador (Tabla 3.4) y en su correspondientes | A-D
(Tabla 3.5) en Caso. Pero ademas, el mayor contenido de arcilla en los suelos de Caso
estard contribuyendo a su mayor CIC, considerada muy alta, frente a la de Allande, que
seria media, ya que la componente en MO, que también influye en la CIC, es menor en
las parcelas de Caso, aunque no de forma significativa, tal y como cabia esperar de la
clasificacion de los suelos de occidente y oriente mencionada con anterioridad.
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Tabla 3.6. Andlisis fisicoquimico del suelo de Allande y Caso (media + EE). * Diferencia significativa entre zonas (ANOVA, comparacién de medias, p < 0.05, n=3). # Concentracion de
protones expresada como pH del extracto acuoso en el que se han extraido y cuantificado el resto iones de este grupo. ® SAR: Relacion de adsorcion de sodio. ¢ CIC: Capacidad de
intercambio cationico. ¢ Sat Na (%): Porcentaje de saturacion de sodio. ¢ MO: Materia organica. f C Org: Carbono organico. ¢ N tot: Nitrdgeno total. " C/N: Relacion carbono/nitrégeno.

lones extraidos con H20 1:2 m/v (meg Kg?) Cationes intercambiables (meq Kg?)
Zona (pl:l)a Na*  Mg?* cr K* Ca*  SARP HCO;y NOsy SO Na* Mg K* Ca?* cice S(ﬂ/to)Nda
Allande 5.30* 0.51 0.200 1.44 0.193 0.21* 0.75 0.33 0.220 0.927 0.23 4.0 1.40 3.7 30.2* 0.86
(£0.15)  (£0.14) (+0.040) (£0.053) (+0.013) (#0.11) (£0.10) (+0.13) (+0.023) (+0.067)  (+0.088)  (+1.8)  (0.17) (x15)  (#3.7)  (+0.40)
Caso 4.61* 0.54 0.313 2.17 0.207 0.60* 0.56 0.60 0.220 0.987 0.40 2.2 2.67 4.6 112.2* 0.35
(£0.064) (+0.26) (+0.013) (+0.37) (+0.013) (+0.040) (+0.27) (+0.12) (#0.023) (+0.044)  (¥0.20) (+0.79)  (+0.45) (2.3)  (#5.9)  (+0.17)
Elementos asimilables (mg Kg?) MO®¢ CoOrg' N tot ¢
Zona B Na Mg P K Ca Mn Fe Cu Zn (%, M/m) (%, m/m) (%, m/m) C/N"
Allande 0.587 175 507 974 626 798 144 179 2.67 2.19 6.6 3.8 0.283 13.1
(£0.066) (+28)  (+214) (¥299)  (+79)  (+280) (+6.8)  (+10)  (¥0.92) (+0.75) (*1.7) (£1.0)  (+0.044) (+1.3)
Caso 0.460 216 311 380 1123 1040 3.27 157 0.31 2.04 5.9 3.4 0.257 13.3
(£0.012) (+16)  (¥97)  (¥11)  (+165) (+474) (+0.62) (+18) (+0.017) (+0.54) (+0.18)  (+0.10)  (+0.014)  (+0.52)
Allande 2 P Bz m CRAD (T m”
1110.0 721
(=3.8) (22.2)

% Arena
m % Limo

1% Arcilla

Figura 3.5. Densidad aparente (pap), capacidad de retencion de agua disponible (CRAD) y porcentaje (%, m/m) de
las distintas texturas (granulometrias) del analisis fisicoquimico del suelo de las zonas de Allande y Caso (media +
EE). * Diferencia significativa entre zonas (ANOV A, comparacion de medias, p < 0.05, n=3).
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De los parametros edéaficos diferenciales entre ambas zonas de estudio, el pH
puede llegar ser uno de los mas influyentes, pues aunque el castafio es una especie que
se desarrolla bien desde pH acido a neutro, en funcién de este valor, la asimilacion de
nutrientes por parte de la planta es diferente, y por lo tanto los castafios se desarrollaran
de forma distinta, almacenando diferentes cantidades de ciertos elementos 0 compuestos
en sus organos (Laroche et al., 1997), no siempre con efectos favorables, como es el
caso de la solubilidad de ciertos elementos toxicos para las plantas en suelos acidos
(Igbal, 2012). Kerr y Evans (1993) acotan el rango de pH 6ptimo para el castafio entre
4.0 y 4.5, mientras que Bourgeois et al. (2004) lo establecen entre 4.5y 6.5. El rango de
3.44 a 4.74 encontrado en el trabajo de Afif-Khouri et al. (2011) se considera
fuertemente acido. En nuestro estudio, la menor acidez edafica observada en los suelos
de los castafares de Allande (5.30 frente al 4.61 en Caso), se asociaria con la mejor
calidad de los castafares de esta zona, debido a la influencia de este parametro en la
asimilacion de los nutrientes, si bien el pH no afecta por igual a todos, ya que, para
algunos, como el Fe se puede ver favorecida su disponibilidad a pH bajo, mientras que
Ca y Mg disminuyen en accesibilidad. EI Ca, mas abundante en las parcelas de pH més
acido, probablemente compense esta menor disponibilidad, pero el Mg si pudiera llegar
a ser limitante, siendo este uno de los elementos destacados en el trabajo de Afif-Khouri
et al. (2011) en relacién con el IS en Asturias. El suelo més acido de Caso concuerda
con la mayor presencia (I A-D) de especies acidofilas en esta zona (Tabla 3.5), a pesar
de tener un menor porcentaje de estas (Tabla 3.4), es decir, menor diversidad vegetal
acidofila, pero mayor abundancia en estos suelos mas acidos.

La MO obtenida en los suelos de las zonas de estudio es mas elevada de lo
esperado (Tabla 3.6). Afif-Khouri et al. (2011), también para castafiares asturianos,
establecen los limites entre 2.09 a 5.28 % de MO. En otras comunidades, como
Catalufa, el porcentaje medio de MO en la capa superior del suelo esté por debajo del 3
% (Rubio et al., 1999). En estos altos porcentajes de la MO obtenidos para ambas
zonas, Allande presenta valores superiores, lo que coincide con la caracterizacion y
descripcidn edéafica para los suelos del occidente asturiano y su menor acidez.

Ldopez (2005) destaca la gran importancia de la relacion C/N en la valoracion de
la fertilidad del suelo, considerando que un suelo es fértil cuando esta relacion se halla
en torno a 10. Este valor marca el equilibrio entre estos dos elementos para que la
microflora edéafica que actta en la descomposicion y mineralizacion de la MO requiera
C como fuente de energia y N como intermediario en la sintesis de proteinas. Si la
relacién C/N en la MO es elevada, los microorganismos disponen de C en abundancia,
pero carecen de N, con lo cual son pocos los que pueden actuar degradandola. Como
consecuencia, el proceso de mineralizacién se ralentiza, y el N amoniacal o los nitratos
asimilables por las plantas superiores se encontraran en baja cantidad en el suelo. La
relacion C/N obtenida en los suelos de nuestras parcelas, 13.1 en Allande y 13.3 en
Caso (Tabla 3.6.), se corresponderia segun Lopez (2005) con un humus mull forestal,
propio de suelos de clima templado o calido, donde la relacion C/N varia entre 12 y 15,
y donde la actividad microbiana se ve favorecida por estas condiciones. El valor medio
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de la relacion C/N obtenido por Afif-Khouri et al. (2011) para castafiares asturianos
(14.18) también estd dentro de este rango, al igual que el obtenido por Rubio et al.
(1999) en Catalufia (12.39).

A pesar de las pocas diferencias significativas en el andlisis fisicoquimico de los
suelos, que creemos debidas a la alta variabilidad de estos parametros en las parcelas de
cada ubicacion, se aprecia que los elementos asimilables son en su mayoria mas altos en
las parcelas de Allande, con la excepcidn de Ca, Ky Na, cuya proporcion es superior en
Caso, quizé debido a su mayor CIC, que hace que el equilibrio de estos elementos en
solucion sea mas alto. La presencia de una cantidad superior de los cationes de estos tres
elementos tiene, en ocasiones, efectos negativos sobre la asimilacion de otros nutrientes
como es el Mg, cuya importancia para el castafio ya ha sido mencionada por otros
autores (Portela et al., 2003, 2010). No obstante, estos autores fijan los valores normales
de la relacién K/Mg entre 1 y 9, para caducifolios, y un limite de 7 para el castafio,
estando los valores en ambas parcelas en ese rango y por debajo del limite (1.23 para
Allande y 3.61 para Caso). Para la relacion Ca/Mg se fija como limite 1 para la
deficiencia en Ca y 5 para la deficiencia en Mg, estando ambas parcelas dentro de estos
limites y por tanto sin deficiencia de estos elementos.

En los castafiares del Principado de Asturias, algunos parametros edaficos se
consideran tanto 0 méas determinantes que el clima en la definicion del IS (Afif-Khouri
et al., 2011). Tal es el caso ya mencionado del contenido en Mg intercambiable, que fue
el factor mas explicativo de la productividad de los montes de castafio. Por otro lado,
Menéndez-Miguélez et al. (2015), aplicando algoritmos estadisticos por separado a las
variables climaticas y edéaficas en los castafiares asturianos, obtuvieron que las mas
importantes para explicar el IS de estos castafiares eran las climaticas (47 % frente al 24
% de las edaficas), destacando como variables edaficas mas influyentes en el
incremento de IS, el mayor porcentaje de arcilla, el menor pH y la menor pedregosidad.
Sin embargo, cuando analizaron conjuntamente las variables climaticas con las edéaficas,
relacionaron positivamente el mayor porcentaje de arena en los suelos asturianos con
mayor IS, dato que corroboraria Allande como un buen emplazamiento para el castafio
(Figura 3.5).

Estas propiedades del suelo estdn directamente relacionadas con la
disponibilidad de nutrientes, sin embargo, la asimilacion, distribucion y acumulacion de
estos nutrientes en la planta es un proceso complejo. Algo tan aparentemente esperado
como puede ser la relacion entre las propiedades del suelo y la disponibilidad de
nutrientes con la concentracion de estos en las hojas, no siempre se constata (Arrobas et
al., 2018).

3.3.5 Estatus nutricional foliar

En la Tabla 3.7 se muestran los resultados obtenidos del andlisis quimico
elemental foliar realizado en las hojas de los castafios de las zonas de estudio, Allande y
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Caso. Las diferencias significativas se observan en el contenido en N y P, presentando
valores superiores de N las hojas de los arboles desarrollados en Caso, y superiores en P
las de los arboles de Allande.

Tabla 3.7. Analisis quimico elemental foliar de Castanea sativa en
las zonas de Allande y Caso (media + EE). * Diferencia significativa
entre zonas (ANOVA, comparacion de medias, p < 0.05, n=3).

Zona
Elemento Quimico Allande Caso

N (%, m/m) 2.22% (£0.12) 2.64* (+0.073)
P (%, m/m) 0.270* (+0.029) 0.143* (0.0088)
K (%, m/m) 1.000 (+0.026) 1.106 (+0.030)
Ca (%, m/m) 0.490 (0.093) 0.443 (+0.078)
Mg (%, m/m) 0.430 (+0.074) 0.300 (+0.026)
Na (%, m/m) 0.0100 (+0) 0.0033 (£0.0033)
B (mg kg 18.8 (+2.8) 21.3 (+0.65)
Mn (mg kg 1150 (+85) 1083 (+142)
Fe (mg kg?) 85.6 (+3.4) 91.7 (£4.9)
Zn (mg kg™ 26.6 (£1.2) 30.3 (+1.5)
Cu (mg kg™ 9.48 (+0.89) 8.95 (0.65)
Mo (mg kg) <0.100 (z-) <0.100 ()

La realizacion del analisis elemental foliar se llevo a cabo para intentar ver si el
estado nutricional de los castafios era diferente a pesar de las pocas diferencias
encontradas en el contenido de nutrientes del suelo. En general, el estado nutricional de
una planta se refleja mejor en el contenido mineral de sus hojas (Portela & Louzada,
2005). Sin embargo, la ausencia de correlacion entre la disponibilidad de los elementos
del suelo y su concentracion en hoja es un aspecto también observado (Arrobas et al.,
2018). En este sentido, vemos como el contenido en N foliar es menor en las hojas de
los castaiios de Allande (Tabla 3.7), aun cuando el contenido en nitratos (NO3’) es igual
en las dos ubicaciones y el N total, ligeramente superior en Allande. En la rizosfera, la
mayor parte del N se encuentra en forma organica por lo que los valores de N total no
son muy indicativos ya que la planta es capaz de utilizar solamente el N en forma de
NOs" 0 de amonio (NH4"). A pHs acidos la planta se nutre fundamentalmente de NOs™ y
con esta absorcion suele producirse un incremento del pH que hace que esté mas
disponible el NH4*. Con la absorcién de NH4* ocurriria lo contrario, bajaria el pH y
pasaria a estar mas disponible el NOs". Esta conocida regulacion del pH por la
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asimilacion alterna de estos dos iones es poco probable que se esté produciendo en
ambas ubicaciones, dado el caracter acido de su suelo y, por tanto, la fuente
fundamental de N sera el NOs™ que, aunque igual de abundante en ambas ubicaciones,
podria estar méas disponible en Caso por su mayor acidez respecto a Allande. EI N
organico afecta de forma indirecta a la disponibilidad de N para la planta, influenciada
por pardmetros tales como la presencia de microorganismos capaces de transformarlo
por mineralizacion, desnitrificacion y pérdida en forma gaseosa, adsorcion a coloides
arcillo-himicos y lixiviacion.

Interpretar el mayor contenido de N observado en las hojas de los castafios de
Caso (2.64 %) como excesivo para las concentraciones adecuadas en plantas, 1.5 %
(Barceld et al., 1987), y por lo tanto considerar este valor como parte de la fase toxica
donde un exceso del elemento influye negativamente en el desarrollo vegetal, aportaria
un argumento mas a la peor calidad de los castafiares de Caso, pero sin datos
documentados de curvas de accion (curvas de cosecha), para este elemento y especie
vegetal, y no diferencidndose demasiado este valor de los publicados por otros autores
[1.53-1.80 (Leonardi et al., 1996), 2.01 (Santa Regina, 2000), 2.81 (Toprak &
Seferoglu, 2013) y 2.12 % (Portela et al., 2015)], es dificil poder confirmar esta
relacién. Ahora bien, la mayor acumulacién de N en forma de NOs™ en la planta cuando
la radiacion solar es insuficiente es un fendmeno conocido y descrito para hortalizas de
hoja, como puede ser Brassica alboglabra (He et al., 2015), por su posible efecto toxico
en la alimentacién humana.

Respecto a la diferencia encontrada en el contenido de P en las hojas de los
castafios de Caso (0.143 %) (Tabla 3.7), y utilizando el mismo planteamiento
explicativo usado para el N, pero ahora en el extremo contrario, se puede considerar el
contenido de P, inferior a los publicados por otros autores [0.250-0.280 (Leonardi et al.,
1996), 0.24 (Santa Regina, 2000), 0.18 (Toprak & Seferoglu, 2013) y 0.171 % (Portela
et al., 2015)], como deficiente para la concentracion adecuada en plantas, 0.2 %
(Barcel6 et al., 1987), y por lo tanto que el elemento en cuestion influya negativamente
en el desarrollo vegetal, lo que aportaria otro aspecto mas a tener en cuenta en la peor
calidad de los castafiares de Caso. La diferencia en el P foliar entre ambas zonas (0.270
% frente a 0.143 % en Allande y Caso, respectivamente) (Tabla 3.7), puede
relacionarse con el mayor contenido de este elemento en el suelo de Allande y con un
pH mas favorable, menos &cido, para la asimilacion de este nutriente. ElI P es un
elemento muy poco movil y cuya absorcion estd limitada por pardmetros ambientales,
tales como la temperatura, ademas de por el ya mencionado pH. Las condiciones de las
parcelas de Caso, a este respecto, también resultan desfavorables por tener unas
temperaturas minimas inferiores.

La relacion N/P en hojas es un parametro interesante a tener en cuenta. Aerts &
Chapin (1999) proponen que una relacién N/P en hojas en torno a 10 es éptima para el
crecimiento de la planta, aunque este valor varie considerablemente entre especies. Esta
relacién en las hojas de los castafios de las parcelas de Allande toma un valor de 8.2,
muy cercano al éptimo y, sin embargo, en Caso estaria desplazado al N (18.5), lo que
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conduce a confirmar que las caracteristicas, desde el punto de vista nutricional, son méas
desfavorables para esta Ultima zona.

No obstante, el P no ha sido considerado como uno de los elementos mas
importantes y limitantes para el desarrollo del castafio, tal y como ocurre con el Mg o el
B (Arrobas et al., 2017). Los niveles de B encontrados en las hojas de los castafios
situados en las parcelas de estudio estarian en el limite inferior segun el rango descrito
en las publicaciones mas recientes (Arrobas et al., 2017, 2018), de 20 a 100 mg kg2, y
el Mg en valores intermedios dentro del rango 0.2-0.6 %. Respecto a los otros dos
macronutrientes importantes en el desarrollo vegetal, K y Ca, se encuentran en valores
medios y en el limite inferior, respectivamente, segun los rangos de los autores
mencionados (Tabla 3.7).

Por tanto, entre las zonas de estudio, el porcentaje en N y P en las hojas, y sobre
todo la relacion entre ambos, establecen las diferencias significativas, siendo Allande la
zona que muestra un valor éptimo para el crecimiento vegetal. Estas diferencias foliares
no se correspondieron con los parametros edaficos, que se centraron en un mayor pH,
menor concentracion de Ca?*, menor CIC, menor porcentaje de arcilla y mayor de arena
en Allande. No obstante, como ya se ha dicho, esta relacién no siempre se produce de
forma directa, ya que todo el proceso de absorcion, transporte y acumulacién o
transformacion de los elementos minerales no es un proceso sencillo, formando parte
del proceso tejidos que actian como reserva, como es en ocasiones el tronco del arbol.
En este sentido, Hevia et al. (2018) sugieren que, debido a la actividad celular de la
albura, tanto la deposicion elemental en esta, como el intercambio y los procesos de
transporte entre este tejido y el duramen, acttan y son reflejo del estado nutricional del
arbol (DeWalle et al., 1991; Hietz et al., 2015). La translocacion elemental de la madera, a
menudo, presenta diferencias en una misma especie ubicada en distintos sitios,
dependiendo de la absorcién que se produzca desde las raices y el intercambio de
nutrientes en las hojas (Andrews et al., 1999).

3.3.6  Analisis quimico elemental del tronco

Los resultados del analisis dendroquimico de la madera (duramen y albura)
realizado en discos de castafios de las zonas de estudio, Allande y Caso, se muestran en
la Figura 3.6. Entre albura y duramen se aprecian diferencias significativas en cuatro
elementos (Ca, K, Fe y Mn), siendo la albura la que muestra valores superiores. Entre
zonas, las diferencias son significativamente favorables a Allande para el K, en duramen
y albura, y el Mn, sélo en albura, mientras que son favorables a Caso en el Mg, para
ambos tejidos. De entre los elementos analizados destaca el Ca en cuanto a la
correspondencia con los anillos de crecimiento del arbol (Figura 3.7), mostrando un
claro incremento en los crecimientos de primavera (madera temprana), al igual que
obtuvieron Scharnweber et al. (2016) para esta misma especie. Hietz et al. (2015)
observaron esta correspondencia en Chukrasia tabularis, corroborandola con la
observacion de cristales de Ca fuertemente incorporados en el parénquima que marca
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los limites del anillo de crecimiento. En coniferas también se comprob6 esta relacion
(Silkin & Ekimova, 2012; Hevia et al., 2018). Poussart et al. (2006), ademéas de
relacionar el Ca con el crecimiento anual de Miliusa velutina, correlacionan
significativamente las intensidades maximas de este elemento en los anillos de
crecimiento con las lluvias monzonicas de la zona durante la estacion seca, sugiriendo
un vinculo entre la cantidad de Ca y la variabilidad subanual en la precipitacion. Un
incremento de las precipitaciones durante cortos periodos de tiempo puede aumentar la
biodisponibilidad de nutrientes, sin embargo, si estas precipitaciones se prolongan en el
tiempo podrian favorecer la pérdida de nutrientes por lixiviacion, en especial en suelos
acidos (St. Clair et al., 2008). Algunos autores (Peterson & Anderson, 1990; Osteras,
2004; Poussart et al., 2006) vinculan ésta marcada presencia del Ca en los anillos de
crecimiento a su posible unién a pectinas, principal componente de la lamina media de
la pared celular, lo que estaria en concordancia con el papel estructural de este elemento
en las células (Martin et al. 2001).

La notable diferencia entre la albura y el duramen en la mayoria de los
elementos analizados es debido a la naturaleza de estos tejidos, claramente diferencial
en estas dos partes. Esta diferencia es mas marcada para el K, Mn y, en menor medida,
Ca. El incremento de estos tres elementos en la albura se aproximaria a un modelo
exponencial, incrementando de este modo la dispersion de datos globales (Figura 3.6),
resultados similares a los obtenidos por Hevia et al. (2018) en Pinus uncinata. A
medida que las células se van muriendo y la madera lignificandose (duramen), ciertos
elementos migran, o son atraidos, hacia tejidos mas activos (albura) donde son
necesarios para el desarrollo fisiologico de la planta.

Algunos autores plantean que la diferente composicion elemental del duramen y
la albura podria estar relacionada con la disponibilidad de los elementos en el suelo, lo
que implicaria un control ambiental directo sobre la resorcion de nutrientes de la madera
(Andrews et al., 1999; Meerts, 2002; Hevia et al., 2018). Otros, sin embargo, plantean
si esto depende mas del envejecimiento del arbol o de influencias ambientales (Smith &
Shortle, 2003).
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Figura 3.6. Series temporales medias de los valores normalizados (Z-scores) (izquierda) de los
macronutrientes (Ca, K y Mg) y micronutrientes (Fe y Mn) para Castanea sativa en Allande (All
y rojo) y Caso (Cs y azul). El area gris representa la albura para las muestras estudiadas. Se
presenta la correlacién (r, Pearson) entre series para cada elemento en el duramen (izquierda) y
la albura (derecha) y su nivel de significacion (P). n.s.: Diferencias no significativas (P > 0.05).
Diagramas de cajas (derecha) y diferencias en los elementos (Z-scores) en una misma zona entre
duramen vy albura (letras mindsculas) y entre zonas para duramen o albura (letras mayusculas)
para el periodo comin 1970-2011. Letras diferentes indican diferencias significativas (HSD
Tukey).
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Figura 3.7. Perfil de Ca (amarillo) en una muestra de madera de castafio de Caso.

Ademas de los requerimientos nutricionales que pudieran existir en el tejido en
crecimiento de la planta, la movilidad de los elementos en la madera es menor en
aquellos con cargas méas altas, que se unen mas fuertemente a la pared celular en
comparacion con los alcalinos (Hietz et al., 2015). La movilidad de los cationes en el
xilema de un &rbol se ve fuertemente afectada por el intercambio de estos, siendo menos
moviles (mayor capacidad de fijacion) cuanto mayor sea su valencia (carga) y diametro
atomico (Hoffmann et al., 1994). Esta explicacion fisicoquimica del movimiento
elemental de los cationes tiene que complementarse con las necesidades y mecanismos
bioldgicos. Una movilidad limitada de algunos elementos, por su capacidad para formar
complejos estables y fuertemente retenidos en las paredes celulares, impediria su
translocacion, explicando asi por qué algunos elementos pueden proporcionar mas
informacion historica de las perturbaciones reales sufridas por el arbol que otros
(Monticelli et al., 2009). La movilidad (translocacion) que se puede asignar a los
elementos analizados en nuestro andlisis dendroquimico es bastante variada. Esta
variacion, posiblemente debida al reparto desproporcionado de la afinidad quimica de
los cationes y de los requerimientos biologicos de estos por la planta, es complicada de
explicar, ya que es dificil conocer totalmente el entorno y el destino vegetal de estos
elementos.

A pesar de la ausencia de diferencias significativas globales entre las dos
localidades para el Ca y el Mn en el duramen, los resultados del analisis en los anillos
correspondientes a los afios 70 muestran un mayor contenido en Caso. Esto puede ser
debido a la diferencia de edad de los castafios en las zonas de estudio (54.7 afios de
media para los castafios dominantes apeados en Allande, y 47.5 para los de Caso) que
condiciona la asimilacion de estos elementos, siendo superior en &rboles mas jovenes.
La permeabilidad del Ca en la raiz (endodermis) varia segun maduracion, siendo en
estados inmaduros muy elevada y disminuyendo con la edad (Diaz et al., 2007).
Ademas de esta diferente capacidad de captacion de nutrientes en funcion de la edad del
arbol, recordar que el contenido de Ca?' analizado en los suelos de Caso fue
significativamente superior al obtenido en Allande (Tabla 3.6). En los afios intermedios
se observa que Ca y Mn se igualan en ambas zonas, y en los ultimos, en la albura y final
del duramen, se invierte el resultado, pasando a mostrar niveles superiores en Allande,
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Ilegando a ser significativos para el Mn en la albura. EI mayor contenido de Ca en los
ultimos 8 afios de crecimiento del duramen de los castafios de Allande respecto a los de
Caso se observa claramente en la representacion grafica temporal para este elemento
(Figura 3.6). Este mayor contenido de Ca en Allande en estos afios podria estar
relacionado con el mayor IS encontrado para los castafiares de esta zona (Tabla 3.1), ya
que elevados niveles de este elemento pueden relacionarse con mayores crecimientos en
diametro del tronco (Osterds, 2004). Ca y Mn muestran un comportamiento similar,
como también lo encontraron Martin et al. (2001), sugiriendo una funcién estructural
para ambos elementos y proponiendo la competencia entre ellos por los sitios de
intercambio de cationes en las paredes celulares. La serie temporal obtenida para el Mn
resulta bastante similar a la observada por Scharnweber et al. (2016) también para C.
sativa en Asturias, ya que se observa una ligera disminucion de este elemento a lo largo
de los afios en que se formd el duramen, y valores significativamente superiores en la
albura de Allande respecto a la de Caso.

En la Figura 3.6 se observa como el K es el elemento que muestra un
comportamiento diferencial mas claro y Ilamativo entre el duramen y la albura. Ademas
de la evidente diferenciacion entre duramen y albura, el contenido casi nulo de este
elemento en el duramen (dato no mostrado, pero apreciable en los datos sin normalizar)
y su considerable presencia en los tejidos mas recientes, da una idea de la movilidad de
este cation monovalente, siempre a favor de los ultimos afios de crecimiento del arbol, y
muy probablemente relacionada con las propiedades fisicoquimicas idénicas comentadas
con anterioridad. Resultado acorde con la tendencia decreciente desde la corteza a la
médula que Scharnweber et al. (2016) observaron en C. sativa y P. sylvestris L. Colin-
Belgrand et al. (1996) destacaron el K como el elemento mas movil en su estudio de
translocacion interna de nutrientes en el tronco de C. sativa, con una translocacion que
alcanzé aproximadamente el 60 %. Este considerable aumento de K en la transicién de
duramen a albura también se ha encontrado en especies como Quercus robur (Smith et
al., 2014) o P. uncinata (Hevia et al., 2018). Peterson & Anderson (1990), mediante
analisis quimico de la madera de P. contorta variedad murrayana y P. albicaulis,
también encontraron esta diferencia de K entre los tejidos mas jovenes y los de mayor
edad, atribuyendo esta translocacion al proceso de formacién de la madera, destacando
que el K no tiene un papel estructural en las plantas, pero si otras funciones de gran
importancia para éstas (cataliticas, osmdticas, turgentes, estomaticas, de desarrollo
celular y fotosintéticas) (Coskun et al., 2014), de ahi su movimiento radial hacia tejidos
mas activos, como la albura. La presencia significativamente superior de este elemento
en duramen y albura para los arboles de Allande pone de manifiesto que, a pesar de que
el andlisis fisicoquimico del suelo (Tabla 3.6) y el foliar (Tabla 3.7) no alcance a
mostrar diferencias significativas entre localidades, las condiciones mas favorables de
las parcelas de Allande (mayor IS) parecen favorecer la presencia de este elemento en
estos tejidos.

El Mg y Fe no muestran tendencias claras, debido a su mayor variabilidad en el
tiempo. De hecho, el Mg es el unico elemento de los analizados que no muestra
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diferencia entre duramen y albura, y que su contenido medio, en ambos tejidos, es
significativamente superior en Caso, lo que resulta Ilamativo, pues en esta localidad la
disponibilidad del elemento en el suelo como cation intercambiable y elemento
asimilable es menor (Tabla 3.6), aunque no significativamente, como también se
observo en hoja (Tabla 3.7). Bondietti et al. (1990) proponen migraciones centripetas
para el Mg debidas a la mayor afinidad de este elemento por la madera envejecida,
llegando incluso a valorar la sustitucion de Ca por Mg o Mn. Si, ademas de esto, se
tiene en cuenta la alta solubilidad del Mg y su facilidad para el transporte en la planta
(Peterson & Anderson, 1990; Cakmak & Yazici, 2010), podria justificarse la gran
variabilidad de este elemento encontrada en nuestras muestras. En cuanto al Fe, su
transporte a traves del xilema es predominantemente formando complejos (quelatos) en
su forma Fe®*", aunque, debido a su relativa facilidad para cambiar su estado de
oxidacion (Fe?*/Fe*) en funcion del ligando al que acompafie, resulta de especial
importancia en los sistemas redox bioldgicos (Juarez et al., 2007). Por esta particular
reactividad tan dependiente de ciertos compuestos quelantes puede ser debida la elevada
variabilidad observada de este elemento en nuestras muestras. Su funcionalidad, mas
fisiologica que estructural justificaria su mayor presencia en albura.

En la inmovilizacion de ciertos cationes, por unién a determinados compuestos
de la madera, hay que destacar que muy probablemente una parte importante de estos
compuestos sean fenoles, mas concretamente taninos, ya que este tipo de compuestos
tienen una demostrada capacidad de quelacién (captacion) de iones elementales
(Psotova et al., 2003; Michalak, 2006; Liang et al., 2008; Karama¢, 2009). Teniendo en
cuenta que las condiciones ambientales donde crecen los arboles influyen, ademas de en
su composicién, crecimiento y desarrollo, en el metabolismo secundario y, por ende, en
la concentracion de los compuestos fenolicos de sus tejidos y 6rganos (Kraus et al.,
2004), el andlisis de estos compuestos es necesario para una mejor comprension de los
procesos bioguimicos vegetales.

3.3.7 Composicion fendlica de la corteza, albura y duramen del tronco

El perfil fendlico en corteza (exterior e interior), albura y duramen de C. sativa
que se muestra en la Tabla 3.8 esta desglosado en FT, que indican el contenido total de
este tipo de compuestos, TC y TH, diferenciando en estos Gltimos Gts y Ets. TCy TH
agrupan una parte de los compuestos fenolicos de alta masa molecular, entre 500 y
30000 Da (Serrano et al., 2009). Estos resultados muestran diferencias significativas en
los FT, TC y TH de la corteza exterior, en los TC de la corteza interior, en los FTy TC
de la albura, y en los FT del duramen. Salvo en los TC de la corteza exterior, donde los
valores son superiores en Caso, el resto de los compuestos fenolicos analizados lo son
en Allande. Generalizando el mayor contenido fendlico en tronco para los arboles de
Allande, y considerando el mayor contenido en Ca observado en los ultimos afios de
crecimiento de los arboles de esta zona (Figura 3.6), se confirmaria el efecto inductivo
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que produce este elemento en la produccion de compuestos fendlicos a nivel fisioldgico
en las plantas (Finger et al., 2006; Giel & Bojarczuk, 2011; Ngadze et al., 2014).

Tabla 3.8. Composicion fendlica de la corteza, albura y duramen de los castafios en las zonas de
Allande y Caso (+ EE). * Diferencia significativa entre zonas (ANOVA, comparacion de medias, p
< 0.05, n = 27 para FT y TC, y n = 9-17 para TH). ? Fenoles Totales (mg equivalentes de &cido
galico por g de peso seco). ® Taninos Condensados (mg equivalentes de (+)-catequina por g de peso
seco). ¢ Taninos Hidrolizables. ¢ Galotaninos (mg de galato de metilo por g de peso seco). ©
Elagitaninos (mg de acido eldgico por g de peso seco).

a b TH c
FT TC !
ji (mg EAG gys) (mg EC gy Gts Ets ®
Tejido  Zona (mg GM g5o) (Mg AE g'L,0)
Corteza Allande  121.6* (+3.1)  0.497*(+0.044)  1162*(+0.99)  7.39* (+0.62)
Exterior  Caso  80.8%(+35)  0.686* (+0.052)  6.91* (+0.48)  4.84% (+0.27)
Corteza Allande  78.7 (+4.6) 1.76* (+0.38) 9.2 (+1.4) 5.34 (+0.64)
Interior Caso 68.8 (+2.7) 0.71* (+0.084) 7.3 (+0.71) 5.03 (+0.76)
Alburg AVlande  362¢(+1.6)  0.506* (+0.037) 3.44 (+0.50) 3.19 (+0.65)
Caso  13.8*(+1.6)  0.288* (+0.045) 1.82 (+0.69) 1.72 (+0.70)
Suramen Allande - 82.4* (+2.6) 0.457 (+0.037) 12.0 (+1.6) 10.3 (+1.3)
u
Caso  703*(+5.1) 0.346 (+0.050) 8.8 (+1.7) 7.8 (+1.7)

Como se comentd en el apartado anterior, la movilidad o fijacion de algunos
elementos depende de la union de estos a ciertos compuestos, entre los que estan los
fenoles. La mayor afinidad del Mg por la madera envejecida (Bondietti et al., 1990)
puede ser debida al mayor contenido fendlico presente en el duramen respecto a la
albura, como puede apreciarse en nuestros resultados (Tabla 3.8). Meerts (2002) sefiala
que durante la conversion de la albura en duramen se produce una extensa translocacion
de compuestos quimicos, los secundarios, entre los que estan los compuestos fendlicos,
tienden a acumularse en el duramen, y los de almacenamiento, como almidoén, azucares
solubles, aminoacidos y elementos minerales, migran de los anillos de albura
senescentes a los mas recientes.

En otras fagaceas, como el roble, se sabe que el principal factor que influye en la
composicion de elagitaninos es la especie, pero que también tiene importancia el nicho
ecoldgico en el que crecen y que la madera de verano tiene un contenido superior a la de
primavera (Prida et al., 2006). Vivas (2005) expone que la gestion del monte, asi como
el IS en el que crecen los arboles, determina el engrosamiento de los troncos al
modificar el crecimiento de primavera y verano, y por tanto el ancho de los anillos. Asi,
los arboles gestionados, o aquellos que crecen en buena CE, presentan anillos mayores y
con mayor proporcion de madera de verano, lo que también modifica la composicion de
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la madera, tanto a nivel de macromoléculas implicadas en las propiedades mecanicas
(polisacéaridos o ligninas), como de sustancias extraibles (elagitaninos, &cidos y
aldehidos fenolicos, cumarinas, etc.).

La relacion entre la disponibilidad de nutrientes, la asimilacion de estos por la
planta y la capacidad de crecimiento de cualquier especie es directa, sin embargo, la
relacion entre la disponibilidad de nutrientes y el acdimulo de fenoles y taninos suele ser
inversa para los tejidos foliares y no siempre se correlaciona en raiz (Kraus et al., 2004).
La razdn que justifica esta relacion inversa se basa en el hecho de que un exceso de C,
con deficiencia en otros nutrientes, deriva la actividad metabdlica hacia el metabolismo
secundario rico en C, como los fenoles. Esta hipotesis se fundamenta en el hecho de que
se encuentra en general mayor concentracion de estos compuestos en plantas deficientes
nutricionalmente y cultivadas en atmosfera rica en CO2> o con mayor aporte de luz
(Kraus et al., 2003). Dado que el analisis foliar no pone de manifiesto deficiencias en
los nutrientes analizados, no podemos establecer una clara relacion con el diferente
perfil fendlico obtenido en las parcelas de las dos ubicaciones, sin embargo, si pudiera
explicarse en base a una mayor proporcion de C derivada de una mejor orientacién y el
mayor contenido fenolico de los tejidos analizados en los castafios de Allande estaria en
concordancia con los efectos favorables que los compuestos fenolicos aportan a la
planta.

No obstante, resulta Ilamativo el hecho de que en la corteza externa los TC sean
mas abundantes en los arboles de Caso. Funcionalmente, los fenoles se clasifican en dos
grandes grupos, aquellos que se sintetizan de forma normal en el desarrollo de la planta
y aquellos que se forman en respuesta a una agresion o paralelamente a la misma
(Beckman, 2000). La presencia de células especializadas en la acumulacion de fenoles,
en forma reducida, se consideran un sistema de defensa que la planta pone en marcha
ante la aparicion de patégenos. Beckman (2000) explica como las células de
almacenamiento fendlico actan programando varios procesos de defensa frente a la
rapida y extensa distribucion de aquellos patdgenos vasculares, como hongos, capaces
de penetrar los vasos Xilematicos, germinando y esporulando rapidamente, con la
amenaza que esto supone para la planta. En este sentido, se ha visto que los fenoles
actlan como protectores vegetales frente a ciertos patégenos, como el hongo
Phytophthora cinnamomi Rands (Dinis et al., 2011; ORwald et al., 2014), causante de la
importante patologia conocida como tinta del castafio. Actualmente, en el Principado de
Asturias la incidencia de esta enfermedad es baja y no se ha visto la sintomatologia
producida por la misma en las parcelas de este estudio. Por el contrario, el chancro del
castafio, enfermedad debida al hongo C. parasitica, esta ampliamente extendido en esta
Comunidad Auténoma, siendo su incidencia notable en las parcelas de Caso, Yy
totalmente ausente en las de Allande (Tabla 3.9). En este sentido, la mayor
concentracion de taninos condensados de las cortezas exteriores de los arboles de las
parcelas de Caso podria estar relacionada con la presencia de la enfermedad, pues se
sabe que frente a infecciones fungicas estos compuestos son liberados, oxidados y
polimerizados, uniendose a otras moléculas como proteinas o carbohidratos de la pared
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celular, formando estructuras lignificadas de proteccién o componentes toxicos para los
patdgenos (Beckman, 2000). La relacion entre las proantocianidinas (TC) y la defensa
frente a hongos ha sido establecida para otras especies (Panjehkeh et al., 2010).

Tabla 3.9. indice de chancro en campo (IChC) en las zonas de Allande y Caso (media +EE).

Allande Caso
Parcela 1 2 3 1 2 3
IChC 0 0 0 7.28 (£0.44) 5.89 (x0.012) 5.25 (+0.57)

Con la intencidn de constatar esta aparente relacion de la presencia de chancro y
la acumulacién de TC en la corteza, se realiz6 un ensayo en condiciones controladas.

3.3.8 Crecimiento in vivo de Cryphonectria parasitica en ramas ex situ

Este ensayo pretende valorar el crecimiento en superficie de C. parasitica en la
corteza y madera de ramas adultas de castafios de las parcelas de Allande y Caso. La
corteza y la madera se inocularon con C. parasitica tanto por separado como
conjuntamente (corteza+madera, con el inéculo entre ambos tejidos). Los resultados
obtenidos se muestran en la Figura 3.8.
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Figura 3.8. Crecimiento medio en superficie (mm?) de Cryphonectria parasitica
sobre la corteza (Cort) y madera (Mad) de las ramas de los castafios de Allande y
Caso ensayadas separadamente y de forma conjunta. Las diferencias significativas
se muestran con diferentes letras o numeros. Letras mindsculas entre zonas,

110 nameros entre un mismo tejido de forma separada o conjunta y letras mayusculas
entre distintos tejidos separados o conjuntamente. ANOVA, post hoc DMS, p <
0.05, n = 15 para corteza y madera por separado, y n = 30 para corteza+madera.
Las barras verticales sobre las columnas representan el EE.



Capitulo 3

Los resultados de este bioensayo corroboraron las diferencias observadas en
campo, destacando el menor crecimiento de C. parasitica en las ramas de Allande
respecto a las de Caso, tanto en corteza como madera por separado. Cuando el hongo
crece entre la corteza y la madera (corteza+madera), con ambos tejidos en contacto, es
curioso el considerable aumento del crecimiento en la corteza de las ramas de Allande
respecto a este tejido ensayado de forma aislada, lo que hizo que la diferencia con el
mismo tejido de la otra zona dejase de ser significativa, aunque manteniendo un
crecimiento inferior en Allande. Los resultados obtenidos en madera son similares tanto
de forma separada como conjunta, confirmando en ambos casos la mayor
susceptibilidad de Caso. Destacar también, en general, el menor crecimiento producido
en la madera.

La mayor susceptibilidad de las ramas procedentes de las parcelas de Caso en
este ensayo ex situ indica que la mayor presencia de la enfermedad en los arboles de
esta zona no se debe solo a un ambiente méas favorable para el desarrollo del hongo o a
la mayor presencia de la enfermedad en el entorno, como a priori se podria pensar, sino
que, ademas, es también debida a la menor resistencia 0 mayor susceptibilidad de los
arboles crecidos en estas condiciones aparentemente mas desfavorables para estos. La
deficiencia en P en las hojas de los arboles de estas parcelas (Tabla 3.7) puede
relacionarse con su mayor susceptibilidad a C. parasitica, ya que estd demostrado que
frente a un déficit en este nutriente los vegetales reaccionan reduciendo sus defensas
para fomentar la simbiosis con micorrizas que contribuyen a la asimilacion de este
elemento, priorizando de este modo la nutricion frente a la defensa (Castrillo et al.,
2017). No obstante, las diferencias obtenidas entre zonas en el contenido fendlico de los
distintos tejidos analizados del tronco (Tabla 3.8) podrian ser también una de las causas
de la diferente tolerancia al chancro observada tanto en campo como en laboratorio.
Hebard y Kaufman (1978) observaron una fuerte relacion entre la resistencia a C.
parasitica y el mayor contenido de TH en los tejidos callosos de cinco tipos de castafio
con diferente grado de resistencia a este hongo. Estos mismos autores describen también
la correlacién negativa que encontraron de los TC con la resistencia al chancro. Todos
los tejidos analizados de Allande tenian un mayor contenido en TH, aunque las
diferencias solo fueron significativas en la corteza exterior. Para los TC se puede
observar justo la dindmica contraria, que podria ser debida a la produccion de estos
compuestos en respuesta a la presencia de la enfermedad, muy extendida en Caso, por lo
que seria mas el efecto que la causa.

Que las diferentes condiciones edafoclimaticas condicionan tanto las
propiedades fisicas como las caracteristicas quimicas de la madera, entre las que se
encuentra el perfil fenolico, es un aspecto definido y evaluado para las especies
utilizadas en toneleria, fundamentalmente para el roble (Ferndndez de Simdon &
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Cadahia, 2007). Los anillos de crecimiento de la madera estan constituidos por dos
zonas bien diferenciadas tanto en propiedades fisicas como en aporte de compuestos
quimicos, estas dos zonas constituyen los crecimientos de primavera y verano.
Logicamente el mayor potencial de desarrollo durante la estacion de crecimiento estara
mediado por la CE, que influira en el ancho del anillo, determinado fundamentalmente
por el crecimiento de verano, en sus propiedades fisicas, como el grano y la textura, y
en la composicion quimica.

El mayor contenido fenolico en el tronco del castafio de las parcelas con mayor
IS estaria relacionado con su mayor vigor, que a la vez se debe a unas condiciones
ambientales méas favorables que le permitirdn mantener el crecimiento un periodo mas
largo de tiempo. De cualquier forma, relacionar el IS con el contenido fendlico no es
sencillo, pero el hecho de que unas condiciones edafocliméaticas determinadas
favorezcan el crecimiento y desarrollo de los castafios, como son las condiciones de
Allande, ademés de un mayor contenido fendlico, es un aspecto interesante, tanto desde
el punto de vista de las posibles defensas del arbol, como desde una perspectiva mas
productiva, dado que los fenoles y taninos juegan un papel importante en los productos
derivados de la madera al actuar como protectores ultravioleta (Mahdavian et al., 2008;
Ramya & Balakrishnan, 2013; Inostroza-Blancheteau et al., 2014; Galifianes et al.,
2015) y antimicrobianos (Garcia-Mateos & Pérez-Leal, 2003; Arruda et al., 2016).

3.3.9 Durabilidad de la madera de castafo en funcion de su contenido fenélico

Con este ensayo tratamos de evaluar el efecto que tienen 2 tratamientos
extractivos convencionales de la madera de castafio sobre la durabilidad de esta y
determinar su relacion con los FT en la madera tratada por estos procedimientos.

Las probetas de madera de castafio secada de forma mixta (natural mas camara
de secado) se sometieron a dos tratamientos extractivos habituales de la madera,
deslavado (segin la norma UNE-EN 84:1997) y vaporizacién. El contenido fendlico
(FT) y la durabilidad de estas muestras, antes y después de ser tratadas, junto con
probetas de madera de haya sin tratar (muestra de referencia exigida por la norma UNE-
EN 350-1:1995) se muestran en la Tabla 3.10.
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Tabla 3.10. Fenoles totales (FT, mg equivalentes de acido galico por g de peso seco)
(media £EE) y clases de durabilidad del duramen (segln la norma UNE-EN 350:2016). *
Madera de castafio tratada segin la norma espafiola UNE-EN 84:1997. ** Madera de
castafio tratada por vaporizacion. Diferentes letras indican diferencias significativas entre
los distintos tipos de madera (ANOVA, post hoc, DMS, p < 0.05, n=9). 1: Muy durable,
2: Durable, 4: Poco durable y 5: No durable.

Clase de durabilidad

Madera (mg E,[:\g gos) Teorica Experimental
Haya 7.5¢ (+0.32) 5(4) 5
Castafio 112.5% (+2.6) 2(1) 1
CastEN84 * 91.2° (+6.9) 2
CastVap ** 67.8° (+3.6) 2

En base a estos resultados se confirma la existencia de una relacion entre los FT
y la durabilidad de la madera, tanto entre diferentes especies, haya (Fagus sylvatica L.)
frente a castafio (C. sativa Mill.), como entre maderas de una misma especie tratadas de
distinta forma, segun la norma espafiola UNE-EN 84:1997 y por vaporizacion, en las
que se eliminan sus compuestos extraibles, tales como los fenoles. Por tanto, un mayor
contenido fendlico implica una mayor resistencia de la madera frente al ataque por
hongos basidiomicetos, como C. puteana y T. versicolor, utilizados en este ensayo.

La durabilidad natural de la madera de castaiio, combinada con sus muy buenas
propiedades mecénicas, hace que esta especie sea muy empleada en construccion
(Militz et al., 2003). En la bibliografia se recoge la relacién entre esta durabilidad y el
contenido en taninos (Eichhorn et al. 2017). Estos autores muestran una variacion radial
en la concentracion de extractos fendlicos de madera de C. sativa, obteniendo un
contenido en FT y Ets que aumenta desde la madera juvenil hasta el duramen. Ensayos
similares al realizado por nosotros, pero para otras especies, también muestran la
reduccion de la durabilidad tras el lavado de sus maderas, y, por lo tanto, con la
extraccion de las sustancias solubles en agua, se corrobora su relacion con la durabilidad
de la madera (Aloui et al., 2004; Bobadilla et al., 2005; Niamké et al., 2011).

En conclusion, los castafiares de Allande, ademas de tener una mejor calidad
productiva, también darian lugar a un producto maderero de mejor calidad, dada la
positiva relacion entre la composicion fendlica y la durabilidad de la madera de castario.
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Entre las dos localidades en estudio, Allande y Caso, parece haber mas
similitudes de las esperadas en cuanto a caracteristicas edafocliméticas, sin embargo,
algunos pardmetros edéaficos podrian relacionarse con la mayor calidad de Allande,
como son un mayor pH, un menor porcentaje de arcilla y mayor contenido de arena.
Desde el punto de vista climatico, Allande estaria favorecida por la mejor orientacion,
que garantizaria mayor insolacion, ademas de tener una menor oscilaciéon térmica y
menor humedad, por la menor pluviosidad y mayor incidencia del viento. Estas
condiciones edafocliméticas favorecerian el mejor estado nutricional de los arboles y
reduciria la presencia de chancro, tanto por ser desfavorables para el crecimiento del
hongo, como por favorecer una menor susceptibilidad, como demuestra el ensayo ex
situ,. El perfil fendlico diferencia de forma significativa ambas localidades pudiendo
relacionarse el balance de estos compuestos con IS, calidad del producto final y
susceptibilidad al chancro.

Directa o indirectamente, la presencia de arboles con distinta composicion
fenolica afectard a su entorno, modificando la pequefia fauna edafica, y, por lo tanto,
alterando la degradacion de la materia organica y el ciclo de los nutrientes. Todos estos
aspectos se abordaran en el siguiente capitulo.
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CAPITULO 4

Influencia de Castanea sativa Miller en el ecosistema

4.4  INTRODUCCION

El principal interés de la plantacion, conservacion y aprovechamiento de la
mayoria de las especies vegetales suele ser su rentabilidad econdémica para quien trabaja
con ellas. En las especies forestales, bien sea con fines madereros o como frutales, lo
mas importante es que la relacion produccién-calidad-rentabilidad sea adecuada. Las
grandes demandas de ciertas materias primas vegetales durante el siglo XIX hicieron
que se tendiera a producir lo maximo posible y a posteriori se clasificara el producto en
funcion de su calidad. Esta mentalidad de produccion hizo que muchas especies
forestales fuesen sobreexplotadas con las consecuencias que ello conlleva. Asi la
deforestacion, el empobrecimiento de los suelos y la introduccion de especies aldctonas
fueron y son los principales problemas forestales. A finales del siglo XIX y principios
del XX, cuando la demanda de materias primas forestales se rebajo, por escasez de éstas
0 por aparicion de nuevos productos, en muchos sectores se pasé a primar la calidad en
detrimento de la cantidad. A finales del siglo pasado, cuando la produccion por calidad
no alcanza la rentabilidad esperada, se busca la obtencidn de subproductos revalorizados
procedentes de los residuos o desechos forestales no aprovechados hasta el momento.
Actualmente, como un recurso mercantilista méas, se recurre a lo que siempre debio ser
lo primero a tener en cuenta, la sostenibilidad medioambiental del producto a
comercializar. La influencia de las propias especies vegetales sobre su entorno mas
préximo es un aspecto al que no se le dedico especial atencién en el pasado y que, en
los dltimos afos, empieza a ser tenido en cuenta.

La importancia del castafo, desde el punto de vista de biodiversidad, se muestra
con actuaciones tales como la inclusion de los bosques de Castanea sativa en los
habitats prioritarios de la Directiva europea 92/43/CEE (Directiva Habitat). El valor del
castafio va, por tanto, mas alla de los beneficios econémicos o paisajisticos que reporta a
la humanidad, ya que sirve de refugio a las aves y a muchos mamiferos, ademas de
suministrarles alimento. La micologia también se beneficia de esta especie, asi como
numerosos organismos que forman parte de la meso y macrofauna. Que el castafio es
generador o promotor de vida en su entorno parece evidente, e intentar profundizar en el
conocimiento de como interacciona es, aunque dificil, importante.

Tratar de estudiar y comprender la influencia de una o varias especies vegetales
sobre su entorno mas proximo requiere un gran trabajo. Ademas, considerar todas las
posibles variables medioambientales no garantiza la total comprension de estas
interacciones planta-ecosistema. La multitud de variables capaces de influir directa o
indirectamente en el ecosistema hacen que sOlo sea posible establecer algunas
relaciones y sélo se puedan abordar de forma parcial. Debido a esta gran complejidad
experimental, los resultados que se presentan en este capitulo pretenden ser una
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aportacion mas al conocimiento de la cada vez mejor conocida influencia del vegetal
sobre su entorno.

La influencia que los fenoles vegetales tienen sobre el suelo, tanto a nivel
fisicoquimico como bioldgico (flora y fauna), ha sido estudiada con anterioridad. El
aporte fendlico que los suelos reciben de las especies vegetales es un aspecto a tener
muy en cuenta en la composicion edafica (Strobel, 2001; Kefeli et al., 2003; Kanerva,
2007; Buondonno et al., 2014). En funcion del tipo y cantidad, incluso la composicion
fisicoquimica puede verse alterada. Asi, la capacidad de intercambio cationico puede
aumentar en presencia de ciertos compuestos tanicos (Halvorson, 2011, 2013), y la
capacidad quelante que poseen algunos fenoles (Psotova et al., 2003; Michalak, 2006;
Liang et al., 2008; Karamac¢, 2009), puede retener o alterar la disponibilidad de estos
elementos de los suelos.

Buondonno et al. (2014) tuvieron en cuenta el uso de la tierra y su cobertura
vegetal (agricultura intensiva, coberturas de castafio, pastos alpinos, reforestaciones
boscosas y bosques naturales) in situ, encontrando diferencias en la materia fenolica
total del suelo (bosques naturales > pastos alpinos > castafiares > reforestaciones >
agricultura intensiva). Mala et al. (2013) evaluaron el impacto de diferentes plantas
lefiosas sobre la dinamica de los acidos fendlicos en el suelo ex situ (en invernadero), no
encontrando diferencias en el contenido fendlico de estos suelos, asumiendo que esta
indiferenciacion se debid a un insuficiente seguimiento de la dindmica del suelo y al
escaso periodo de estudio (1 y 2 afios).

En la mayoria de los ecosistemas forestales, la fraccion vegetal que mas
contribuye al retorno de nutrientes son las hojas, que segun reporta Santa-Regina (2000)
para C. sativa en Caceres (zona centro-oeste de Espafia) es de 3 429 kg ha? afio,
representando un 69.8 % de la biomasa total caida en los castafiares. La contribucion de
las ramas fue del 14.8 % (728 kg ha* afio), 8.8 % de las flores (432 kg ha afio™?), 5.1
% de los frutos (250 kg ha™ afio™?) y 1.5 % de otros tejidos (73 kg ha* afio™). Los datos
que aportan Patricio et al. (2012) para castafiares de C. sativa de monte alto en el norte
de Portugal, con castafios maduros de mayor porte que los estudiados por Santa-Regina,
son muy semejantes a los mencionados, 68.6 % de hojas (3 460 kg ha afio™) también
respecto a la biomasa total caida, 19.8 % de ramas (1000 kg ha* afio?), 6.0 % de erizos
(300 kg ha! afio?) y 5.6 % de frutos (280 kg ha? afio). Con estos porcentajes de
biomasa vegetal caida, la hojarasca se puede considerar como una de las principales
fuentes de retorno de biomoléculas al suelo, siendo, ademas, la composicion de esta
hojarasca la que determinara su propia degradacién y el reciclado de nutrientes (Torreta
& Takeda, 1999; Ngoran et al., 2006; Martinez-Yerizar et al., 2007; Carnevale &
Lewis, 2009; Garcia-Palacios et al. 2013), y los fenoles compuestos activos en los
diferentes procesos de mineralizacion de la materia organica (MO) (Palm & Sanchez,
1990; Seneviratne et al., 1997; Chen et al., 2016). La descomposicion de la hojarasca se
debe a la actividad de la biota del suelo (micro, meso y macrofauna), modulada por el
uso de este. Asi, en los entornos menos alterados es la macrofauna el grupo que mas
contribuye a la descomposicion de la hojarasca, y a medida que aumenta la intensidad
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del uso del suelo, ambientes mas perturbados, la mesofauna pasa a ser el grupo mas
importante (Castro-Huerta et al., 2015). La intima relacion entre los fenoles vegetales,
los microorganismos edaficos y la meso y macrofauna detritivora presente en el
mantillo, debido al efecto disuasorio que algunos compuestos fendlicos ejercen sobre
ciertos herbivoros (Wardle et al., 1998; Hattenschwiler & Vitousek, 2000; Wallstedt et
al., 2000; Lorenz & Preston, 2002; Hao et al., 2012; Kula & Lazorik, 2015), hace que
esta interaccion sea de suma importancia en la degradacion y transformacion de la
hojarasca. Tampoco hay que olvidar a los depredadores, que actian de forma directa
sobre los invertebrados del suelo e indirectamente en la descomposicion de la hojarasca.
La supresion de estos depredadores de la red tréfica deriva, a medio plazo, en menores
abundancias de los de menor tamafio y descomponedores, provocando una disminucion
de las tasas de descomposicién de la hojarasca en bosques caducifolios (Melguizo-Ruiz,
2016).

Las interacciones bioquimicas entre plantas también participan en la regulacion
del ecosistema (Chou, 2009). La alelopatia debida al metabolismo secundario y en
ocasiones a algunos fenoles, se pone de manifiesto en las interacciones en que este tipo
de compuestos median entre especies vegetales durante alguna de las etapas de su
desarrollo (Buckley & Howell, 2004; Li et al., 2010; Al Harun et al., 2015; Cheng &
Cheng, 2015; Gelsomino et al., 2015). Este efecto fue estudiado en extractos foliares
acuosos de diferentes especies del género Castanea sobre especies horticolas (lechuga,
rdbano, pepino, cebolla, arroz y trigo), asi Li et al. (2013) compararon C. mollissima y
C. dentata, obteniendo mayor alelopatia en la primera de estas especies. Extractos
similares de C. sativa fueron usados para demostrar esta alelopatia con el rabano (Basile
et al. 2000).

A medida que se avanza en el conocimiento de los mecanismos que intervienen
en la interaccion de los fenoles con el ecosistema, se intenta establecer su papel en las
caracteristicas que los definen. Con el objetivo de concretarlo en los ecosistemas de los
castafiares se aborda este trabajo, cuyo planteamiento es valorar la influencia de la
diferente composicion de sus tejidos sobre su entorno. Para ello se eligieron castafares
de 2 zonas separadas geograficamente y con distinta calidad de estacién (CE),
pertenecientes a una red de parcelas permanentes de monte bajo de C. sativa del
Programa de Investigacion Forestal SERIDA/CETEMAS del Principado de Asturias. Se
caracterizd el perfil fendlico de los tejidos de C. sativa que con mayor frecuencia caen
al suelo y se relaciond, teniendo en cuenta la distinta composicion fendlica obtenida
para las dos zonas de estudio, con los aspectos bioldgicos y edaficos observados en
estos castanares.
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4.2 MATERIAL Y METODOS
4.2.1 Composicion fendlica en amentos, erizos, hojas y ramas

4.2.1.1 Zonas de estudio

Los castafiares objeto de estudio fueron seleccionados de una red de parcelas
permanentes de monte bajo de C. sativa del Programa de Investigacion Forestal
SERIDA/CETEMAS del Principado de Asturias, escogiendo 2 zonas (3 parcelas por
zona) bien separadas geograficamente, Allande y Caso, y con diferente CE, estimada
indirectamente a través del indice de sitio (IS) basado en el modelo de altura dominante
usado en el ajuste de las tablas de produccion elaboradas por Menéndez-Miguélez et al.
(2016) (ver subapartado 3.2.1.del Capitulo 3).

4.2.1.2 Material vegetal

Las hojas y los amentos se muestrearon en julio de 2012 y 2013, tomando una
muestra representativa de ambos tejidos en cada una de las 3 parcelas en las 2 zonas de
estudio. Las hojas se tomaron de la zona baja de la copa del arbol y los amentos caidos
recientemente se recogieron del suelo. Las muestras se transportaron desde el monte
hasta el laboratorio en nevera refrigerada con hielo, guardandolas a -80 °C hasta su
secado en liofilizador (Telstar Technologies SL, LyoQuest -55, Tarrasa, Espafia) y
molienda en molino criogénico (SPEX SamplePrep Inc., Freezer/Mill 6770, New
Jersey, EUA) con programa de trabajo por muestra de hojas de 3 ciclos con 1 min de
preenfriamiento, 1 min de molienda, 1 min entre ciclos y 7 impactos por segundo (ips)
de velocidad de impacto, y para los amentos un ciclo menos.

Los erizos (sin fruto) se muestrearon en octubre de 2012 y 2013, tomando una
muestra representativa en cada una de las 3 parcelas en las 2 zonas de estudio,
recogiendo del suelo los caidos recientemente por senescencia y se transportaron y
trataron como se describe en el parrafo anterior. El programa de trabajo por muestra
para la molienda fue de 2 ciclos con 1 min de preenfriamiento, 2 min de molienda, 1
min entre ciclos y 8 ips.

Las ramas se muestrearon en enero de 2013 y 2014, tomando 2 trozos de ramas
de aproximadamente 30 cm por arbol, de 5 arboles en cada una de las 3 parcelas y en las
2 zonas de estudio. Las ramas se recogieron de la parte baja de la copa del arbol, que no
fuesen rebrotes, con diametros entre 2 y 3.5 cm, libres de heridas, nudos y otras
alteraciones y se transportaron desde el monte hasta el laboratorio en nevera refrigerada
con hielo, manteniéndolas a 4 °C hasta su descortezado y troceado al dia siguiente. Las
cortezas y maderas se almacenaron a -80 °C hasta su secado por liofilizacion y molienda
en molino criogénico con el mismo programa de trabajo utilizado para los erizos y un
ciclo mas para la madera.

Todas las muestras molidas se guardaron a -80 °C hasta realizar la extraccion
fendlica.
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Para el tratamiento de los datos todos los muestreos se agruparon en 2 periodos
abarcando cada periodo el ciclo natural de formacion de cada 6rgano/tejido y, en el caso
de las ramas, la época de mayor probabilidad de caida al suelo (Tabla 4.1).

Tabla 4.1. Cronograma de los muestreos realizados para la toma de muestra de los 6rganos/tejidos
analizados de Castanea sativa.
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4.2.1.3 Extraccidén y cuantificacion de compuestos fendlicos

Los productos quimicos empleados y las metodologias llevadas a cabo para la
extraccion de los compuestos fendlicos estan descritos en el apartado 2.2 del Capitulo 2
(Figura 2.1).

De cada Organo/tejido a analizar se realizaron 3 extracciones. Las muestras
molidas (1 gps por muestra) se extrajeron con 100 mL de MeOH/H20 (1:1, v/v) en
agitacion durante 24 h. Los extractos se filtraron, se eliminé el MeOH y se llevo a un
volumen de 50 mL con agua, separando posteriormente una alicuota de 3 mL, que se
conservo a -20 °C para realizar la cuantificacion de los fenoles totales (FT) mediante el
ensayo Folin-Ciocalteu. El resto del extracto se sometio a 2 extracciones liquido-liquido
consecutivas, con 20 mL de éter dietilico y 20 mL de acetato de etilo, extractos
organicos llevados a sequedad y guardados a -20 °C hasta la cuantificacion
correspondiente. En el segundo extracto se cuantificaron los taninos condensados (TC)
mediante el método de la vainillina. El extracto acuoso final se liofilizé y guardé a -80
°C hasta la cuantificacion de los taninos hidrolizables (TH) mediante HPLC tras
metandlisis &cida para degradar estos compuestos a sus unidades baésicas Yy
diferenciarlos en galotaninos (Gts) y elagitaninos (Ets).

4.2.1.4 Estimacion del potencial aporte fendlico que recibe el suelo

Para el calculo del aporte fenolico (FT, TC y TH: Gts y Ets) que puede recibir el
suelo de los castafiares por parte de los organos/tejidos de C. sativa caducos o
susceptibles de caer (hojas, amentos, erizos y ramas) y valorados en este capitulo, se
realizaron 2 estimaciones. La primera de estas estimaciones se hizo teniendo en cuenta
la biomasa (kg ha? afio?) de estos 6rganos/tejidos que potencialmente caen en base a
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los resultados de otros autores, Santa Regina (2000) para hojas, amentos y ramas y
Patricio et al. (2012) para hojas, erizos y ramas. La segunda estimacion se llevo a cabo
en funcion de la biomasa (hojas y ramas) por arbol obtenida a partir de los arboles
apeados en cada zona objeto de estudio (ver subapartado 3.2.1.del Capitulo 3), la
densidad arborea (849 arboles ha para Allande y 1127 para Caso) y el contenido
fenolico ya mencionado. El desglose de las ramas en corteza y madera se hace
considerando el porcentaje medio de cada uno de estos tejidos en las ramas analizadas
(12 % de corteza y 88 % de madera).

4.2.2 Degradacion de la hojarasca

4.2.2.1 Pérdida de biomasa

El seguimiento de la pérdida de biomasa se llevd a cabo tomando hojas de
castafio recién caidas en noviembre de 2014 en las 2 zonas de estudio, dejandolas secar
a temperatura ambiente durante una semana, y, una vez estabilizada la pérdida de
humedad, introduciendo aproximadamente 10 g de hojas completas en bolsas de tela
mosquitera Maurer (Distribzione Ferritalia Soc. Coop., Padova, Italia) de fibra de vidrio
de 20 x 20 cm con malla de 1.8 x 1.6 mm. Se prepararon 300 bolsas para llevar a
campo, teniendo en cuenta que la duracién estimada de este ensayo era de 30 meses. En
cada zona de ensayo se colocan 150 bolsas, a razén de 50 por parcela, que se
distribuyeron en grupos de 5-7 sujetas por hilo de nylon a 8 &rboles distribuidos
aleatoriamente por cada parcela. Las bolsas se dejan entre la hojarasca reciente para que
las condiciones sean similares a las del resto de hojas caidas, y, finalmente, se marcan
los arboles para facilitar la recogida posterior (Figura 4.1). La periodicidad de los
muestreos fue de mayor a menor frecuencia, mensualmente durante los 3 primeros
meses, trimestralmente durante los 15 siguientes y los 2 Gltimos muestreos cada 6
meses. En cada muestreo se tomaron 3 bolsas de cada una de las 3 parcelas en las 2
zonas de estudio, que se llevaron al laboratorio, donde se recogi6 la hojarasca, se dejé
secar a temperatura ambiente durante una semana y se pesd. Posteriormente, se seco en
estufa con circulacion de aire forzado (Digitronic, JP SELECTA, Barcelona, Espafia)
durante 4 dias a 70 °C para obtener el peso seco. La pérdida de biomasa de cada muestra
se calcul6 como el porcentaje de biomasa perdida respecto a la masa inicial, estimada en
base al promedio de tres muestras de cada parcela, secadas en las mismas condiciones,
en el momento de llevarlas a campo.
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Figura 4.1. Bolsas de hojarasca en monte al inicio del ensayo.

Las muestras secadas a 70 °C correspondientes al muestreo inicial (to, hojas
recién caidas en noviembre de 2014) y las correspondientes al afio de permanencia en
campo (t12, noviembre de 2015) se almacenaron en congelador a -80 °C (Kendro, HFU
486 Basic, Langenselbold, Alemania) hasta los analisis de fenoles totales, cenizas y
elemental. Estas muestras de hojarasca se molieron en molino criogénico con programa
de trabajo de 1 min de preenfriamiento, 2 min de molienda y 8 ips de velocidad de
impacto.

4.2.2.2 Fenoles totales

De cada una de las muestras de la hojarasca secadas y molidas, a to y ti2, se tomo
1 gps (3 muestras de cada una de las 3 parcelas en las 2 zonas de estudio) para realizar la
extraccion y cuantificacion de los FT como se ha descrito en el apartado 4.2.1.3.

4.2.2.3 Cenizas

El contenido en cenizas se determind en las mismas muestras de hojarasca segun
la norma UNE-EN 14775:2010 (Biocombustibles sélidos. Método para la
determinacion del contenido en cenizas), que denomina cenizas a la masa de residuo
inorganico que queda después de la combustion de un combustible o muestra bajo
condiciones especificas, expresando los resultados de este analisis en porcentaje
respecto de la masa de la materia seca de la muestra. Para ello a 1 g de cada muestra se
le realiz6 un tratamiento previo de secado en base a la norma UNE-EN 14774-3:2010
(Biocombustibles sélidos. Determinacion del contenido de humedad. Método de secado
en estufa. Parte 3: Humedad de la muestra para analisis general), tras el cual se
depositaron en crisoles de porcelana con tapa, se introdujeron en un horno (LVT 9/11/P
330, NaberthernmGmbH, Bremen, Alemania) y se inici6 el tratamiento térmico
especificado en las normas citadas anteriormente. Una vez finalizada la combustion de
las muestras y atemperadas a temperatura ambiente, se pesaron en una balanza analitica
(XB120A, Precisa Gravimetrics AG, Dietikon, Suiza).
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4.2.2.4 Andlisis elemental

El andlisis elemental (%, m/m, de C, H y N) se realizé en las mismas muestras
de hojarasca secadas y molidas que para FT y cenizas. Este analisis se llevo a cabo en la
unidad de Ensayos Térmicos y Anélisis Elemental de los Servicios Cientifico-Técnicos
de la Universidad de Oviedo, donde se empled un analizador elemental (Elementar
Analysensysteme GmbH, Hanau, Alemania) que mediante una combustion con Oz a una
temperatura de 1000 °C, oxida completa e instantdneamente la muestra. Los diferentes
productos de combustion CO2, H20 y N2, son transportados con He, como gas portador,
a través de un tubo de reduccién y después selectivamente separados en columnas
especificas para posteriormente desadsorberlos térmicamente. Finalmente, los gases
pasan de forma separada por un detector de conductividad térmica que suministra una
sefial proporcional a la concentracion de cada uno de los componentes individuales de la
mezcla.

4.2.3 Estudio de la meso y macrofauna y actividad microbiana del suelo

4.2.3.1 Estudio meso y macro faunistico

La hojarasca para el recuento y clasificacion taxondémica de la pequefia fauna
(meso y macrofauna) se muestreo en noviembre de 2015 (otofio), febrero de 2016
(invierno) y mayo de 2016 (primavera). Los muestreos se realizaron recogiendo la
hojarasca de un area de 50 x 50 cm en 3 puntos mas 0 menos equidistantes entre si y
representativos de cada una de las 3 parcelas en las 2 zonas de estudio. EI nimero de
individuos de cada orden identificado en cada zona se calculé promediando el valor
obtenido en cada una de las 3 parcelas de cada zona procedente de la suma de los 3
puntos de muestreo en cada parcela.

Se considerd mesofauna a aquellos animales capaces de atravesar malla de 1.6 x
1.8 mm, y macrofauna a los que no pasaron por ese paso de luz. En el laboratorio, se
hizo una primera separacion de visu de la meso y macrofauna presente en las muestras
de hojarasca y se redujo la biomasa recogida eliminando los fragmentos vegetales de
mayor tamafio. Posteriormente, la muestra restante se trasladd a un sistema de
extraccion de pequefia fauna tipo Berlese-Tullgren, que es uno de los mas usados para la
extraccion de esta fauna por su simplicidad y rapido procesamiento de las muestras
(Rieff et al., 2016; Yekwayo et al., 2016). Este sistema esta formado por un embudo
plastico con un didmetro superior de 23 cm y uno inferior de 2 cm recubierto por malla
de fibra de vidrio de 1.6 x 1.8 mm, sobre este se coloca una fuente de luz y calor
(lampara de alta presion de vapor de sodio, OSRAM E40/ES 400 W), que situada 30 cm
por encima del embudo nos da una radiacion de 1465 umol m2s?). En la parte inferior
del embudo se coloca un recipiente plastico con solucion de etanol 30 % (v/v) acuoso
para recoger la mesofauna que desciende por el embudo intentando evitar la desecacién
(Figura 4.2). Las muestras se mantuvieron en los embudos durante 4 dias. Transcurrido
este tiempo, se contd e identifico la fauna extraida de la hojarasca a nivel de orden
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siguiendo las recomendaciones de Chu (1949). Para una mejor visualizacién de la
mesofauna se uso un estereomicroscopio (SMZ800, Nikon Corporation, Tokyo, Japén).
La descripcion y comparacion de la estructura de las comunidades de este tipo de biota
presente en la hojarasca se realizé valorando los mejores ajustes para las curvas de
rango-abundancia (dominancia/diversidad o diagramas de Whittaker), diversidad y
equitatividad en cada zona.

Figura 4.2. Montaje empleado para la extraccion de pequefia
fauna basado en un sistema tipo Berlese-Tullgren.

Las curvas de rango-abundancia (dominancia/diversidad o diagramas de
Whittaker) se crearon representando graficamente las abundancias frente al rango de
ordenes (Oksanen, 2016), obteniendo los mejores modelos de ajuste para cada
comunidad en funcion del criterio de informacion de Akaike (AIC) (Burnhamet al.,
2011), pardmetro que ofrece una medida de la calidad relativa de un modelo estadistico
para un conjunto de datos, siendo el mejor modelo de ajuste aquel que menor AIC
presenta.

La diversidad se determiné a través del indice de Shannon (H, ecuacion [4.1],
Shannon, 1948), que refleja la heterogeneidad de la comunidad en funcion del numero
de 6rdenes presentes y su abundancia relativa, siendo, conceptualmente, una medida del
grado de incertidumbre asociada a la seleccion aleatoria de un individt [4.1] .

comunidad (Pla, 2006).
S
H = —Zm logp pi
i=1

donde S es el nimero de érdenes, pi la abundancia proporcional
de los 6rdenes i y logs es el logaritmo natural (b=e).
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La equitatividad se valord6 mediante el indice de Pielou (J, ecuacion [4.2]), que
muestra la proporcion de la diversidad observada con relacion a la méxima diversidad
(Moreno, 2001). [4.2]

H
logy, S

] =

donde S es el niumero de oOrdenes y logs es el logaritmo
natural (b=e).

4.2.3.2 Anédlisis microbiolégico

Los andlisis microbiologicos de los suelos se realizaron en el Instituto Vasco de
Investigacion y Desarrollo Tecnoldgico NEIKER-Tecnalia (Pais Vasco, Espafia). El
muestreo se llevd a cabo en mayo de 2015. Se evalué la abundancia, actividad y
diversidad microbiana en cada una de las 3 parcelas en las 2 zonas de estudio. Dentro de
cada parcela se tomaron 3 muestras. Cada una de ellas se componia de 10 porciones de
suelo superficial, extraidas con una sonda cilindrica de 10 cm de profundidad y 2,5 cm
de diametro. Las muestras se transportaron al laboratorio a 4 °C. Una vez alli, los suelos
se tamizaron en fresco por un tamiz con paso de luz de 2 x 2 mm y se almacenaron a 4
°C hasta la realizacién de los analisis. Los parametros microbianos edaficos con
potencial bioindicador de la calidad del suelo que se determinaron fueron: respiracion
basal (RB), respiracion inducida por sustrato (RIS) y diversidad funcional estimada a
partir de los perfiles fisioldgicos a nivel de comunidad bacteriana heterotrofa cultivable.

La RB se determin6é a partir de 30 g de suelo fresco tamizado en frascos
herméticos e incubados a 30 °C durante 72 h segin la norma ISO 16072:2002 (Soil
quality. Laboratory methods for determination of microbial soil respiration), y para la
determinacion de la RIS se aplico la norma 1SO 17155:2002 (Soil quality.
Determination of abundance and activity of soil microflora using respiration curves).
Los valores de ambos pardmetros se expresaron como pg de carbono procedente del
CO: liberado por h y gps (Ug C-CO2 ht gys ). La relacion entre ambas respiraciones
(RB/RIS) se expres6 como el cociente respiratorio (qCO2).

Los perfiles fisioldgicos-catabdlicos-metabolicos a nivel de comunidad
bacteriana heterotrofa cultivable se obtuvieron mediante el test de tetrazolio, utilizando
microplacas  EcoPlate  (Biolog Inc., Hayward, @ EUA), determinando
espectrofotométricamente el color desarrollado en cada pocillo (31 pocillos con
distintos sustratos de carbono méas un pocillo como blanco, por triplicado). El tetrazolio
se reduce en presencia de NADH, dando lugar a un color morado que esta directamente
relacionado con la tasa y extension a la que ocurre la respiracion microbiana inducida
por la presencia de la fuente de carbono en cada pocillo. EI nimero de fenotipos
presentes en la comunidad bacteriana del suelo se determind mediante los perfiles de
utilizacion de los sustratos de carbono. La estructura de la comunidad se caracterizd
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evaluando los perfiles de los fenotipos presentes. ElI promedio del desarrollo de color
por pocillo (AWCD), indicador de potencial catabolico de la comunidad bacteriana, se
estableci6 calculando la media del valor de la absorbancia de cada pocillo para cada
tiempo de lectura espectrofotométrica. EI nimero de sustratos utilizados (NSU) se
determind contando el nimero de pocillos con una absorbancia superior a 0.25 UmA,
considerando este valor como el limite que indica un crecimiento positivo en cada
pocillo. EI NSU es un valor que estima la riqueza de especies bacterianas. Para
cuantificar la biodiversidad especifica se uso el indice H.

4.2.4 Andlisis estadistico

El analisis estadistico de los datos cuantitativos obtenidos se llevo a cabo con el
programa informatico IBM SPSS Statistics 23.0. Las diferencias estadisticamente
significativas se establecieron en base a un analisis de varianza (ANOVA), por
comparacion de medias y considerando un modelo lineal general con pruebas post hoc
para un nivel de significacién de 0.05.

El tratamiento matematico realizado para la descripcion y comparacion de la
estructura de las comunidades de pequefia fauna (meso y macrofauna) se realiz6 con la
libreria vegan (Package vegan version 2.4-0) del programa estadistico R (R
Development Core Team, 2015). Para la construccion de las funciones (modelos de
ajuste) se usé la orden (comando) Curvas <- radfit(dat [1,]), que genera un archivo
Ilamado Curvas con los calculos de las funciones ajustadas con los datos del archivo dat
correspondientes a la 12 fila de datos (nimeros) para todas las columnas (6rdenes
identificados en este caso), cuya visualizacion gréfica se obtiene con el comando plot
(Curvas). H se calcul6 con el comando H <- diversity (dat, index="shannon"), donde H
es el nombre dado al archivo generado con los valores de H, y dat es el archivo de datos
utilizado para calcular este indice. H es definido en vegan como -sum p_i log(b) p_i,
donde p_i es la abundancia proporcional de los i taxones diferenciados y b es la base del
logaritmo, siendo lo mas habitual el uso de logaritmos naturales (base €), aunque
también se usa la base b = 2. Y por ultimo, y aunque la libreria especifica vegan no
tiene un comando preestablecido para calcular J, se calcul6 creando el comando J <-
H/log(specnumber(dat)), donde J es el nombre dado al archivo generado con los valores
de J y la funcion specnumber para calcular el numero de taxones (érdenes)
diferenciados.

43 RESULTADOS Y DISCUSION
4.3.1 Composicion fendlica en amentos, erizos, hojas y ramas

En la Tabla 4.2 se muestra la significacion encontrada para cada factor en
estudio (Organo/tejido, zona y periodo de muestreo) y sus interacciones en cada analisis
fendlico (FT, TC y TH: Gts y Ets). Destacar las diferencias significativas obtenidas en
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todos los andlisis realizados, lo que indica la gran variacién que existe en el contenido
de estos metabolitos secundarios segun el drgano/tejido analizado, como también
indican otros autores (Barreira et al., 2008; Muji¢ et al., 2009; Sanz et al., 2010;
Vazquez et al., 2010; Zivkovi¢ et al., 2010; Nazzaro et al., 2012; Eichhorn et al., 2017).
El periodo de muestreo influye en el contenido en TC y Gts indicando que hay un efecto
de la variabilidad interanual motivada por los cambios en las variables climaticas
(Figura 3.2) o por las interacciones con otros organismos que puedan producirse de
forma diferente en los dos periodos de muestreo. La influencia del entorno se constata
con las diferencias entre zonas que resultaron ser significativas para FT y TC. No
obstante, existe una interaccion entre variables significativa, tanto para
organo/tejido*zona como para 6rgano/tejido*periodo de muestreo, lo que podria indicar
que el efecto debido a la zona y el debido al periodo de muestreo pueden ser diferentes
segun el tejido/érgano analizado.

Tabla 4.2. Significacién (valor de p) de los factores/interacciones en los analisis fendlicos
realizados. Nivel de significacion de 0.05. ANOVA segin modelo lineal general
multivariante para Fenoles Totales y Taninos Condensados, n=9, y mediante modelo lineal
general univariado para Taninos Hidrolizables (Galotaninos y Elagitaninos), n=3-6.

Factor / Interaccion Anédlisis Fendlico Grados de libertad p

Tejido Fenoles Totales 4 .000
Taninos Condensados 4 .000

Galotaninos 4 .000

Elagitaninos 4 .000

Zona Fenoles Totales 1 .001
Taninos Condensados 1 .000

Galotaninos 1 .208

Elagitaninos 1 196

Periodo muestreo Fenoles Totales 1 744
Taninos Condensados 1 .048

Galotaninos 1 .030

Elagitaninos 1 .897

Tejido * Zona Fenoles Totales 4 .000
Taninos Condensados 4 .000

Galotaninos 4 .000

Elagitaninos 4 .052

Tejido * Periodo muestreo Fenoles Totales 4 .010
Taninos Condensados 4 .000

Galotaninos 4 .082

Elagitaninos 4 .002

Zona * Periodo muestreo Fenoles Totales 1 .387
Taninos Condensados 1 444

Galotaninos 1 .024

Elagitaninos 1 .104

Tejido * Zona * Periodo muestreo Fenoles Totales 4 .904
Taninos Condensados 4 .000

Galotaninos 4 .209

Elagitaninos 4 .624
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Los resultados de los andlisis fenolicos realizados (FT, TC y TH: Gts y Ets) en
amentos, erizos, hojas y ramas (corteza y madera) de C. sativa se muestran en la Figura
4.3. Para los drganos de caracter sexual, amentos y erizos, el periodo de muestreo
parece influir mas en las parcelas de Caso que en las de Allande, tomando en el primer
muestreo valores superiores para todas las familias de compuestos analizadas. En
Allande, esta tendencia es similar, pero es mucho menos marcada. Para las hojas, otro
de los érganos caducos analizados, las diferencias entre muestreos son menores, siendo
tan solo los TH los que las marcan, con tendencia similar en las dos ubicaciones, pero
inversa para Ets y Gts. Los drganos mas permanentes, como son las ramas, tanto en el
tejido de madera como de corteza, muestran una dindmica muy similar en las dos
ubicaciones y para todos los compuestos analizados, destacando el contenido mas alto
de todos ellos en el segundo periodo de muestreo.

El efecto del periodo de muestreo en la concentracion de estos metabolitos pone
de manifiesto la influencia de la variacion interanual en la composicion fendlica. No
obstante, con caracter general, los compuestos fenolicos analizados en los distintos
Organos muestran una variacion por zona superior, indicando que el ambiente en ambas
ubicaciones estd teniendo mayor relevancia. En este sentido, cabe destacar que para
todos los drganos caducos propiamente dichos (amentos, erizos y hojas), el contenido
en todas las familias de compuestos tiende a ser superior en las parcelas de Caso, con la
Unica excepcion de los FT y Ets en hoja, que no varian. Por el contrario, el érgano méas
permanente, ramas (diferenciando madera y corteza), presenta un contenido igual o
superior de todas las familias de compuestos en las parcelas de Allande, con la Unica
excepcién de los TC en corteza, que es superior en Caso. Esta situacion favorable de
Allande para la acumulacion de fenoles en madera y corteza, con la excepcién de los TC
en corteza externa, ya se observo en los analisis realizados a los troncos de los arboles
apeados en ambas localidades con anterioridad (2011) (Tabla 3.9).
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La graduacién del contenido fendlico de los distintos érganos/tejidos coincide
para los TC y Gts (corteza ramas > amentos > hojas > erizos > madera ramas). En los
FT y Ets el orden se invierte para amentos y hojas (amentos > hojas en FT, y hojas >
amentos en Ets) y se mantiene en los otros tres tejidos (corteza ramas > erizos > madera
ramas), confirmandose el menor aporte de la madera (Figura 4.4).

Fenoles Totales (mg EAG g, 1) Elagitaninos (mg AE g, 1)
Amentos 1265 Hojas 2733
Hojas 154 Amentos 15.03

120

Madera Ramas 6.7 Madera Ramas
Taninos Condensados (mg EC g,.*!) Galotaninos (mg GM g_1)
Amentos 0313 Amentos 3.46
Hojas 0329 Hojas 3.84
Erizos ' Erizos _
Madera Ramas 0.023 Madera Ramas 022

Figura 4.4. VValores medios de Fenoles Totales (mg equivalentes de acido galico/g de peso seco), Taninos
Condensados (mg equivalentes de (+)-catequina/g de peso seco), Galotaninos (mg de galato de metilo/g
de peso seco) y Elagitaninos (Ets, mg de &cido elagico/g de peso seco) en los distintos 6rganos/tejidos de
Castanea sativa de todas las muestras analizadas de Allande y Caso en los periodos de muestreo

Teniendo en cuenta tanto los resultados fendlicos obtenidos en este capitulo
como en el anterior, los compuestos de naturaleza fendlica tienden a acumularse en
mayor proporcion en los Organos/tejidos caducos de castafios situados en zonas
desfavorables, mientras que estos compuestos estan en mayor cantidad en las partes
estructurales de castafios ubicados en zonas favorables para el desarrollo de la especie.
Por tanto, la CE donde crece el arbol influye en la composicién fendlica de sus 6rganos
y tejidos, pero ademas esta relacion es biunivoca, ya que, a través de la dehiscencia de
los 6rganos caducos, el ecosistema edéfico esta influenciado por las caracteristicas de la
MO que recibe.

Los suelos son enriquecidos continuamente por una gran variedad de
biomoléculas. Kanerva (2007) observO que las concentraciones de compuestos
secundarios disminuian desde las capas edaficas mas superficiales a las mas profundas,
sugiriendo que estos compuestos no se lixivian facilmente a las capas inferiores del
suelo o que se degradan parcialmente en la hojarasca. Entre estas biomoléculas se
encuentran los compuestos fenolicos. En la bibliografia se recoge la gran variabilidad en
cuanto a composicion fendlica en los suelos de los castafiares, debida fundamentalmente
a la presencia de MO procedente de los castafios y en gran medida de las partes caducas
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de estos. En este sentido, Buondomo et al. (2014) describen y cuantifican rangos de
distribucion de compuestos fendlicos agrupandolos en tres tipos: materia fendlica total,
desde 0.09 hasta 5.92 g kg?, fenoles solubles en agua, de 0.02 hasta 0.61 g kg?, y
fraccion fendlica retenida en el suelo, entre 0.07 y 5.32 g kg. Lorenz & Preston (2002)
extrajeron y caracterizaron TC del humus recolectado en un bosque de piceas negras,
demostrando que la descomposicidn de la hojarasca puede ralentizarse por la capacidad
de estos compuestos para unirse a proteinas, que afectarian al funcionamiento de las
enzimas fungicas extracelulares, y determinarian de esta forma la actividad enzimética
del suelo. Las biomoléculas fendlicas, bien directa o indirectamente, provienen
principalmente de los distintos tejidos vegetales que caen al suelo (Strobel, 2001; Kefeli
et al., 2003).

La cantidad de fenoles que se incorpora al suelo procedente de los 6rganos
caducos y aquellos tejidos que caen con asiduidad depende de la cantidad de masa
vegetal aportada y de su composicion fendlica. En las parcelas objeto de estudio no se
cuantifico el reparto de biomasa que llega al suelo, pero los datos descritos por otros
trabajos indican que las hojas son el componente mayoritario. Asi, Raimundo et al.
(2008), para castafares de produccion de fruto en el norte de Portugal, obtuvieron el
49.8 y 39.8 % de hojas y erizos, respectivamente. Santa Regina (2000), para castafares
de monte alto en Caceres (centro oriente de Espafia), indica que el 69.8 % de la materia
vegetal que cae al suelo son hojas (3 429 kg ha™ afio?), 14.8 % corresponde a ramas
(728 kg ha! afio™), 8.8 % flores (432 kg hat afio) y 5.1 % frutos (250 kg ha? afio™).
Patricio et al. (2012), también para castafiares de monte alto en el norte de Portugal,
recogieron 68.17 % de hojas (3327 kg ha! afio™), 14.56 % ramas (707 kg ha afio™),
9.65 % erizos (470 kg ha? afio?) y 7.63 % fruto (373 kg ha? afio?). En base a estos
datos medios de las fracciones que caen al suelo en los castafiares y de los datos de
aporte de las distintas familias fendlicas de los 6rganos/tejidos en cada ubicacion, se
estimé la cantidad de estas biomoléculas que recibiria el suelo de cada zona en estudio
por afio (Tabla 4.3). Ademas, se estimd el aporte fendlico de aquellos 6rganos de los
que se disponian datos empiricos sobre su biomasa (hojas y ramas) obtenidos de los
arboles apeados por parcela (Tabla 4.4).

Tabla 4.3. Aporte fendlico estimado de los érganos/tejidos de Castanea sativa en funcién de la biomasa teérica
gue cae anualmente y de los resultados del andlisis fendlico en los distintos 6rganos/tejidos de cada zona. FT:
Fenoles Totales (kg equivalentes de acido galico/ha). TC: Taninos Condensados (kg equivalentes de (+)-
catequina/ha). Gts: Galotaninos (kg de galato de metilo/ha). Ets: Elagitaninos (kg de &cido elagico/ha).

FT (kg EAG ha'l) TC (kg EC ha'}) Gts (kg GM ha) Ets (kg AE ha!)

Organo/Tejido kgps ha'  Allande Caso Allande  Caso  Allande Caso Allande Caso

Hojas 3378 385.39 394.19 0.50 1.72 10.72 15.01 94.53 90.08
Amentos 432 49.33 59.93 0.16 0.28 1.94 2.77 5.29 7.70
Erizos 470 40.60 47.07 0.05 0.04 1.51 161 453 6.66
Ramas
Corteza 88 8.92 8.42 0.06 0.17 0.73 0.55 1.23 1.09
Madera 629 5.15 3.26 0.02 0.01 0.19 0.08 1.05 0.58
TOTAL 4998 489.39 512.88 0.79 2.22 15.09 20.02 106.63 106.11
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Tabla 4.4. Aporte fenolico estimado para cada zona de las hojas y ramas de Castanea sativa en funcion de la biomasa
obtenida a partir de arboles apeados, densidad arbdrea y contenido fendlico. FT: Fenoles Totales (kg equivalentes de
acido galico/ha). TC: Taninos Condensados (kg equivalentes de (+)-catequina/ha). Gts: Galotaninos (kg de galato de
metilo/ha). Ets: Elagitaninos (kg de &cido eldgico/ha). @: Didmetro de las distintas fracciones de las ramas. *
Diferencia significativa entre zonas (ANOV A, comparacion de medias, p < 0.05, n=3).

FT TC Gts Ets
Kgps arbol™ (kg EAG ha') (kgEChal) (kg GM ha?) (kg AE hah)
Organo/Tejido Allande Caso Allande Caso Allande Caso Allande Caso Allande Caso
Hojas 159+0.33 3.01+0.49 15398 39588 020 173 428 15.07 37.77 90.46
Ramas
(9, cm)
2-7 13.8+2.3 11.242.6
Corteza 1.70 1.39 14538 148.75 0.93 296 1189 9.76 20.09 19.19
Madera 12.12 9.83 8428 5747 032 017 319 137 1715 10.20
0.5-2 3.42*+0.51 7.66*+0.70
Corteza 0.42 0.95 3593 10155 023 202 294 666 497 13.10
Madera 3.00 6.71 2083 3923 008 011 079 093 424 6.97
<0.5 0.30* +0.040 1.13*+0.19
Corteza 0.04 0.14 315 1502 0.02 030 026 099 044 1.94
Madera 0.26 0.99 183 580 001 002 007 014 037 1.03

Esta estimacion permite constatar que las parcelas ubicadas en Caso recibirian
un aporte de biomoléculas de naturaleza fenolica superior a las parcelas de Allande, ya
que, con la excepcion de los Ets, que presentan el mismo valor, la contribucién total al
suelo de Caso siempre es superior, estableciendo la maxima diferencia los TC, para los
que practicamente se triplica (Tabla 4.3). A partir de estos datos, también podemos
corroborar el mayor impacto de las hojas en cuanto al aporte fendlico al suelo, pues
representan entre un 63 %, para los TC en Allande, como valor minimo, y un 88 %, para
los Ets, también en esa zona, como valor maximo. Por el contrario, los amentos, que
parecen tener mucha importancia para el suministro de FT, o la corteza de las ramas,
para los TH (Gts y Ets), representan como maximo un 11% de contribucion en FT, para
el primer caso y un 1 % y 5 % del aporte de Gts y Ets, respectivamente, por parte del
segundo tejido mencionado.

Las estimaciones de la contribucion fenolica, hechas en base a los datos
bibliograficos (Tabla 4.3) del aporte medio de biomasa foliar, se ajustan con mucha
precision a los datos més reales (Tabla 4.4) obtenidos de forma empirica, en base al
reparto de biomasa del apeo de los arboles y de la densidad forestal en Caso, pero no asi
para Allande, donde la contribucion media a las distintas familias de compuestos
fendlicos por parte de la biomasa foliar se reduce en torno a la mitad. Este hecho
magnifica las diferencias entre localidades en cuanto a la proporcion de estos
compuestos, que este 6rgano aportaria al suelo en cada zona, alcanzando la maxima
diferencia para los TC, que pasan a ser casi 9 veces superiores en las parcelas de Caso,
frente a las algo mas de 3 veces que se obtuvieron con los datos tedricos de biomasa
foliar. Para las ramas, en el rango de diametros de 2 a 7 cm, que son las comparables, la
estima en base al reparto de biomasa de los arboles apeados da lugar a unos datos muy
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superiores a la realmente caida segun la bibliografia, en torno a 15 veces superior, lo
cual se debe al hecho de tratarse de un oOrgano cuya dehiscencia sélo se produce
asociada a algun agente ambiental y no anualmente de forma general como ocurre con
las hojas. La comparacion entre zonas muestra que el suelo de Allande recibiria un
aporte fenolico procedente de la madera de las ramas proximo al doble del que recibiria
el de Caso. Esta diferencia se reduce en la corteza de las ramas, destacando los TC, que
muestran un contenido 3 veces superior en Caso (Tablas 4.3y 4.4).

4.3.2 Degradacion de la hojarasca

De todos los érganos/tejidos que se han considerado por su destino natural final,
caida al suelo, por su momento de senescencia, 0 por circunstancias climéticas o
sanitarias del arbol, se han seleccionado las hojas para un estudio mas detallado de su
degradacion, por ser el 6rgano que mayor contenido fenodlico total aportaria al suelo,
considerando la biomasa de cada 6rgano/tejido por arbol de C. sativa y el contenido
fenolico (Tabla 4.3 y 4.4). Este érgano mayoritario tiene ademéas el papel mas
importante en el reciclado de los nutrientes en el ecosistema, la gradacion encontrada
por Santa Regina (2000) asi lo corrobora (hojas > ramas > tronco), y a pesar de que la
concentracion de los nutrientes principales (los macroelementos N, P y K) disminuya
durante el ciclo vegetativo, desde la emergencia foliar hasta la senescencia, para evitar
la pérdida de nutrientes, la hojarasca es responsable del 80 % del total de nutrientes que
retornan al suelo a través del detrito vegetal (Santa Regina et al., 2001). No obstante, la
degradacion de la hojarasca, y por tanto la liberacién de nutrientes, va a estar
condicionada por factores climaticos (temperatura, precipitacion y radiacion solar),
composicion foliar, actividad microbiana y pequefia fauna del suelo (Salazar, 2008;
Castellanos-Barliza & Ledn, 2011), por lo que diferird entre zonas y a lo largo del
tiempo, por la variacién de estos factores (Martin et al., 1996).

4.3.2.1 Pérdida de biomasa

En la Figura 4.5 se representa la pérdida de masa de la hojarasca que se coloco
en bolsas entre el mantillo en las 3 parcelas de las 2 zonas objeto de estudio, obtenida a
partir de la diferencia entre el peso seco inicial y los pesos secos obtenidos en los
distintos muestreos realizados a intervalos crecientes durante los 30 meses de duracion
del ensayo. Los resultados obtenidos muestran una mayor degradacién de la hojarasca
en la zona de Allande, parcela con mejor CE. Las diferencias significativas (p < 0.05)
entre las dos zonas empiezan a observarse a partir del tercer mes, con un 4.4 % de
mayor degradacion en Allande, hasta los 12 meses, donde la diferencia es del 9.0 %, la
méaxima de todo el periodo de estudio. Desde los 15 hasta los 24 meses se observa una
ligera estabilizacion en la pérdida de masa en ambas zonas, no mostrando, ademas,
diferencias significativas entre ellas. Finalmente, desde los 24 hasta los 30 meses se
produce un notable incremento en la degradacion de la hojarasca en las dos zonas,
estableciendo nuevamente diferencias significativas entre ambas, también favorables a
Allande con un 7.6 % de mayor degradacion a los 24 meses y un 4.0 % a los 30 meses.
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Estos resultados son muy similares a los obtenidos en otros trabajos con la misma
especie (Raimundo et al., 2008) pero con destino fruticola y en los cuales se realiza un
manejo agrondmico del suelo, del que estan exentas nuestras parcelas forestales.
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Figura 4.5. Pérdida de masa de la hojarasca (secada a 70 °C) en los once muestreos
realizados durante 30 meses en las zonas de estudio, Allande (All, rojo) y Caso (Cs,
azul). En verde se enmarcan los muestreos que presentan diferencias significativas en
la pérdida de masa de la hojarasca entre las dos zonas de estudio (ANOVA,
comparacion de medias, p <0.05, n = 9).

Ademas de los factores climaticos, actividad microbiana y pequefia fauna del
suelo, la propia composicién de la hojarasca es uno de los factores que mas influye en la
degradacion (Martinez-Yerizar et al., 2007; Carnevale & Lewis, 2009; Garcia-Palacios
et al., 2013), donde los compuestos fendlicos, dado su influencia en las relaciones
troficas que se establecen en el mantillo, posiblemente desempefien un papel
importante.

4.3.2.2 Fenoles totales

Los FT analizados en las hojas muestreadas in vivo en julio mostraban poca
diferencia entre zonas, valor medio de los dos muestreos de 114 y 117 mg EAG gps™
para Allande y Caso, respectivamente. Sin embargo, tras la considerable reduccion en
FT que se produce antes de la caida de la hoja y que parece tener menor intensidad en
Caso, el contenido de las hojas de Allande pasa a ser la mitad del que muestran las hojas
de Caso, 28 y 56 mg EAG gps* para Allande y Caso, respectivamente (Figura 4.6.A).
Tras 12 meses de permanencia de la hojarasca en el mantillo, se reduce
significativamente el contenido de FT y toman valores practicamente iguales, 4 y 5 mg
EAG gps! para ambas localidades. La disminucion de la concentracion de FT en C.
sativa previa a la caida de la hoja es debido a la degradacién natural de este tipo de
compuestos durante el periodo de senescencia de este 6rgano, al igual que ocurre en
otras especies, como Quercus robur (Thomas & Schafellner, 1999; Covelo & Gallardo,
2004) o Picea abies (Gallet & Lebreton, 1995). Estos resultados nos llevan a concluir
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que los datos del perfil fendlico medidos en las hojas de julio no serian totalmente
representativos del aporte fendlico de la hojarasca y que para estos compuestos ocurre
un proceso similar al observado para nutrientes, siendo la eficiencia en la reduccion
mayor en Allande (un cuarto) que en Caso (la mitad) e incrementando de esta forma las
diferencias en los aportes estimados a partir de los datos obtenidos de los tejidos in vivo.
Esta dréastica reduccion en FT después de 12 meses de permanencia de la hojarasca en el
mantillo, cerca del 90 %, independientemente de la concentracion de partida, llega a
valores muy bajos, igualandose en ambas localidades. La lixiviacion producida por la
lluvia o la degradacion de estos compuestos serian los posibles factores que inducen
esta disminucion, que se produce de forma muy réapida también en otras especies como
Picea abies y P. mariana, alcanzando un 80 % en el primer afio, con una caida muy
importante en los seis primeros meses (Lorenz et al., 2000).

Los resultados obtenidos en pérdida de biomasa de la hojarasca mantienen una
pauta diferente en las 2 localidades también en el segundo afio de permanencia (Figura
4.5), no relacionable a priori con la composicion fendlica al final del primer afio que
iguala ambas localidades (Figura 4.6.A), sin embargo, no descarta el potencial papel de
estos compuestos, ya que su actuacion puede ser indirecta a través de la modificacion
del entorno e incluso seguir siendo directa en el segundo afio, dada su potencial
permanencia en el mantillo.

4.3.2.3 Cenizas

En la Figura 4.6.B se recoge el resultado del analisis de cenizas de la hojarasca
durante los primeros 12 meses de permanencia en el mantillo. Los resultados muestran
un incremento significativo en este periodo y de forma muy similar en ambas
localidades, no observandose diferencias segun ubicacion. El incremento de cenizas a
los 12 meses indica de forma indirecta la pérdida de MO en el proceso natural de
degradacidn de la hojarasca, aspecto valorado de forma directa en la pérdida de biomasa
(Figura 4.5), cuyos resultados podrian relacionarse con la influencia de la composicion
fendlica inicial (Figura 4.6.A) en esta degradacién. La degradacion de la MO parece
estar influenciada por el contenido de compuestos capaces de inhibir la actividad
biolégica en los tejidos. Singh et al. (1999) obtuvieron correlaciones positivas del
contenido de cenizas con los compuestos solubles en agua, entre los que estarian
algunos compuestos fendlicos, que consideraron como uno de los mejores predictores
de la pérdida de masa de la hojarasca, ademas de la mineralizacion de N y P. Tripathi et
al. (2006), para abedul y bambd, correlacionaron significativamente de forma negativa
las cenizas de la hojarasca con los contenidos de C y N.

4.3.2.4 Andlisis elemental

Los resultados obtenidos para el analisis elemental de C, H y N de la hojarasca
expresados como, % (m/m) y el cociente C/N se muestran en la Figura 4.6.C y D,
respectivamente. A excepcion del N, no se aprecian diferencias significativas entre las
dos ubicaciones en el momento de la caida de las hojas. El contenido en N en la
hojarasca resultd ser menor en Caso, que, sin embargo, en Julio presentaba un mayor
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contenido en las hojas (Tabla 3.7), lo que indica que la resorcién de los nutrientes antes
de la dehiscencia de las hojas es mas eficiente en las zonas menos apropiadas para la
especie. Después de 12 meses de permanencia de la hojarasca en el mantillo, se
mantienen las diferencias en este elemento y también se observan para el H, en el
mismo sentido, lo que indica que el proceso de liberacion de estos elementos esta
ocurriendo también de forma diferencial. No obstante, el C, elemento mayoritario, no
muestra diferencias significativas para ninguna de las fechas analizadas, pero si se
manifiestan expresadas en la relacion C/N, manteniéndose esta relacion
significativamente superior en Caso. Este menor contenido en N y mayor relacion C/N
tiene su reflejo en el andlisis fisicoquimico del suelo (Tabla 3.6), si bien, en este caso,
sin llegar a ser significativamente diferentes. Una relacion C/N elevada se asocia con un
menor grado de descomposicion, debido a unas temperaturas méas bajas, menor aporte
de MO o de N en esa MO, incremento en el secuestro de N en estructuras recalcitrantes
0 a la actividad de los organismos vivos del suelo (Pastor et al., 1987; Smith et al.,
1998). Desde este punto de vista, las parcelas de Caso estarian recibiendo un aporte en
MO maés desfavorable en cuanto al equilibrio C/N, pero, ademas, las propias
condiciones ambientales de las parcelas, como las menores temperaturas (Tabla 3.3), lo
mantendrian, ya que tanto la hojarasca, después de un afio de permanencia (Figura
4.6.C y D), como el andlisis de suelo de las parcelas (Tabla 3.6), asi lo atestiguan. La
evolucidn en el tiempo del C y N, en ambas zonas, muestra una reduccién significativa
para el elemento mayoritario (C) y un aumento para el N en esos 12 meses de
permanencia (Figura 4.6.C), lo que conlleva una reduccion de la relacién C/N,
resultado similar al encontrado para dos especies del género Picea evaluadas en
condiciones ambientales diferentes (Lorenz et al., 2000).
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Figura 4.6. Andlisis realizados a la hojarasca (secada a 70 °C) de Castanea sativa en Allande (All, en
rojo) y Caso (Cs, en azul) en la caida de la hoja (0) y a los 12 meses. A: Fenoles Totales expresados
como mg equivalentes de acido galico/g de peso seco. B: Andlisis de cenizas. C: Analisis Elemental de
C (negro), H (azul claro) y N(verde) expresados como % (m/m). D: Relacion C/N. En cada anlisis,
diferentes letras mindsculas indican diferencias significativas entre zonas por muestreo, y diferentes
letras mayusculas indican diferencias significativas entre muestreos por zona. ANOVA, p < 0.05,
modelo lineal general univariado, n = 27 para Fenoles Totales, y n = 9 para el resto de los analisis.

Los valores alcanzados para la relacion C/N después de 12 meses de
permanencia (Figura 4.6.D) estdn muy por encima de los valores Optimos para
considerarse una buena humificacion, el N tiende a inmovilizarse cuando la relacién
CIN es superior a 20, retardando la descomposicién de la hojarasca (Ngoran et al.,
2006), que, sin embargo, con porcentajes de pérdida de masa de 36.1 y 27.2 % , para
Allande y Caso, respectivamente (Figura 4.5) , es similar a la obtenida por Raimundo et
al. (2008) para esta misma especie, y superior a lo descrito en otras especies, como las 2
especies de abeto que detalla Lorenz et al. (2000), superando el 50 % de degradacién
tras los 36 meses que duro el estudio.
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A través del contenido en N y la relacion C/N puede preverse la mineralizacién
de la MO (Torreta & Takeda, 1999). La liberacion del N vegetal también esta
influenciada por el contenido fendlico, como observaron Handayanto & Giller (1994).
Estos autores valorando la degradacion de podas en leguminosas, obtuvieron buenas
correlaciones negativas entre el N liberado y la relacién del contenido en
(ligninas+fenoles)/N. Seneviratne et al. (1997), en hojas de leguminosas y girasol, no
obtuvieron las mejores correlaciones para esa relacion, y si con el contenido fenolico,
obteniendo correlaciones negativas significativas para altos regimenes de humedad (>31
L m? durante 8 semanas). En algunas especies, como Aegiceras corniculatum, el
contenido en N y P en hojas maduras y senescentes también muestra correlaciones
negativas con el contenido fendlico total (Chen et al., 2016). Asi, en nuestra hojarasca
recién caida, el mayor contenido en N observado en Allande estaria relacionado con el
menor contenido en FT. Por lo que respecta a los compuestos de naturaleza fenodlica, su
degradacion o lixiviado fue muy alto, superior al 90% al cabo de un afio, por lo que su
papel directo sobre la disponibilidad de N, dada su union a proteinas, o su papel
indirecto a través de los microorganismos del suelo, podria ser discutible (Lorenz et al.,
2000). No obstante, no hay que descartar su influencia en el reciclado de nutrientes a
través de los lixiviados, tal como concluyen Majuakim & Kitayama (2013) y que
podrian justificar las diferencias encontradas en la relacion C/N entre localidades.

4.3.3 Mesoy macrofauna y actividad microbiana del suelo

Un factor para tener muy en cuenta en la degradacion de la hojarasca es la
presencia, tipo y actividad de la fauna presente en el suelo y de la componente
microbioldgica. A pesar de que la gran fauna (reptiles, anfibios, aves y mamiferos)
también participa en este proceso, fragmentando la hojarasca y transformandola en
abono organico tras su ingestion y excrecion, no se ha tenido en cuenta, ya que la
ingesta se presupone escasa 0 nula en base a los estudios realizados de forma paralela
sobre la produccién de porcino autéctono del Principado de Asturias (Gochu Asturcelta)
en régimen extensivo en monte bajo de castafio. Asi, el andlisis de la fauna edafica en
las parcelas objeto de estudio, Allande y Caso se limit6 a la pequefia fauna y desde el
punto de vista microbiolégico se evalud la abundancia, actividad y diversidad a través
de los perfiles fisiol6gicos-catabdlicos bacterianos y las respiraciones microbianas como
bioindicadores de la calidad del suelo.

4.3.3.1 Estudio meso y macro faunistico

A partir de la identificacién taxondmica realizada en las parcelas de estudio en
los tres muestreos faunisticos llevados a cabo en noviembre de 2015 y febrero y mayo
de 2016, se caracterizd y compard la estructura de las comunidades de pequefia fauna
(meso y macrofauna) en la hojarasca de Allande y Caso. La division de la fauna
identificada entre meso y macrofauna se realizé en funcion de la exclusion por tamafio
que permitiera diferenciar aquellos individuos capaces de atravesar la malla con la que
se confeccionaron las bolsas empleadas en el estudio de la degradacion de la hojarasca y
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que tenian un paso de luz de 1.6 x 1.8 mm, denominandose mesofauna a los que
accederian al interior y macrofauna a los que solo actuarian desde el exterior.

Los taxones identificados, hasta el nivel de orden en la mayoria de los casos, en
la hojarasca de las zonas de estudio fueron los herbivoros Coleoptera, Collembola,
Dermaptera, Diptera, Ephemeroptera, Glomerida, Haplotaxida, Hemiptera,
Heterobranchia, Hymenoptera, Isopoda, Julida, Lepidoptera, Orthoptera, Trichoptera y
Zygentoma, el omnivoro Opiliones, y los predadores Acariformes, Araneae,
Geophilomorpha, Lithobiomorpha y Pseudoscorpiones. Los taxones Heterobranchia y
Acariformes, debido a su complejidad para diferenciarlos, sélo se pudieron identificar
hasta superorden. Collembola es considerado como orden por algunos autores (Grimaldi
& Engel, 2005; Gullan & Craston, 2010), como subclase por otros (Delsuc et al., 2003,
Gao et al., 2008) e incluso como clase (Mandaville, 1999). En la Figura 4.7 se muestra
el promedio del nimero de individuos de cada orden en las 3 parcelas de cada zona de
estudio.

En la Figura 4.8 se muestran los mejores ajustes obtenidos para las curvas de
rango-abundancia (dominancia/diversidad o diagramas de Whittaker), considerando
como mejor modelo de ajuste aquel que presentd un menor criterio de informacion de
Akaike, pardmetro que ofrece una medida de la calidad relativa de un modelo
estadistico para un conjunto de datos. Los resultados obtenidos con estas
representaciones, y sus correspondientes ajustes para toda la pequefia fauna (meso y
macrofauna), ponen de manifiesto diferencias en cuanto a las comunidades de
invertebrados en las dos zonas de estudio. En el primer y tercer muestreo, noviembre
2015 y mayo 2016, Allande presenta un modelo Zipf, donde la abundancia del taxén i-
ésimo es inversamente proporcional al rango que ocupa, siguiendo el principio de
“minimo esfuerzo” o minimizacion de entropia, y Caso se ajusta a un modelo
Mandelbrot, con distribucion fractal, cuya estructura basica se repite a diferentes
escalas. En el muestreo intermedio (febrero 2016), Allande se ajusta al modelo
Mandelbrot, que presenta Caso en los 2 muestreos extremos y esta Gltima zona toma un
modelo nuevo, Null, en el que los individuos se distribuyen al azar entre los taxones
observados.
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Figura 4.7. Promedio del ndmero de individuos de meso y macrofauna de las tres
parcelas en cada zona de estudio, Allande (en rojo) y Caso (en azul), para los taxones
identificados en los tres muestreos realizados.
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Figura 4.8. Mejores ajustes de los modelos de curvas de rango-abundancia en las zonas
de estudio, Allande y Caso, para los muestreos de noviembre 2015 (1), febrero 2016 (2)
y mayo 2016 (3). Los modelos representados son Zipf (rojo), Mandelbrot (naranja) y
Null (azul), obtenidos con el paquete Vegan del software estadistico R.

Aunque los modelos de las curvas de rango-abundancia son diferentes en cada
muestreo para las 2 zonas, aquellos con mayor pendiente son los obtenidos en Caso, lo
que implica una menor equitatividad de la pequefia fauna (Figura 4.8).

La cuantificacién de la biodiversidad, mediante el indice H, y la equitatividad, a
través del indice J, para cada zona de estudio en los 3 muestreos realizados se presentan
en la Tabla 4.5. En contra de lo esperado, segin los ajustes de los modelos de curva
rango-abundancia, la equitatividad no mostré diferencias significativas entre zonas,
aungue si entre los 3 muestreos (febrero 2016 > noviembre 2015 > mayo 2016), para la
parcela de Caso. En Allande, este parametro mostro el mismo orden que en Caso, pero
sin diferencias significativas. Este orden de equitatividad que se mantiene en ambas

156



Capitulo 4

ubicaciones se asocia posiblemente a las condiciones climéticas en los momentos de
muestreo. Para el Principado de Asturias, la AEMET describié noviembre de 2015
como muy calido y seco, febrero de 2016 térmicamente normal y extremadamente
himedo, y mayo de 2016 calido y normal o humedo. La biodiversidad medida a través
del indice H no mostrd diferencias significativas ni entre localidades ni entre muestreos.

Tabla 4.5. Biodiversidad y equitatividad cuantificadas con los indices de Shannon (H) y Pielou (J) respectivamente,
para los tres muestreos realizados en las zonas de estudio, Allande (All) y Caso (Cs) (media + EE). Diferentes letras
indican diferencias significativas entre muestreos de una misma zona (ANOVA, post hoc DMS, p < 0.05, n = 3).

Noviembre 2015 Febrero 2016 Mayo 2016

All Cs All Cs All Cs

Biodiversidad (H) ~ 1.83 (+0.33)  1.94 (¥0.13)  2.03(+0.16)  1.79 (+0.20)  1.51(+0.15) 1.72 (+0.068)
Equitatividad (J)  0.76 (+0.10)  0.80° (+0.016) 0.78 (0.052) 0.89% (+0.012) 0.61 (+0.076) 0.72° (+0.0038)

Otro aspecto importante a tener en cuenta es la proporcion de herbivoros,
predadores y omnivoros presentes en el conjunto de la meso y macrofauna. Del total de
ordenes determinados, un 73 % corresponde a herbivoros, 23 % a predadores y 4 % a
omnivoros. En la Figura 4.9 se representan los porcentajes medios de herbivoros y
predadores en los tres muestreos y en las 2 zonas, observandose una distribucion de
ambos diferente segln zona. En Allande, los porcentajes de ambos grupos se mantienen
entorno al 50 % en los 2 primeros muestreos (noviembre 2015 y febrero 2016),
incrementadndose la abundancia de predadores de forma significativa en el tercer
muestreo (mayo 2016). Por el contrario, en Caso se parte, en noviembre de 2015, de una
tasa de herbivoros significativamente superior al de predadores, diferencia que en los
siguientes muestreos va disminuyendo hasta situar estos porcentajes proximos al 50 %.
Aunque visualmente (Figura 4.9) puede parecer que la evolucion del porcentaje de
herbivoros y predadores es opuesta en ambas zonas, la diferencia principal es la
situacion inicial, ya que tanto en Allande como en Caso se produce una reduccion
absoluta del porcentaje de herbivoros similar (25), mientras que la reduccidn relativa es
mayor en Allande, donde los herbivoros disminuyen un 50 %, frente al 33 % de Caso.
La evolucién del porcentaje de predadores es totalmente contraria a la de los herbivoros,
lo que hace pensar en el equilibrio natural existente en la cadena trofica. Asi, el mayor
porcentaje de predadores existente en Allande hace que se alimenten de los herbivoros,
reduciendo la poblacion de estos a la mitad, mientras que en Caso, el menor porcentaje
de predadores reduce en menor medida los herbivoros. Aunque pudiera existir algun
tipo de efecto disuasorio, repelente, toxico e incluso mortal de los fenoles sobre la
pequeiia fauna herbivora presente en el mantillo forestal (Wardle et al., 1998;
Hattenschwiler & Vitousek, 2000; Kula & Lazorik 2015), compuestos presentes en
mayor cantidad en la hojarasca de Caso (Figura 4.6.A), este efecto no se puede valorar
con este tipo de ensayo, ya que la presencia de predadores impide ver el posible efecto
de los fenoles en herbivoria.
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Figura 4.9. Porcentaje medio de herbivoros y predadores para Allande y
Caso en cada muestreo. Diferentes letras indican diferencias significativas
entre herbivoros (verde) y predadores (rojo) en cada zona. ANOVA, p <
0.05, modelo lineal general univariado, n=3.

Todos los datos obtenidos en relacion con la meso y macrofauna no permiten
establecer diferencias significativas entre las 2 zonas, ya que, aunque los modelos
rango-abundancia son diferentes, ni el indice H ni el J muestran esas diferencias.

4.3.3.2 Andlisis microbioldgico

En la Tabla 4.6 se muestran los resultados obtenidos del anélisis de los
parametros microbianos con potencial bioindicador de la calidad del suelo: respiracion
microbiana y diversidad funcional estimada a partir de los perfiles fisioldgicos a nivel
de comunidad bacteriana heterétrofa cultivable en los suelos de las zonas objeto de
estudio. Los valores de AWCD, significativamente superiores en Allande (p < 0.05),
indican un mayor potencial catabdlico bacteriano, implicando una mayor velocidad de
degradacién de fuentes de carbono por las comunidades bacterianas cultivables en los
suelos de esta zona. También fueron significativamente mas altos en esa localidad tanto
los valores de NSU, que reflejan una mayor capacidad para degradar diferentes fuentes
de carbono, o sea mayor versatilidad metabdlica, como el indice H, que tiene en
consideracién la riqueza de especies y su abundancia relativa de forma simultanea,
indicando una mayor riqueza, abundancia y diversidad funcional bacteriana. Asimismo,
el valor de RB es superior en estas mismas parcelas evidenciando que ademas es
significativamente mayor la actividad microbiana. Las dos valoraciones, RIS y qCO:
(RB/RIS) que no mostraran diferencias significativas, debido quiza al sesgo estadistico
al no poder cuantificar la RIS en seis de las muestras de Caso por no alcanzar el limite
de cuantificacion para este parametro (5 pg C-COz (h gps)t), también fueron favorables
a Allande y la diferencia seria atn superior si se consideran los no detectados.
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Tabla 4.6. Perfiles fisiol6gicos-catabélicos bacterianos (AWCD: promedio del desarrollo de color por pocillo, NSU:
nimero de sustratos utilizados, H: indice de Shannon) y respiracion microbiana (RB: respiracion basal, RIS:
respiracion inducida por sustrato, qCO2: cociente metabdlico) en los suelos de Allande y Caso (media +EE). *
Diferencia significativa entre zonas. ANOVA, p < 0.05, modelo lineal general univariado, n = 9 a excepcion de 2
donde n=3 por no alcanzar 6 de las muestras analizadas el valor limite de cuantificacion para RIS (5 ug C-CO2 (h

Ops) ).

RB RIS
AWCD NSU H . ) 4Co;
Zona (Mg C-CO2+(h-gps)™) (g C-CO-(h-gps) ™)
0.656* 16.67 3.73* . 0.425
Allande Oy (£0.58) (40.062) 3.42* (+0.12) 8.33 (+0.66) (£0.025)
0.517* 14.33 3.46* . . 0.4772
Caso 10.048) (+0.85) (+0.11) 2.41* (+0.25) 6.73° (20.79) (+0.0098)

En consecuencia, la comparacion de los suelos de ambas localidades permite
concluir que los de Allande albergan unas comunidades microbianas con mayor
actividad y biomasa, junto con una mayor diversidad funcional bacteriana heterotrofa,
en relacion con la utilizacion de diferentes fuentes de carbono por la porcion cultivable
de dicha comunidad bacteriana, lo cual, a priori, les confiere una ventaja competitiva,
como se deriva de su versatilidad metabdlica. Esta situacion es compatible con la mayor
degradacion, pérdida de biomasa, de la hojarasca en las parcelas de esta zona (Figura
4.5), asi como con unas condiciones mas favorables en cuanto a pH y nutrientes
disponibles en la fraccion asimilable (Tabla 3.6), con una estructura de suelo menos
proclive al encharcamiento (Figura 3.5) y con la influencia, directa o indirecta, de los
compuestos fendlicos que se incorporan al mismo procedentes de los 6rganos/tejidos
que caen al suelo (Figura 4.4 y Tablas 4.3 y 4.4). Directamente, algunos de estos
compuestos de naturaleza fenolica pueden ejercer un efecto inhibitorio sobre ciertos
microorganismos (Wardle et al., 1998; Wallstedt et al., 2000) y en concreto, para esta
especie, Hao et al. (2012) demostraron la actividad antimicrobiana de extractos de
castafio frente a ciertos microorganismos edaficos. Indirectamente, los fenoles pueden
hacer variar el pH del suelo, factor muy influyente en la comunidad microbiana edéfica,
siendo el crecimiento bacteriano favorecido por condiciones neutras o ligeramente
alcalinas (Rousk et al., 2009), aunque algunas bacterias acidofilas también se
desarrollen a bajos pH (Glenn & Dilworth, 1991). Asi, el caracter acido de los fenoles
aumentara la actividad de los protones (menor pH) en aquellos suelos donde el
contenido fendlico sea mayor, contribuyendo a mantener un pH mas acido en Caso
(Tabla 3.6) como consecuencia de un aporte mayor de MO con alto contenido en estos
compuestos (Tablas 4.3 y 4.4) y favoreciendo una menor actividad microbiana.

A nivel del ecosistema, se sabe que los compuestos de naturaleza fendlica, y
fundamentalmente los TC, orquestan las relaciones de la planta con su entorno, tanto a
nivel de superficie como a nivel de suelo. Asi, en Populus se definen varios aspectos
bien documentados, en los que se asume su importante papel (Schweitzer et al., 2008).
En la parte aérea condicionarian la productividad, la eficiencia de los herbivoros, sus
poblaciones y composicion de las comunidades, las relaciones multitroficas y las
relaciones con endofitos. Ademas, a nivel de suelo actuarian sobre produccion de raiz
fina, comunidades microbianas, degradacion de la hojarasca y mineralizacion y
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nitrificacion. Sobre parte de estas interacciones hemos realizado estudios en una especie
en la que, hasta donde sabemos, aun no se habia abordado la tematica desde el punto de
vista de relacion de la planta con su entorno. Para Populus se describen las
correspondientes relaciones de retroalimentacion planta/entorno que para castafio
abordamos de forma separada segun el criterio direccional del efecto que consideramos
mas importante en los Capitulos 3 y 4.

Segun la bibliografia, el érgano con mayor plasticidad en respuesta al entorno
son las hojas (Schweitzer et al., 2008), cuyo contenido en TC depende del CO2, Og,
disponibilidad de nutrientes o presencia de herbivoros, siendo ademas el érgano que
presenta una mayor heredabilidad en sentido amplio (H?=0.70 frente a H?=0.38 para
ramas), lo que implica que las hojas responden de forma més pléstica al ambiente,
heredando esta posibilidad. No obstante, la mayor parte de los estudios realizados se
refieren a cambios cuantitativos en una familia de compuestos, por lo que la ampliacion,
al menos desde el punto de vista de las familias de compuestos, nos da una informacién
relevante en este sentido.

Los resultados de este trabajo confirman que las hojas son el 6rgano mas
destacado en cuanto a la posible influencia del arbol en su entorno, no tanto por la
composicion méas elevada en las distintas familias de compuestos fendlicos, ya que
solamente lo es para Ets (Figura 4.4), ni por establecer las maximas diferencias entre
CE, y por tanto responder a un entorno diferencial (Figura 4.3), sino por tratarse de
organos renovables anualmente con un reparto de biomasa muy favorable (Tablas 4.3 y
4.4).

Respecto a las familias de compuestos fenolicos, confirmariamos que el mayor
impacto en el medio ambiente probablemente sea debido a los TC, no por ser
mayoritarios, sino por ser los que muestran mayor plasticidad en respuesta al ambiente,
llegando a ser méas de tres veces superiores en una CE desfavorable para el érgano con
mayor peso en el entorno, las hojas (Tabla 4.3), coincidiendo con lo descrito para estos
compuestos, que pueden llegar a ser hasta 5 veces superiores en respuesta al entorno
(Schweitzer et al., 2008).

En cuanto a su impacto en el entorno, se ha valorado la degradacion de la propia
hojarasca y se ha visto que existe un paralelismo entre la velocidad de degradacién y la
microbiota, y ambos son inversamente proporcionales a la composicion fendlica de la
hoja y, en mayor grado de la hojarasca, pudiendo asociarse a la diferente CE,
entendiendo esto como una vision holistica en la que la componente de alguna de las
familias de estos compuestos fendlicos, como son los TC, muestran un rol adaptativo
(Schweitzer et al., 2008) .

A pesar de no haberse observado aspectos diferenciales claros de la meso y
macrofauna, sin embargo, si se apreciaron en la microbiota edafica, pudiendo esta
aportar sus efectos beneficiosos al desarrollo del castafio, diferenciado por la CE de los
castafiares y la calidad del producto del bosque, en relacion con su metabolismo
secundario y su estatus nutricional (Capitulo 3).
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CAPITULO5

Influencia de la gestion forestal en las defensas de Castanea sativa
Miller

5.1 INTRODUCCION

Desde mediados del siglo pasado, el cultivo del castafio (Castanea sativa Miller)
disminuyé considerablemente debido a la pérdida de importancia de la especie como
alimento basico, la despoblacion progresiva del campo y la aparicion de patdgenos
causantes de enfermedades como la tinta, producida por el hongo Phytophthora
cambivora Petr. & Buism., o el chancro, causada por Cryphonectria parasitica (Murrill)
Barr (Zlatanov et al., 2013), y, como consecuencia, los castafiares se abandonaron
parcial o totalmente (Pividori et al., 2005; Lushaj & Tabaku, 2009). Sin embargo, los
castafiares siguen cubriendo grandes areas en la cuenca mediterranea, especialmente en
Portugal, Espafa, Francia, Italia y Grecia, por lo que, es urgente analizar los efectos del
abandono para desarrollar estrategias que permitan la conservacion de la biodiversidad
y, al mismo tiempo, optimicen la productividad y rentabilidad (Gondard et al., 2007).

El estado sanitario de los castafiares asturianos de monte bajo deberia ser tenido
en cuenta, ya que aunque en Asturias la extension que ocupan, 80 560.05 ha (AIEF,
2012), pueda darnos la sensacion de no estar en peligro, la continua problematica con
diferentes enfermedades y plagas no solo complica su desarrollo y reduce su
productividad y calidad, tanto de madera como de fruto, sino que amenaza su
permanencia. Primero fue la tinta, enfermedad que estd presente fundamentalmente en
el occidente de Asturias, y que actualmente parece controlable por acciones forestales
concretas (Miranda-Fontaina et al., 2007; Dinis et al., 2011; ORwald et al., 2014).
Posteriormente, el chancro que se extendié por toda Asturias, presentando un gradiente
de incidencia aumentando del oriente al occidente asturiano (Valdezate et al., 2001), y
que actualmente se intenta controlar con una gestion forestal de claras y mediante lucha
bioldgica con la inoculacion de cepas hipovirulentas (Lee et al., 2004; Wang et al.,
2016; Trapiello, 2017). Estas cepas han sido aisladas en distintas zonas de la comunidad
autonoma permitiendo disponer de los grupos de compatibilidad mas abundantes en la
region de tal forma que la herramienta de lucha esta desarrollada (Trapiello, 2017) y
solo faltaria conseguir agilizar el sistema de dispersion en campo y que sea
econdmicamente viable para las caracteristicas de nuestros castafiares. Por si estos
ataques fungicos no fueran suficiente para poner a prueba la supervivencia del castafio,
en los ultimos afios, la plaga de Dryocosmus kuriphilus Yasumatsu, conocida como
avispilla del castafio (Moriya et al., 2003; Bernardo et al., 2013; Cerasa & Massa,
2016), estd aumentando su poblacion exponencialmente, afio a afio, en los castafares
asturianos tras su llegada en 2014 (Sanidad Vegetal, 2014) y contra la que la
Administracion del Principado de Asturias inicié un programa de lucha bioldgica en el
afo 2017 con sueltas controladas del parasitoide Torymus sinensis Kamijo.
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Nos centraremos en el chancro por ser uno de los factores mas importantes en
el riesgo de los castafares de Asturias, por estar C. parasitica incluida en la lista de las
100 especies exdticas invasoras mas dafiinas del mundo (Global Invasive Species
Database, 2018) y por ser la causa de la practica desaparicion de algunas especies del
género, como C. dentata (castafio americano) en EUA (Anagnostakis, 1987). En
Asturias, esta enfermedad estd muy extendida y con una elevada incidencia en algunas
zonas (Valdezate et al., 2001). A pesar de los numerosos recursos que se dedican a la
investigacion de los factores que influyen en el deterioro del castafio, a excepcion del
control bioldgico con la cepa hipovirulenta de C. parasitica (Robin & Heiniger, 2001),
se han aplicado pocas medidas correctivas con implicaciones de gestion forestal
(Zlatanov et al., 2013). Los buenos resultados que podria aportar el control biolégico
del chancro y la creciente demanda de madera de castafio de alta calidad en los Gltimos
afios, vuelve a hacer interesante la gestion de los castafiares (Cutini, 2001; Manetti et
al., 2010b). Actualmente, en Europa, la produccion de madera de castafio de alto valor
se intensifico por las buenas condiciones de crecimiento (Conedera et al., 2004). Sin
embargo, la produccion de madera de alta calidad resulta dificil en el monte bajo de
rotacion corta tradicional, por lo que se debe reconsiderar el tipo de gestion forestal a
realizar.

Las practicas silvicolas tradicionales son muy diferentes segun la zona. En el
extremo de la no actuacion tendriamos el rebrote natural y la gestion con rotaciones
prolongadas de hasta 30-50 afios (Amorini et al., 2001; Manetti et al., 2010a). En
algunas zonas, como Grecia, encontrariamos el lado contrario, la gestion de los
castafiares comienza con una clara bien definida, a los 7 afios se eliminan los brotes de
los tocones no deseados (seleccion negativa), a los 14-15 afios se dejan sélo los brotes
de mejor calidad (seleccion positiva), y el periodo de rotacion es 20-22 afios,
manteniendo 5-10 arboles por hectarea por un periodo de rotacion adicional, para la
produccién de madera de gran tamafio (Papaioannou, 2013). En Asturias, desde la
Administracion se promueve una intervencion intermedia basada en la gestion realizada
en Francia (Garcia, 2011). Esta gestion diferencia 2 tipos de actuaciones en funcion de
la calidad de estacion (CE) de los castafiares y el posterior uso de su madera. Para
castafiares con peor CE, 3 ¢ 4 (ver apartado “3.2.1 Zonas de estudio: caracteristicas y
productividad” del Capitulo 3) y alturas dominantes menores de 9 m, se aconseja la
corta a hecho a los 20 afios, destinando esta madera para la produccién de estacas o
energia. Por el contrario, aquellos castafiares con mejor CE, 1 6 2 y alturas dominantes
mayores de 9 m, se realiza una 12 clara a los 8-12 afios, con una densidad final de 600-
800 pies hal, siendo conveniente realizar una poda, podando sélo los arboles de
porvenir (los que llegaran a la corta final) hasta una altura maxima de 4-6 m, para
conseguir dos trozas rectas libres de nudos (no eliminando nunca més de la mitad de la
copa viva). Si existe mercado para este tipo de madera, se valora la conveniencia de
realizar una 22, e incluso una 3? clara. La 22 clara se realiza a los 16-18 afios, con una
densidad final de 300-350 pies ha. Y la 32 clara a los 25 afios, con una densidad final
de 150-180 pies ha. El turno de corta de esta madera de alta calidad varia entre 25-45
afios, segun el itinerario silvicola elegido (1, 2 o 3 claras).
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Dependiendo del tipo de gestion forestal aplicada, la diversidad vegetal puede
Ilegar a modificarse, siendo mayor en montes cultivados, ya que el abandono de los
castafiares genera una vegetacion cerrada y homogénea con disminucién de diversidad
(Gondard et al., 2007).

El castafio es una de las especies que rebrota de cepa, aspecto que se aprovecha
cara a su utilizacibn como monte bajo. La implicacion de no realizar algun tipo de
gestion lleva a que tras la corta a hecho se deja que las cepas rebroten y, actualemente
en la mayoria del monte asturiano, no se interviene en la masa hasta que se alcance otra
vez el turno, que para madera de buena calidad suele establecerse alrededor de los 40
afios. La competencia natural entre brotes determinara cuales se convierten en arboles
de porvenir y cudles no. Esta competencia entre pies comienza a ser importante entre los
8-12 afios. La eliminacion de brotes y, por tanto, mayor aireado y mejor insolacion de la
masa revierte en una mejora sanitaria. Sin embargo, hay que tener muy en cuenta que
cuando se interviene masas con presencia de chancro, la propia enfermedad limita las
actuaciones a realizar, ya que, en ocasiones, las heridas producidas en la poda pueden
convertirse en un punto de entrada para C. parasitica, que normalmente no es capaz de
atravesar la corteza exterior si esta esta intacta. Debido a la importante incidencia del
chancro en el castafiar elegido para este estudio, se decidié no realizar poda de ramas
para evitar el contagio por C. parasitica en las heridas causadas al cortar las ramas. Los
criterios de seleccion de los arboles de porvenir son, en general, y siempre que sea
posible (no hay criterios inamovibles), estos:

- No dejar arboles con chancro, especialmente si es chancro alto (mayor
facilidad de dispersion).

- Dejar los arboles mas gruesos de cada cepa (salvo que tengan algun defecto
importante).

- Dejar los arboles con buena forma (sobre todo en la primera parte del tronco):
buena insercion en la cepa y poca ramosidad, o sea aquellos para los que la
intervencion no les suponga heridas importantes.

Amorini et al. (2001) valoré el efecto de un tratamiento silvicola en castafio
basado en el establecimiento y mantenimiento de una base dominante formada por los
mejores brotes de los castafios cortados, con crecimiento sostenido y regular, asi como
condiciones vegetativas Optimas, sobre la presencia de C. parasitica. Al eliminar los
pies mas afectados por el chancro con la clara, los castafios con una afeccion de chancro
intermedia favorecian la cicatrizacion de estos. Por lo que una buena gestién forestal
puede hacer que la enfermedad no sea letal para el castafio, pudiendo alcanzar un
equilibrio ecoldgico hospedador-patdgeno en el ecosistema forestal gestionado.

Ademas de la gestion forestal y el control biolégico para reducir la incidencia
del chancro, los compuestos fendlicos pueden ser también otra posibilidad para
combatir esta enfermedad. C. parasitica no es un hongo descomponedor de la madera,
no esta involucrado en la degradacion de la lignina, pero reacciona con la barrera tanica
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natural del huésped (Chung et al., 2008). Esta competencia entre C. parasitica y los
taninos se observa en la resistencia que algunos castafos y robles muestran a este hongo
(Speilman, 2003; Bolvansky et al., 2014). Nienstaedt (1953) detect6 diferentes grados
de resistencia a C. parasitica en funcién del distinto contenido tanico que presentaron
los extractos de corteza de 3 especies de Castanea, seleccionadas en funcion de su
resistencia natural a este hongo, C. dentata (castafio americano) susceptible, C. crenata
(castafio japonés) intermedia y C. mollissima (castafio chino) resistente.

Esta reactividad que los compuestos fenolicos parecen tener frente a C.
parasitica es un ejemplo mas del efecto antifingico atribuido a estos compuestos (Philp
et al., 1995; Deflorio et al., 2008; Yen et al., 2008; Panjehkeh et al., 2010). Los fenoles
no sélo acttan frente a organismos huéspedes de la planta in vivo, sino que también
tienen un papel importante frente a organismos degradadores de la madera (Peraza,
2001; Capuz, 2005; Schwarze et al., 2012), por lo que la mayor durabilidad que estos
compuestos aportan a la madera es de especial interés para la industria trasformadora,
siendo uno de los aspectos fundamentales y que le confiere valor afiadido para
diferentes usos. La durabilidad de la madera es debida a la presencia de compuestos
quimicos que dificultan la accion de los agentes degradadores (Peraza, 2001; Capuz,
2005). La presencia de taninos hidrolizables (TH) en la madera de castafio es uno de los
factores que determina su durabilidad. La alta resistencia de la madera de castafio frente
al ataque de hongos es debida, al igual que ocurre con la tolerancia a enfermedades, a la
capacidad de los taninos de precipitar proteinas (Helm et al., 1997) o de capturar
metales que actuarian como cofactores (Mila et al., 1996). A medida que se han ido
conociendo estas influencias de los taninos en la madera, el analisis de este tipo de
compuestos ha evolucionado continuamente.

El objetivo de este capitulo es determinar la influencia de la gestion forestal en
las defensas de C. sativa frente al chancro (C. parasitica) mediada por el contenido
fenolico de sus tejidos.

52 MATERIAL Y METODOS
5.2.1 Ecosistema, composicion fendlica y chancro

5.2.1.1 Zona de estudio

La zona seleccionada para valorar la influencia de la gestion forestal en las
defensas de C. sativa fue el monte Canales, en el municipio de Riosa (zona central del
Principado de Asturias). Este castafiar de monte bajo esta situado a una altitud de 546
m, con orientacion N, pendiente del 39 % y fue cortado a hecho en 1998, por lo que se
trata de una masa forestal juvenil, seleccionada para poder realizar una silvicultura
efectiva y un seguimiento a largo plazo. Tras la corta a hecho, a los 12 afios se inici6 la
gestion forestal de una parte del monte, bajo la coordinacion del personal especializado
del Programa de Investigacion Forestal SERIDA/CETEMAS, que consistio en una clara
que redujo la densidad arbérea inicial de 4 250 pies ha™ a 880 pies ha™t. Aunque en estas
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gestiones forestales también se suelen realizar podas, en este caso se decidié no hacerlas
debido a la abundante presencia de chancro en este castafiar y evitar posibles
contaminaciones por C. parasitica en las heridas que dejarian en los arboles las podas.
Las zonas seleccionadas para este estudio fueron 2 parcelas contiguas, una gestionada y
otra sin gestionar, separadas por una pista forestal. La ubicacion de estas parcelas es,
segun coordenadas UTM, X: 266421.525; Y: 4788778.499; huso 30.

5.2.1.2 Valoracion del indice de Chancro en Campo (IChC)

La valoracion de la incidencia del chancro se calcul6 en funcion del IChC, tal y
como se explica en el apartado 3.2.8 del Capitulo 3. Esta valoraciéon se realizo
trascurridos los primeros 5 afos, en 2 afios consecutivos, 2016 y 2017.

5.2.1.3 Suelo

El anélisis fisicoquimico de los suelos se realizé en el Laboratorio Kudam S. L.
(Alicante, Espafia). EI muestreo se llevd a cabo en mayo de 2015. En cada una de las 2
parcelas de estudio se tomaron 8 muestras (en cruz, con 4 muestras por direccién), que
se extrajeron con una barrena Edelman de 20 cm longitud y 5 cm de diametro de
perforacion, para posteriormente mezclarlas y tener una muestra homogénea y
representativa de cada parcela. En el extracto acuoso 1:2 (m/v) se analizo el pH, los
iones Na*, Mg?*, CI, K*, Ca?*, HCO*, NO¥, SO4+* y la relacion de adsorcion de sodio
(SAR, Na'/((Ca?*+Mg?")/2)¥?). Los cationes intercambiables analizados fueron Na*,
Mg?*, K" y Ca?*. Se estudio la capacidad de intercambio catiénico (CIC) y se calculd el
porcentaje de saturacion de sodio (Sat Na, (Na® intercambiable/CIC) x 100). Los
elementos asimilables que se cuantificaron fueron B, Na, Mg, P, K, Ca, Mn, Fe, Cuy
Zn. También se determino la textura, densidad aparente (pap), capacidad de retencion de
agua disponible (CRAD, considerando una profundidad media del suelo de 60 cm),
materia organica (MO), carbono organico (C Org), nitrégeno total (N tot) y se calculd la
relacién C Org/N tot (C/N).

5.2.1.4 Estatus nutricional foliar

El anélisis quimico elemental foliar de los castafios de las parcelas objeto de
estudio también se realiz6 en el Laboratorio Kudam S. L. (Alicante, Espafia). El
muestreo se llevd a cabo en julio de 2017. En cada una de las 2 parcelas de estudio se
tomaron 10 hojas de la primera rama viva de cada uno de los 4 arboles muestreados por
parcela. Una vez mezcladas las hojas recogidas en cada parcela, para tener una muestra
homogénea y representativa, se enviaron 50 g a temperatura ambiente al laboratorio de
analisis, donde una vez secada la muestra se analizaron los siguientes elementos
quimicos: N, P, K, Ca, Mg, Na, B, Mn, Fe, Zn, Cu y Mo.

5.2.1.5 Degradacién de la hojarasca

Los diferentes ensayos y analisis realizados para valorar la degradacion de la
hojarasca se detallan en el apartado 4.2.2 del Capitulo 4.
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La pérdida de biomasa se determind tomando hojas de castafio recién caidas en
noviembre de 2014 en las parcelas de estudio, dejandolas secar a temperatura ambiente
durante una semana, y, una vez estabilizada la pérdida de humedad, se introdujeron
aproximadamente 10 g de hojas completas en bolsas de fibra de vidrio de 20 x 20 cm,
con malla de 1.8 x 1.6 mm. La duracion estimada de este ensayo fue de 30 meses. Las
bolsas con la hojarasca se repartieron por las parcelas atandolas a los arboles. Los
muestreos se realizaron a los 0, 1, 2, 3, 6, 9, 12, 15, 18, 24 y 30 meses. En cada
muestreo se tomaron 3 bolsas, de cada una de las 2 parcelas de estudio, que se llevaron
al laboratorio, para el secado de la hojarasca, primero a temperatura ambiente y luego en
estufa durante 4 dias a 70 °C, para, finalmente, obtener el peso seco (ps). La pérdida de
biomasa de cada muestra se calculé como el porcentaje de biomasa perdida respecto a la
masa inicial llevada a campo, estimada en base al promedio de la pérdida de humedad
de tres muestras de cada parcela secadas en las mismas condiciones en el momento de
llevarlas a campo. Las muestras secas se almacenaron en congelador a -80 °C hasta su
molienda en molino criogénico para los andlisis de fenoles totales (FT), cenizas y
elemental.

Para el andlisis de FT, su extracciéon se lleva a cabo como se describio en el
apartado 4.2.1.3 del Capitulo 4.

Las cenizas se analizaron segun la norma UNE-EN 14775:2010.

El andlisis elemental (%, m/m, de C, H y N) se realizé en las mismas muestras
de hojarasca secadas y molidas para FT y cenizas.

5.2.1.6 Composicién fendlica en ramas

5.2.1.6.1 Material vegetal

Las ramas se muestrearon en enero, mayo Yy julio de 2013 y 2014, tomando 2
trozos de ramas de aproximadamente 30 cm por arbol, de 5 arboles en cada una de las 2
parcelas de estudio. Las ramas se recogieron de la parte baja de la copa del arbol, que no
fuesen rebrotes, con diametros entre 2 y 3.5 cm, libres de heridas, nudos y otras
alteraciones y se transportaron desde el monte hasta el laboratorio en nevera refrigerada
con hielo, manteniéndolas a 4 °C hasta su descortezado y troceado al dia siguiente. Las
cortezas y maderas se almacenaron a -80 °C hasta su secado por liofilizacion y molienda
en molino criogénico. Las muestras molidas se guardaron a -80 °C hasta realizar la
extraccion fendlica.

5.2.1.6.2 Extraccién y cuantificacion de compuestos fenolicos

Los productos quimicos empleados y las metodologias llevadas a cabo para la
extraccion de los compuestos fendlicos estan descritos en el apartado 2.2 del Capitulo 2.

De cada tejido a analizar se realizaron 2 extracciones. La extraccion de los
compuestos fenolicos se basd en la metodologia optimizada en el Capitulo 2 (Figura
2.1). Las muestras molidas (1 gps por muestra) se extrajeron con 100 mL de MeOH/H.0
(1:1, v/v) en agitacion durante 24 h. Los extractos se filtraron, se elimino el MeOH vy se
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Ilevd a un volumen de 50 mL con agua, separando posteriormente una alicuota de 3 mL,
que se conservo a -20 °C para realizar la cuantificacion de los FT mediante el ensayo
Folin-Ciocalteu. El resto del extracto se sometié a 2 extracciones liquido-liquido
consecutivas, con 20 mL de éter dietilico y 20 mL de acetato de etilo, extractos
organicos llevados a sequedad y guardados a -20 °C hasta la cuantificacién
correspondiente. En el segundo extracto se cuantificaron los taninos condensados (TC)
mediante el método de la vainillina. El extracto acuoso final se liofiliz6 y guard6 a -80
oC hasta la cuantificacion de los TH mediante HPLC tras metanolisis &cida para
degradar estos compuestos a sus unidades basicas y diferenciarlos en galotaninos (Gts)
y Ets.

5.2.1.7 Crecimiento in vivo de Cryphonectria parasitica en ramas ex situ

Ensayo realizado de forma analoga a como se describié en el apartado 3.2.9 del
Capitulo 3. Las ramas usadas fueron las muestreadas en julio de 2014, de las cuales se
tomaron 5 trozos de cada una de las 2 parcelas, inoculando con el hongo C. parasitica la
madera, corteza 0 madera+corteza (rama descortezada con ambas partes en contacto,
intentando simular el estado sin descortezar, con el indculo entre ambos tejidos). A los 3
dias de la inoculacion se fotografiaron las ramas y se analizaron las imagenes para el
calculo de la superficie de crecimiento de C. parasitica.

5.2.2 Efecto de la aplicacion exdgena de extractos fendlicos en el crecimiento de
Cryphonectria parasitica

5.2.2.1 Obtencién v caracterizacién de los extractos fendlicos

Los extractos fendlicos usados procedian de corteza (EFC) y madera (EFM) de
C. sativa. Para su obtencidn se utilizaron 2.5 kg de corteza y 3 kg de serrin, que fueron
triturados en un molino semi-industrial (Retsch, Biometa SM 100; Frankfurt, Alemania)
con una malla inicial de 4 mm y una final de 1 mm. La extraccion se llevo a cabo en
recipientes plasticos autoclavables abiertos de 30 L, utilizando 25 L de agua destilada
para extraer la corteza y 15 L para el serrin. Ambas extracciones se llevaron a cabo en
dos ciclos de 20 min a 120°C en autoclave (RaypaSteamSterilizer, AES75, Linden,
Alemania). Los extractos se filtraron por gravedad en tres pasos: malla de 1 mm,
muselina de 0.5 mm y, finalmente, papel de filtro. Una vez filtrados se conservaron a 4
°C hasta su caracterizacion (3 muestras de cada extracto) por los siguientes parametros:

-pH: medido a temperatura ambiente con pH-metro (CRISON GLP22,
Barcelona, Espafia).

- Residuo solido (RS): 50 mL se liofilizaron (Telstar Technologies SL, LyoQuest
-55, Tarrasa, Espafa), y por diferencia de pesada se obtuvo el RS. El resultado final se
expresa en mg RS mL™.

- Indice de fenoles totales a 280 nm (IFT2s0) (Somers & Evans, 1977): medida de
la densidad optica (DO, absorbancia) de los extractos en microplaca de cuarzo de 96
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pocillos en espectrofotometro (BIOTEK Instruments, Synergy HT, Winooski, EUA). El
IFT280 se calculé multiplicando la DO medida por la dilucion realizada.

- FT, TC y TH (Gts y Ets): andlisis realizado segln se describe en el apartado
5.2.1.6.2, con las siguientes diferencias por tratarse de muestras acuosas. Los FT se
analizan directamente de los extractos diluidos con H>O (1:50). Para los TC y TH, se
parte de 10 mL y los fraccionamientos se realizan con 10 mL (x3), enrasando a 25 mL
con H20 la fase acuosa final.

5.2.2.2 Crecimiento in vitro de Cryphonectria parasitica en presencia de extractos
fenolicos de corteza y madera de Castanea sativa

Se utilizo la cepa virulenta de C. parasitica LPPA-F-187, perteneciente al grupo
de compatibilidad vegetativa EU-1 con idiomorfo MAT-I, cedida por la Dra. Gonzalez
del Programa de Investigacion en Patologia Vegetal del SERIDA. Esta cepa se mantuvo
repicandola en placa Petri de vidrio cada 3-4 semanas en medio de cultivo de malta (40
g de extracto de malta y 20 g de agar por L de agua destilada) a 22 °C, 70 % de
humedad y en oscuridad.

El ensayo consistié en inocular C. parasitica en medios de cultivo con EFC o
EFM a 3 concentraciones finales en base a los valores de FT (0.5, 50 y 5000 mg EAG
L), preparando 4 placas (repeticiones) por tratamiento y otras 4 como control sin
extracto. ElI medio de cultivo y los extractos fendlicos se autoclavaron y, a la menor
temperatura a la que la mezcla permanece en estado liquido, se dosifico en placas Petri
(en torno a 22 mL placa®). Una vez solidificados los medios, se inocul6 el hongo y las
placas se mantuvieron durante 4 dias en las mismas condiciones en que se mantuvo el
cultivo del hongo, descritas en el parrafo anterior. Trascurrido este tiempo, las placas se
fotografiaron y, mediante el software ImageJ (v1.43u, Wayne Rasband, National
Institutes of Health, EUA), se calculd la superficie de crecimiento de C. parasitica.

5.2.2.3 Aplicacién de los extractos fendlicos a planta juvenil de Castanea sativa

La aplicacion exdgena de los extractos fendlicos (EFC y EFM) se realiz6 sobre
planta juvenil de C. sativa en condiciones de invernadero. Los castafios utilizados
fueron sembrados (procedencia semilla: ES-02 Mesetas interiores Galicia) en diciembre
de 2012. Dos afios después, las plantas se acondicionan en invernadero y al cabo de un
mes se trasplantan a maceta de 1.8 L incorporando abono de liberacion lenta y se dejan
aclimatar durante 2 meses. Trascurrido este tiempo, se aplican los extractos fendlicos
durante 4 meses. La aplicacion de los extractos se realizd por pulverizacion (P, con
adicion de tensoactivo adherente, también adicionado a los blancos pulverizados con
agua, Pa) o riego (R), con una concentracion en base a FT de 5 mg EAG L. Esta
concentracion se establecié a partir de los resultados obtenidos del ensayo in vitro
realizado previamente. La P se realiz6 sobre las plantas hasta mojar todas las hojas. Las
plantas R, con EFC (Rc) y EFM (Rm), al igual que las control, también se pulverizaron
con agua + tensoactivo. El volumen de extracto aplicado por R fueron 10 mL, tanto de
EFC (Rc) o EFM (Rm) como de H2O para las plantas control y de P.
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Inicialmente, se prepararon 345 plantas, de las cuales 132 se sometieron a
tratamiento con extractos fendlicos por P (66 Pc 'y 66 Pm), 132 por R (66 Rcy 66 Rm) y
66 Pa. De estas plantas, tras los 4 meses de tratamiento, se toman 6 de cada tratamiento
para el analisis fenolico en tronco (corteza y madera) y el ensayo de crecimiento de C.
parasitica en ramas. Las 60 plantas restantes por tratamiento se dividen en 3 bloques
(repeticiones).

5.2.2.4 Composicion fenolica del tronco de Castanea sativa tras la aplicacion de los
extractos fendélicos

La zona media del tronco de las 6 plantas por tratamiento que se muestrearon
tras la finalizacion de la aplicaciéon del EFC y EFM se corto, se separo la corteza de la
madera y se trocearon ambos tejidos por separado. Todas las muestras troceadas se
guardaron a -80 °C hasta su andlisis fendlico. De cada tejido a analizar se realizaron 3
extracciones. La extraccion de los compuestos fendlicos se basé en la metodologia
optimizada en el Capitulo 2 (Figura 2.1) y resumida en el apartado 5.2.1.6.2 de este
capitulo, partiendo de 1 g de peso fresco (pf) por muestra.

5.2.2.5 Crecimiento in vivo de Cryphonectria parasitica en planta juvenil de Castanea
sativa tratada con extractos fenélicos

Las 20 plantas por bloque que quedaron tras aplicar los extractos fendlicos y
muestrear las 6 para el analisis fendlico, se separaron aleatoriamente en dos bloques que
se ubicaron en dos invernaderos contiguos con exactamente las mismas condiciones
ambientales, de riego y fertilizaciéon. En uno de los invernaderos se realizd la
inoculacion con el hongo y en el otro se realizo el tratamiento control inoculdndolas con
el medio de cultivo sin hongo, para reducir el riego de contaminacion de las plantas
control.

La inoculacion de C. parasitica, y del medio de cultivo sin hongo, se realiza en
el centro del tronco, tras haber retirado una pequefia superficie de la corteza (circulo de
0.5 cm de didmetro), y protegiendo posteriormente la herida con plastico de parafina
(Parafilm, Bemis NA, Wisconsin, EUA). Un mes después de la inoculacion se procede a
valorar los efectos producidos midiendo el engrosamiento del tronco y la aparicién de
una mancha naranja indicadora del avance del crecimiento del hongo.

5.2.2.6 Crecimiento in vivo de Cryphonectria parasitica en ramas ex situ

Este ensayo se realizé de forma similar a como se hizo en ramas adultas de
campo, descrito en el apartado 3.2.9 del Capitulo 3, con las siguientes diferencias. Las
ramas usadas fueron tomadas de las 6 plantas muestreadas para el analisis fendlico del
tronco. De cada una de estas plantas se cortd una rama y se descortezd, inoculando C.
parasitica en la corteza y madera por separado. A los 3 dias de la inoculacién se
fotografiaron las ramas y se analizaron las imagenes para el calculo de la superficie de
crecimiento de C. parasitica.

179



Influencia de la gestion forestal en las defensas de Castanea sativa Miller

5.2.2.7 Evolucién de Castanea sativa juvenil tras la inoculacién de Cryphonectria
parasitica

A las plantas juveniles de C. sativa tratadas con los extractos fendlicos de
plantas adultas de la misma especie e inoculadas posteriormente con C. parasitica en el
tronco en invernadero se les hizo un seguimiento durante 9 meses para ver su respuesta
y evolucion al chancro. Al mes de la inoculacién se cuantifico la formacion de brotes
adventicios y cuando se dio por finalizado el ensayo, a los 9 meses, se contabilizé la
mortandad del tallo principal.

5.2.3 Aplicacion de extractos fendlicos de Castanea sativa como tratamiento
antifingico protector de la madera

Este ensayo se realiz6 de la misma forma que el descrito en el apartado 5.2.2.2,
con la diferencia de que en vez de C. parasitica, se valoraron 4 hongos de pudricién de
la madera (Coniophora puteana, Gloeophyllum trabeum, Poria placenta y Trametes
versicolor).

53 RESULTADOS Y DISCUSION
5.3.1 Ecosistema, composicion fenolica y chancro

5.3.1.1 Zonas de estudio: caracteristicas y productividad

El indice de sitio calculado (ecuacion [3.1] del Capitulo 3) para este castafiar fue
de 16 m, lo que corresponderia a una calidad de estacién (CE) 2 (buena). La CE de la
masa es adecuada y similar a la establecida en el Capitulo 3 para las parcelas de Allande
(Tabla 3.1), a pesar de que la orientacion no es favorable (N). La altitud esta en el rango
adecuado para la especie y la pendiente estaria en la media de las que se encuentran en
Asturias.

La valoracion a nivel de produccion de la actuacion no se ha podido realizar
dado el corto periodo de tiempo transcurrido, 2 afios desde el inicio de la gestién
forestal (clara) hasta las primeras valoraciones llevadas a cabo (muestreo de ramas). Sin
embargo, ya que dentro de los posibles efectos favorables de la gestion se encuentra la
disminucion de patologias como el chancro y esta zona esta especialmente afectada por
esta enfermedad, se evalud la incidencia de la misma a través de datos visuales en las
dos parcelas en estudio.
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5.3.1.2 indice de Chancro en Campo

En la Figura 5.1 se muestra el IChC para las parcelas gestionada y control
durante los afios 2016 y 2017. Estos IChC obtenidos muestran la notable reduccion de la
incidencia del chancro en la parcela gestionada.

IChC
N

2016 2017 2016 2017

Gestion Control

Figura 5.1. indice de chancro en campo (IChC) en la
parcela gestionada y la control en los afios 2016 y 2017.

Esta notable diferencia de la incidencia del chancro entre ambas parcelas podria
explicarse a través de la mejora en las condiciones ambientales que se generan tras la
gestion de los castafios, asi como a la disminucién de la presencia de in6culo del hongo,
ya que, aunque no se hayan eliminado todos los restos de la clara, su propagacion desde
el suelo sera més limitada. No obstante, los cambios a nivel fisioldgico inducidos por la
gestion realizada también podrian ser responsables, ya que la actuacion mejora varios
aspectos relacionados con las defensas de los arboles, tales como la modificacion del
metabolismo secundario que condicionaria el nivel de taninos y cuya relacion con la
tolerancia evaluamos en este trabajo. El estado nutricional es uno de los parametros que
se modifican tras las intervenciones ya que por un lado se disminuye la competencia,
pero por otro se alteran numerosos aspectos del ecosistema que condicionan el reciclado
de los nutrientes, ademas de otros muchos aspectos.

5.3.1.3 Suelo

El analisis fisicoquimico realizado en los suelos de la parcela gestionada y la
control (Tabla 5.1 y Figura 5.2), permite considerarlos como no salinos, con una
concentracion de los iones mas téxicos (Na* y CI) normal, lo que implica una sodicidad
del suelo (saturacién de Na) también normal. Ambos presentan unas caracteristicas muy
similares, lo que nos corrobora la posibilidad de utilizar las 2 parcelas en la
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comparativa, al menos desde este punto de vista. No obstante, sorprenden los resultados
obtenidos, ya que para una CE similar a la de Allande (Tablas 3.1 y 5.1) nos
encontramos con unas caracteristicas fisicoquimicas de suelo mas similares a las de
Caso (Tabla 3.6 y Fig. 3.5).

De los parametros destacados, por marcar diferencia entre las parcelas de Caso y
Allande, como son el pH, la CIC y el Ca?* extraible, en todos los casos se aprecia una
gran similitud entre los datos obtenidos en Riosa (Tabla 5.1) y los reflejados por Caso
(Tabla 3.6). El pH, destacado por su papel en la absorciéon de nutrientes, es igual de
acido en ambas localidades, Caso y Riosa. La CIC es incluso superior en Riosa, quiza
debido a que la componente en arcilla también lo es (Figuras 5.2 y 3.5) y por tanto la
textura franco-arcillosa esta en el limite con arcillosa. Una orientacién N, con poca
pendiente y suelo rico en arcilla sigue siendo sorprendente para esta CE. Respecto al
Ca2* extraible muestra también valores similares a los que encontramos en Caso, si bien
el Ca®" intercambiable y asimilable duplica en Riosa los valores que habiamos
determinado en las parcelas de peor CE, que ya eran superiores a los de Allande. La MO
en las 2 parcelas de Riosa, gestionada y control, es alta, segun los limites establecidos
por Afif-Khouri et al. (2011), en castafiares asturianos (2.09 - 5.28 %), siendo
ligeramente superior en la parcela gestionada lo cual probablemente se deba al impacto
de los restos de la clara efectuada en 2010 ya que no se extraen totalmente de la parcela.
En la valoracion de la fertilidad del suelo también tiene gran importancia la relacion
C/N, que cuando se encuentra en torno a 10 se considera un suelo fértil (Lépez, 2005).
El suelo de la parcela gestionada presenta un valor para esta relacién de 15.3, también
algo superior al de la control (12.47), estando ambos valores cercanos al valor medio
descrito por Afif-Khouri et al. (2011) para castafiares asturianos (14.18) y superiores a
los encontrados en Caso y Allande.

Al igual que se plante6 en el Capitulo 3, en el siguiente apartado se valora la
composicion de los nutrientes presentes en las hojas, ya que, en general, el estado
nutricional de una planta se refleja mejor a traves del analisis de este érgano (Portela &
Louzada, 2005).
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Tabla 5.1. Analisis fisicoquimico del suelo de las parcelas gestionada y control de Riosa (n=1).  Concentracién de protones expresada como pH del extracto acuoso en el
que se han extraido y cuantificado el resto iones de este grupo. ® SAR: Relacion de adsorcion de sodio. ¢ CIC: Capacidad de intercambio cationico. ¢ Sat Na (%):
Porcentaje de saturacion de sodio. ¢ MO: Materia organica. f C Org: Carbono organico. ¢ N tot: Nitrdgeno total. " C/N: Relacion carbono/nitrégeno.

lones extraidos con H,0 1:2 m/v (meq Kg™?) Cationes intercambiables (meq Kg?)
H+ + 2+ - + 2+ b - - 2- + 2+ + 2+ c Sat Na d
Parcela (pH) ¢ Na Mg Cl K Ca SAR HCO3 NO; SO, Na Mg K Ca CIC (%)
Gestion 454 040 034 146 0.16 0.76 0.38 0.60 0.24 1.20 0.20 2.10 2.10 12.80 132.20 0.15
Control 463 020 028 134 0.14 0.62 0.21 0.80 0.18 1.20 0.20 1.60 1.80 9.50 121.60 0.16
Elementos asimilables (mg Kg™)
MO © COrgf N tot 9 h
Parcela B Na Mg P K Ca Mn Fe Cu Zn %, mim) (%, mim) (%, m/m) CIN
Gestion  0.60 127.40 292.40 266.80 880.80 2715.00 1.86 190.26  0.28 1.88 5.54 3.21 0.21 15.30
Control  0.70 95.00 230.90 224.80 764.90 2031.50 152 155.60 0.30 2.24 4.73 2.74 0.22 12.47
Gestion Control

36.7 4 Arena

1 % Limo
u % Arcilla

CRAD (L m?)

75.6 82.8

Figura 5.2. Capacidad de retencion de agua disponible (CRAD) y porcentaje (%, m/m) de
las distintas texturas (granulometrias) del andlisis fisicoquimico del suelo en las parcelas
gestionada y control de Riosa (n=1).
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5.3.1.4 Estatus nutricional foliar

En la Tabla 5.2 se muestran los resultados obtenidos del analisis quimico
elemental foliar realizado en las hojas de los castafios de las parcelas gestionada y
control. Los elementos que presentan una diferencia mas marcada entre las dos parcelas
son N, Ca, B y Zn, que muestran un mayor contenido en la parcela gestionada, y K y
Cu, més abundantes en la control. Aunque como ya mencionamos en el capitulo Il no
siempre existe una relacion directa entre la disponibilidad de un elemento en el suelo y
la concentracion en los tejidos de la planta, para el Ca, el mayor contenido en las hojas
de los castafios de la parcela gestionada responde probablemente a la mayor presencia
en el suelo de este elemento en todas las fracciones analizadas: asimilable,
intercambiable y extraible (Tabla 5.1). Por el contrario, para el N, B y Zn no cabria
esperar un mayor contenido en los tejidos, ya que su presencia en el suelo es inferior y,
por tanto, es razonable pensar que bien la gestion a que fueron sometidos estos arboles
de forma directa, o bien por el aporte de la MO al suelo que supone, procedente de los
restos de la clara, han influenciado la captacion y acumulacion de estos nutrientes, sin
olvidar el papel que puedan tener otros parametros ambientales diferenciales de las dos
parcelas. Para el K ocurriria algo parecido a lo sucedido con estos Gltimos elementos,
pero a la inversa, ya que el contenido en hoja es mayor donde estd menos disponible y
sin actuacion sobre los arboles, de forma que con el mismo planteamiento se podria
considerar que la gestion le afecté desfavorablemente. Ahora bien, este efecto quizé no
sea directo sino por el antagonismo con el resto de los elementos que se ven
favorecidos, ya que en los suelos de estas parcelas las relaciones K/Ca y K/Mg estan
muy por debajo de los limites adecuados, que deben fluctuar entre 2 y 10 y, por tanto,
son muy desfavorables para una buena asimilacion de K. Solo la relacién K/Mg, en la
fraccion asimilable, entraria en el margen adecuado. En cuanto a la relacion N/P en la
hoja, que se recomienda esté en torno a 10 (Aerts & Chapin, 1999), observamos que en
ambas parcelas esta muy desplazada hacia el N (con valores de 21 y 15 para gestion y
control, respectivamente), lo cual corrobora que desde el punto de vista nutricional estas
parcelas estarian mas proximas a las del municipio de Caso (ver Capitulo IlI). La
concentracion de P en la hoja, inferior a los datos publicados por otros autores [0.250-
0.280 (Leonardi et al., 1996), 0.24 (Santa Regina, 2000), 0.18 (Toprak & Seferoglu,
2013) y 0.171 % (Portela et al., 2015)], se podria considerar deficiente para esta especie
segun limite de 0.2 % establecido por Barcel6 et al. (1987) pero, sin embargo, no se
apreciaria el efecto negativo en el desarrollo vegetal que se le supone, quizéa porque los
arboles aun son jévenes. Para algunos elementos como el Mg, que ya estaba presente en
menor proporcion en las hojas de los arboles de las parcelas de Caso, con respecto a los
de Allande (Tabla 3.7), siendo éste un elemento determinante para el castafio (Portela et
al., 2003, 2010), ademas de relacionarse con las defensas frente a hongos (Huber &
Jone, 2013), llega a tomar en Riosa valores en el limite de la deficiencia (Tabla 5.2),
rango de 0.2 a 0.6 % (Arrobas et al., 2017, 2018). Por el contrario, en base al contenido
foliar, la asimilacion de B en Riosa, otro de los elementos trascendentales en el castafio
(Arrobas et al., 2017), parece verse favorecida, pues se encuentra en el rango definido
para este elemento por los autores citados, de 20 a 100 mg kg™, y ain mas favorable
cuando la parcela estuvo sometida a gestion, no pudiendo achacarse este resultado al
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contenido en el suelo ya que de haber diferencias, el contenido seria menor en la parte
gestionada.

Tabla 5.2. Anéalisis quimico elemental foliar de Castanea sativa en las parcelas gestionada y control
de Riosa (n=1).

% (m/m) mg kg*
Parcela N P K Ca Mg Na B Mn Fe Zn Cu Mo
Gestion 2.74 0.13 093 055 0.25 0.01 36.0 960 119 48.8 7.02 <0.100
Control 224 015 125 042 021 0.02 253 892 129 332 11.0 <0.100

Estas hojas, con composicion en minerales muy similar en ambas parcelas,
aportan al suelo, tras la caida en otofio, unos nutrientes en proporcion similar. No
obstante, la liberacion de estos podria ser diferente dado que las condiciones del
mantillo pueden haber cambiado debido a la actuacién realizada, que aporté por un lado
una materia organica puntual, en forma de restos de la clara, pero ademéas porque
permitira una mayor incidencia de la luz solar, con todo lo que ello implica.

5.3.1.5 Degradacioén de la hojarasca

5.3.1.5.1 Pérdida de biomasa

En la Figura 5.3 se representa la pérdida de masa de la hojarasca, en base al
peso seco, en los muestreos realizados durante 30 meses, no existiendo diferencias
significativas (p< 0.05) entre las parcelas gestionada y control en todos los muestreos.
El comportamiento que muestran ambas parcelas en cuanto a la degradacion, pérdida de
masa de la hojarasca, es similar al observado en las parcelas de Allande y Caso del
Capitulo 4 (Figura 4.8) y en otros trabajos sobre esta especie (Raimundo et al., 2008),
pero con destino fruticola, donde se realiza un manejo agronémico del suelo, que no se
da en nuestras parcelas forestales.

La degradacién de la hojarasca estd condicionada por factores climéticos
(temperatura, precipitacion y radiacion solar) y la composicion foliar, pero también por
la actividad microbiana y pequefia fauna del suelo (Castellanos-Barliza & Ledn, 2011).
La similitud observada entre ambas parcelas respecto a la evolucién de la hojarasca
hace pensar a priori que las actividades desarrolladas en la parcela gestionada no
modificaron de forma importante estos parametros. No obstante ya que la propia
composicion de la hojarasca es uno de los factores que mas influye en la degradacion,
siendo considerada como predictora de su descomposicion (Martinez-Yrizar et al.,
2007; Carnevale & Lewis, 2009; Garcia-Palacios et al., 2013) analizamos la evolucion
fendlica como indicador, al igual que hicimos en las parcelas de Caso y Allande (Figura
4.9) donde parecia existir una relacion inversa entre la actividad microbiana, que
condiciona la degradacion de la hojarasca, y de la propia degradacion durante el primer
afio, frente al aporte fendlico de las hojas en el momento de la caida (ver Capitulo 4).
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Figura 5.3. Pérdida de masa (media, n=3) de la hojarasca (secada a 70 °C) en los
once muestreos realizados durante 30 meses en las parcelas de estudio, gestionada
(G, verde) y control (C, naranja).

5.3.1.5.2 Fenoles totales

En la Figura 5.4.A se observa una reduccion significativa en el contenido de FT
de los tejidos desde el momento de la caida de la hoja hasta un afio de permanencia de la
hojarasca en el mantillo, al igual que vimos en las parcelas de Caso y Allande (Figura
4.9). La reduccion drastica del contenido de FT se debe tanto a la lixiviacion producida
por la lluvia como a la degradacion de estos compuestos. El contenido en FT es
significativamente superior en la hojarasca de los arboles sometidos a gestion y aunque
se produzca una reduccion similar a lo largo del afio de permanencia en el mantillo, al
final del ensayo se mantienen las diferencias entre ambas parcelas. Que esta diferencia
en el contenido en FT no induzca diferente degradacion (Figura 5.3) parece indicar que
la composicion de la hoja, en lo que a FT del propio tejido se refiere, no influye de
forma significativa en su degradacion. No obstante, este resultado no resta importancia
al papel que estos compuestos puedan llegar a tener (Lorenz et al., 2000) cuando se
produce una acumulacién en el mantillo fruto de la caida afio tras afio de tejidos con alto
contenido en estos metabolitos, ya que hemos de tener en cuenta que en estas parcelas
las diferencias en composicién foliar debidas a la gestion, reflejadas en la composicion
inicial de la hojarasca (Figura 5.4) son muy recientes (4 afios tras la actuacion) y su
influencia en la composicion del suelo, en cuanto a MO o relacién C/N, es limitada
(Tabla 5.1).
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Figura 5.4. Analisis realizados a la hojarasca (secada a 70 °C) de Castanea sativa en las parcelas
gestionada (G, en verde) y control (C, en naranja) en la caida de la hoja (0) y a los 12 meses. Fenoles
Totales (A) expresados como mg equivalentes de acido galico/g de peso seco. Porcentaje de cenizas (B).
Analisis Elemental (C) de: carbono (C, en negro), hidrégeno (H, en azul claro) y nitrégeno (N, en verde
claro). C/N (D): Relacion carbono/nitrégeno. En cada andlisis, diferentes letras mindsculas indican
diferencias significativas entre zonas por muestreo, y diferentes letras mayusculas indican diferencias
significativas entre muestreos por zona. ANOVA, p < 0.05, modelo lineal general univariado, n=9 para
Fenoles Totales, y n=3 para el resto de los analisis.

5.3.1.5.3 Cenizas

La Figura 5.4.B muestra el porcentaje de cenizas en la hojarasca, que se
incrementa en ambas parcelas desde el momento de la caida de la hoja hasta un afio
después de permanencia en el mantillo, aunque sélo resulte significativo en la parcela
gestionada debido a la variacion observada en el ultimo muestreo en la parcela control.
El incremento de este pardmetro a lo largo del tiempo como indicador de la
degradacion de la materia organica, nos confirma que el proceso ocurre de forma similar
en las dos parcelas, ya que ademés las diferencias en este pardmetro no fueron
significativas, ni en el momento inicial, ni al cabo de un afo. Esta ausencia de
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diferencias, junto con la igualdad de comportamiento en la pérdida de peso de la
hojarasca (Figura 5.3), viene a confirmar la ausencia de efecto directo de la distinta
composicion fenolica interna de los tejidos en la degradacion de la hojarasca.

5.3.1.5.4 AnAlisis elemental

Los resultados obtenidos para el analisis elemental de la hojarasca (%, m/m, de
C, Hy N, con el cociente C/N) se muestran en la Figura 5.4.C y D. El elemento
mayoritario (C) apenas varia, ni de un muestreo a otro, ni de una a otra parcela. El H no
se diferencia entre parcelas, aunque aumenta significativamente en el afio en la parcela
gestionada. Y el N, también se incrementa de forma significativa al afio, en ambas
parcelas, y muestra diferencias entre parcelas, con mayores valores en la control. Dada
la estabilidad del C y la evolucién en el N, la relacion también diferird pero,
I6gicamente, en sentido contrario a este ultimo.

El contenido en N obtenido en el anélisis foliar in vivo de las hojas muestreadas
en julio (Tabla 5.2) mostré un mayor valor de este elemento en las hojas de los castafios
de la parcela gestionada. Contenido en N, que no s6lo disminuye en el momento de la
caida de la hoja, sino que invierte las diferencias observadas in vivo, debido a que en las
hojas de la parcela gestionada la reduccion de este elemento fue de un 67 % y en las de
la control de un 54 %. Esto supone, por un lado, una mayor translocacion del N desde
las hojas hacia otros tejidos del arbol durante el periodo de senescencia foliar en los
castafios de la parcela gestionada, pero por otro lado, el mayor contenido en N en la
hojarasca de la parcela control refleja una situacion mas favorable de este material
vegetal en relacion con el ciclo del N, ya que este elemento seria suministrado al
mantillo en mayor cantidad, lo que supone un suelo mas rico en el elemento, con una
relacién C/N mas baja. El analisis fisicoquimico del suelo (Tabla 5.1) muestra un valor
de N total ligeramente superior en la parcela control, asi como una menor relacion C/N.

5.3.1.6 Composicién fendlica en ramas

En la Tabla 5.3 se muestra la significacion encontrada para cada factor en
estudio (tejido, gestion, afio y mes de muestreo) y sus interacciones en cada analisis
fendlico (FT, TC y TH: Gts y Ets). En cuanto a los tejidos analizados, destacar las
diferencias significativas obtenidas en todos los analisis realizados, presentando siempre
la corteza mayores valores que la madera. El efecto de la gestion sélo se ve reflejado en
los TC (gestion > control). El afio de muestreo influye significativamente en todos los
analisis fendlicos, pero de forma distinta. En los FT y Ets 2013 > 2014, y para los TC y
Gts 2014 > 2013. Dentro del afio, el mes de muestreo presenta diferencias significativas
para los FT, Gts y Ets, destacando el mes de julio en todos los casos y con una
graduacion para FT y Ets (julio > enero > mayo) y cambiando en los dos Gltimos meses
para Gts (julio > mayo > enero). Esta diferente variabilidad intra e interanual podria
deberse a distintas condiciones climéaticas en estos afios o por las diferentes
interacciones con otros organismos, como la notable incidencia del hongo patégeno C.
parasitica en estas parcelas. En cuanto a las interacciones, estas son significativas en la
mayor parte de los casos y especialmente cuando una de las variables analizadas es

188



Capitulo 5

temporal, lo que se relacionaria con el efecto variable del ambiente. La variable gestion
es la que muestra una menor interaccién, aunque en algunos casos llega a ser
significativa, indicando que la actuacion realizada pudo tener en general un efecto en el
perfil fendlico.

En la Figura 5.5 se representan los valores medios obtenidos para los FT, TC,
Gts y Ets en la corteza y madera de las ramas de C. sativa. Lo més destacable es el
diferente contenido en los dos tejidos analizados, corteza y madera, que alcanza valores
de hasta 60 veces mas en la corteza, para los TC, o 10 veces més para los Ets y, como
minimo, es de 3 veces para los FT. Este diferente contenido ya se apreciaba en los
analisis realizados en las ramas provenientes de las parcelas con diferente CE (Figura
4.5). No se observan diferencias claras en los andlisis fenolicos entre las parcelas
gestionada y control. Comparando muestreo a muestreo, los TC suelen mostrar valores
mas altos en la parcela gestionada. Estas minimas diferencias pueden ser debidas a la
variabilidad existente tanto intra como interanualmente.
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Tabla 5.3. Significacion (valor de p) de los factores/interacciones en los analisis fenolicos realizados.
Nivel de significacion de 0.05. ANOVA seguin modelo lineal general univariado, n=6 para Fenoles
Totales (FT) y Taninos Condensados (TC), y n=2-4 para Taninos Hidrolizables: Galotaninos (Gts) y
Elagitaninos (Ets). gl: grados de libertad.

Factor Anéli_sis gl p Interaccion Anéli_sis gl p
Fenolico Fenodlico
Tejido FT 1 .000 Tejido * Gestion FT 1 .017
(Corteza > Madera) TC 1 .000 TC 1 .000
Gts 1 .000 Gts 1 .365
Ets 1 .000 Ets 1 .869
Gestién FT 1 161 Tejido * Afio FT 1 .000
TC 1 .000 TC 1 .000
(Gestion > Control) Gts 1 .000
Gts 1 315 Ets 1 .002
Ets 1 .619 Tejido * Mes FT 2 .000
Afio FT 1 .000 TC 2 .989
(2013 > 2014) Gts 2 .000
TC 1 .000 Ets 2 .008
(2014 > 2013) Gestion * Afio FT 1 .918
Gts 1 .000 TC 1 .000
(2014 > 2013) Gts 1 .035
Ets 1 .001 Ets 1 .079
(2013 > 2014) Gestién * Mes FT 2 .032
Mes FT 2 .000 TC 2 .061
(Julio > Enero > Mayo) Gts 2 .055
TC 2 .865 Ets 2 .001
Gts 2 .000 Afio * Mes FT 2 .000
(Julio > Mayo > Enero) TC 2 .063
Ets 2 .004 Gts 2 .000
(Julio > Enero > Mayo) Ets 2 .000
Tejido * Gestion * Afio FT 1 .041
TC 1 .000
Gts 1 .045
Ets 1 112
Tejido * Gestion * Mes FT 2 116
TC 2 .060
Gts 2 .054
Ets 2 .001
Tejido * Afio * Mes FT 2 .000
TC 2 .046
Gts 2 .000
Ets 2 .000
Gestion * Afio * Mes FT 2 .000
TC 2 .000
Gts 2 .282
Ets 2 136
Tejido * Gestion * Afio * Mes FT 2 .468
TC 2 .000
Gts 2 474
Ets 2 .358
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Figura 5.5. Valores medios del contenido de Fenoles Totales (FT, mg equivalentes de acido galico/g de peso seco), Taninos Condensados (TC, mg equivalentes de (+)-
catequina/g de peso seco) y Taninos Hidrolizables: Galotaninos (Gts, mg de galato de metilo/g de peso seco) y Elagitaninos (Ets, mg de 4cido elagico/g de peso seco) en la
corteza y madera de las ramas de Castanea sativa en las parcelas gestionada y control en los afios (2013 y 2014) y meses (enero, mayo Y julio) muestreados. Las barras
verticales sobre las columnas representan el EE (n=6 para FT y TC, y n=2-4 para Gts y Ets).

191



Influencia de la gestion forestal en las defensas de Castanea sativa Miller

A excepcion de los TC, que muestran bastante variacion en los dos afios de
estudio, para el resto de los compuestos la dinamica es bastante similar y lo es ain més
en la madera, resultado que parece logico si tenemos en cuenta que la corteza es el
tejido que esta expuesto al exterior y por tanto se vera afectado en mayor medida por las
variaciones que se estén produciendo entre los afos.

La variacion dentro del afio, fundamentalmente en madera, muestra un
incremento de enero a julio. En corteza esta tendencia sélo se observa en Gts en 2014
para ambas parcelas.

En los trabajos realizados por Rodriguez & Colinas (1999) se selecciona como
fecha mas adecuada para la realizacion de bioensayos frente a C. parasitica el mes de
julio por observarse una mayor reactividad de las ramas. Este hecho se achaca al posible
incremento en el metabolismo de los fenoles, aspecto que se corroboraria a partir de
estos resultados. Que este efecto se vea fundamentalmente reflejado en la madera parece
l6gico, ya que en la corteza la posible interferencia con otros procesos a los que se esta
viendo sometido el &rbol puede estar enmascarandolo.

Por lo que respecta al efecto de la gestion, no parece que ésta haya actuado en la
dindmica de forma significativa, ya que el perfil obtenido es muy similar en ambas
parcelas, no obstante, se realiza bioensayo en relacion al crecimiento de C. parasitica a
partir de las ramas recolectadas en julio de 2014, cuyo perfil fendlico se destaca en la
Figura 5.6, donde se resumen los datos correspondientes a esta fecha concreta, con y
sin gestion. En la figura podemos ver que solamente los TC en las cortezas muestran un
contenido diferencial en base a la actuacion realizada. Que las diferencias encontradas
sean debidas o no a la actuacion es dificil de establecer, pero lo que es descartable es
gue sean debidas a la presencia de la enfermedad, cuya incidencia baja con la gestion.
Los fenoles actian como protectores vegetales frente a ciertos patégenos como el hongo
Phytophthora cinnamomi Rands (Dinis et al., 2011; ORwald et al., 2014), causante de la
tinta. Su implicacion directa en respuesta al chancro, principal patologia en la parcela,
no ha sido demostrada fehacientemente, aunque se supone por la formacién de la
barrera de células que acumulan fenoles (Beckman, 2000).
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Figura 5.6. Valores medios del contenido de Fenoles Totales (FT, mg equivalentes de acido
galico/g de peso seco), Taninos Condensados (TC, mg equivalentes de (+)-catequina/g de peso
seco) y Taninos Hidrolizables: Galotaninos (Gts, mg de galato de metilo/g de peso seco) y
Elagitaninos (Ets, mg de &cido elagico/g de peso seco) en la corteza y madera de las ramas de
Castanea sativa en las parcelas gestionada y control del muestreo de julio del 2014. Las barras
verticales sobre las columnas representan el EE. Las diferentes letras minGsculas indican
diferencias significativas entre parcela gestionada y control, y las distintas letras mayuUsculas
muestran las diferencias significativas entre distintos tejidos. ANOVA, comparacion de medias,
p<0.05, n=6 para FT y TC, y n=2-4 para Gts y Ets.
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5.3.1.7 Crecimiento in vivo de Cryphonectria parasitica en ramas ex situ

El crecimiento en superficie de C. parasitica en la corteza y madera de ramas
adultas de castafios de las parcelas gestionada y control se muestra en la Figura 5.7. La
inoculacion de C. parasitica sobre la corteza y madera se realizo tanto en los tejidos por
separado como conjuntamente (corteza+madera, con el indculo entre ambos tejidos).
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Figura 5.7. Crecimiento medio en superficie (mm?) de Cryphonectria parasitica
sobre la corteza (Cort) y madera (Mad) de las ramas de los castafios de las parcelas
gestionada y control, con los tejidos separados y en contacto. Las diferencias
significativas se muestran con diferentes letras o nimeros. Letras minGsculas entre
parcelas, nimeros entre un mismo tejido de forma separada o conjunta y letras
mayusculas entre distintos tejidos separados o conjuntamente. ANOVA, post hoc
DMS, p<0.05, n=5 para corteza y madera por separado, y n=10 para
corteza+madera. Las barras verticales sobre las columnas representan el EE.

La ausencia de diferencias, e incluso el hecho de que en algunos casos la
presencia de la rama completa procedente de la parcela de gestion pueda suponer un
incremento en el desarrollo del hongo, nos indica que la gestion no ha modificado la
tolerancia a la enfermedad y que por tanto el efecto en la incidencia del chancro
(Figura 5.1), se debe principalmente a una actuacion curativa, por eliminacién de zona
afectada y del indculo, y no preventiva en el periodo de tiempo analizado.

Otro resultado interesante de este bioensayo es el mayor crecimiento de C.
parasitica en la corteza y en los tejidos ensayados de forma separada. En general, el
mayor crecimiento de este hongo se podria relacionar con el mayor contenido fendlico,
y mas concretamente, a la vista de los resultados obtenidos, con el mayor contenido en
TC. Si este contenido fendlico no es una respuesta debida a la infeccion por C.
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parasitica, sino por otras situaciones del entorno de la planta, los compuestos fendlicos
presentes tendran una funcion diferente a la publicada por Beckman (2000), que destaca
que frente a infecciones fungicas los compuestos fendlicos son liberados, oxidados y
polimerizados, uniéndose a otras moléculas como proteinas o carbohidratos de la pared
celular, formando estructuras lignificadas de proteccion o componentes toxicos para los
patogenos. Por el contrario, nuestro ensayo parece indicar que algunos compuestos,
como los TC, podrian incluso servir de sustrato para el crecimiento del hongo, ya que
este se ve favorecido en aquellos tejidos que presentan un mayor contenido en esta
familia de compuestos. A través del ensayo de gestion, el incremento significativo de
estos fenoles solo se produce en corteza (Figura 5.6) y por tanto su efecto lo vemos
solo en este tejido (Figura 5.7). Para corroborar la posible relacion entre ambos factores
se realizaron ensayos con aplicacion de extractos fendlicos al cultivo de hongo in vitro y
al cultivo de castafio en condiciones controladas, asi como un ensayo ex situ sobre
ramas de los arboles tratados.

5.3.2 Efecto de la aplicacion exdgena de extractos fendlicos en el crecimiento de
Cryphonectria parasitica

En este apartado se valorar el efecto de distintos tratamientos con extractos
fenolicos de C. sativa, EFC y EFM, en el crecimiento in vitro de C. parasitica y en la
infeccion de esta especie por el citado hongo. Para ello, al medio de cultivo del hongo se
afiadieron los extractos fendlicos y las plantas juveniles de castafio en invernadero
fueron tratadas mediante pulverizacion o riego con ambos extractos, antes de la
inoculacién in situ en el tronco y ex situ en las ramas con este hongo. Previo a la
realizacion del ensayo, se cuantificd el nivel de fenoles que aportaba cada uno de los
extractos a través de diferentes andlisis y se analizaron también las familias de
compuestos ya mencionadas, de forma que dispusiésemos de un valor estandar, como
parametro para normalizar las aplicaciones de estos compuestos, y de los valores en
concentracion de las distintas familias, como parametros comparativos a efectos de
valorar su potencial efecto.

5.3.2.1 Caracterizacion de los extractos fenolicos

En la Tabla 5.4 se muestra la caracterizacion de los extractos fenélicos, EFC y
EFM, utilizados en los tratamientos aplicados a los castafios juveniles en el invernadero.
Como era de esperar, las diferencias son significativas en la mayoria de los parametros
analizados, a excepcién de los Ets, y presentando valores superiores el EFC, destacando
la gran diferencia existente en los TC. Este mayor contenido fendlico en el EFC
concuerda con el perfil fendlico obtenido para la corteza y madera del tronco de C.
sativa (Tabla 3.8) y ramas (Figura 5.5).

Los indices mas habituales para estandarizar las aplicaciones exdgenas de estos
compuestos son RS, IFT2s y FT, que diferencian ambos extractos en la misma
direcciéon (EFC > EFM) y en proporcion similar (56 %, 54 % y 73 %, respectivamente),
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siendo los FT cuantificados mediante el ensayo Folin-Ciocalteu los mas discriminantes,
por lo que es la opcidn elegida para establecer los tratamientos, que se fijaron en dosis
de 5 mg EAG mL?, en base a los ensayos realizados in vitro que se describen a
continuacion.

Tabla 5.4. Caracterizacion de los extractos fendlicos de corteza (EFC) y madera (EFM) de Castanea sativa. RS:
Residuo Sélido. IFTg0: Indice de Fenoles Totales medido a 280 nm. FT: Fenoles Totales (mg equivalentes de
acido galico/g de peso seco). TC: Taninos Condensados (mg equivalentes de (+)-catequina/g de peso seco). Gts:
Galotaninos (mg de galato de metilo/g de peso seco). Ets: Elagitaninos (mg de acido elagico/g de peso seco). *
Diferencias significativas entre extractos (ANOVA, comparacion de medias, p<0.05, n=3).

RS FT TC Gts Ets

Extracto  pH (mg mL%) IFTas0 (MgEAGmMLY)  (mgECmLY)  (mgGMmL?) (mgAE mLY)

3.64*  17.66* 322*
EFC +0.02 4034 +4.4 12.06* +0.32 0.1988* +0.0096  0.218* +0.013  0.411 +0.0086

3.42% 994  175* . . .
EFM  [072 <0008  4pa  887%%010  0.0031**000011 0079*+0.0026 03910018

5.3.2.2 Crecimiento in vitro de Cryphonectria parasitica en presencia de extractos
fendlicos de corteza y madera de Castanea sativa

En la Figura 5.8 se muestra el crecimiento in vitro de C. parasitica en medios
de cultivo enriquecidos con EFC y EFM de C. sativa a distintas concentraciones
calculadas en base a la cuantificacion de FT mediante el ensayo Folin-Ciocalteu. Todos
los medios de cultivo con EFC o EFM mostraron un menor crecimiento significativo de
C. parasitica con respecto al control, sin extracto fendlico, lo que indica un efecto
inhibitorio de estos extractos en el crecimiento de este hongo. Destacar de forma
especial la gran diferencia que el EFC a 0.5 mg EAG L™ presenta tanto respecto al
control como al resto de medios de cultivo, lo que confiere a este medio un importante
efecto antifungico frente a C. parasitica.
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Figura 5.8. Crecimiento medio in vitro en superficie (mm?) de Cryphonectria
parasitica al 4° dia de su inoculacion en medios de cultivo con extractos fendlicos de
corteza (EFC) y madera (EFM) de Castanea sativa. FT: Fenoles Totales (mg
equivalentes de 4cido galico/L). Las diferencias significativas entre medios de cultivo se

196  muestran con diferentes letras. ANOVA, post hoc DMS, p < 0.05, n = 4. Las barras
verticales sobre las columnas representan el EE.
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El mayor efecto inhibidor se consigue con EFC a una dosis de 0.5 mg EAG L™,
sin embargo para EFM la inhibicidn conseguida con esta concentracion es la menor de
las ensayadas, por ello, tratando de uniformizar las dosis de forma que no llegadsemos a
perder la mejora en EFC, mejorando la de EFM, se optd por la situacion intermedia de 5
mg EAG L para los ensayos in vivo, teniendo en cuenta, ademas, que en la aplicacion
exogena la cantidad de principio activo que llega a los tejidos es menor que la que se
consigue en placa donde el contacto es continuo.

La aplicacion de extracto fenolico puede tener un efecto directo sobre el
crecimiento del hongo que vemos in vitro (Figura 5.8) pero su efecto in vivo va a
depender, entre otros factores, de que se consiga modificar el perfil fendlico de los
tejidos del &rbol, ya que la accesibilidad directa al hongo en condiciones naturales va a
ser limitada dado que este se desarrolla de forma interna. En este sentido se realizé el
andlisis del contenido fendlico en la corteza y madera de la planta tratada con EFC,
EFM y control.

5.3.2.3 Composicién fenélica del tronco de Castanea sativa tras la aplicacion de los
extractos fendlicos

En la Figura 5.9 se muestran los resultados de los analisis fenolicos (FT, TC,
Gts y Ets) realizados a la corteza y madera del tronco de las plantas juveniles de C.
sativa tratadas en invernadero con EFC y EFM por pulverizacién o riego a la dosis de 5
mg EAG mL™. EIl tratamiento control, ademas de la fertirrigacion realizada a todas las
plantas por igual y el tensoactivo humectante, solo contenia agua (Pa), y es el
tratamiento referencia para comparar la variacion fenolica producida en el resto de las
plantas con los tratamientos aplicados. Resulta llamativo que el incremento en FT se
produjo en el tejido contrario al extracto aplicado. Esta fraccion aumenta
significativamente en la corteza de los castafios tratados por pulverizacién y riego con
EFM (Pm y Rm, Figura 5.9) y, por el contrario, en la madera las diferencias fueron
significativas para el incremento de los FT de aquellos castafios tratados con EFC, tanto
por pulverizacion como por riego, si bien también se observé una reduccion
significativa de esta fraccion en la madera tras la aplicacion de EFM, tanto por via
radical como en pulverizacién. En cuanto a los TC, se observan reducciones
significativas en la corteza para los tratamientos con extracto del mismo tejido, Pc y Rc,
y en la madera para todos los tratamientos a excepcion de Rc. Tanto en Gts como Ets no
muestran diferencias significativas en ningun caso.

Que el incremento en FT no se refleje en el contenido en TC y TH (Gts y Ets),
podria estar indicando la modificacion de la fraccion de fenoles simples de bajo peso
molecular que se separa en el fraccionamiento y no se analiza en este trabajo, pero cuya
significacion fisioldgica esta claramente establecida (Ockels et al., 2007). El que el EFC
incremente los FT en la madera, y que el EFM haga lo mismo en la corteza, puede ser
debido a que ambos tejidos complementen su composicion fendlica con fenoles
presentes en los extractos del tejido complementario bien por absorcién o asimilacion
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directa o a través de la activacion de mecanismos fisioldgicos capaces de producir estos
compuestos.

Si los resultados en los FT son Ilamativos, los obtenidos para los TC no lo son
menos, ya que este tipo de compuestos se reducen significativamente en el mismo tejido
del extracto fendlico aplicado. Asi, los TC disminuyen en corteza y madera tras la
aplicacion del EFC y EFM, respectivamente, tanto por pulverizacion como por riego.
Esta reduccion podria deberse a una respuesta de la planta por mantener la cantidad de
este tipo de compuestos, activando mecanismos de transformacion, degradacion, de TC.
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Figura 5.9. Valores medios del contenido de Fenoles Totales (FT, mg equivalentes de acido galico/g de peso fresco), Taninos Condensados (TC, mg equivalentes de
(+)-catequina/g de peso fresco) y Taninos Hidrolizables: Galotaninos (Gts, mg de galato de metilo/g de peso fresco) y Elagitaninos (Ets, mg de acido elagico/g de
peso fresco) en la corteza y madera del tronco de Castanea sativa juvenil en invernadero para los tratamientos con extractos fendlicos de corteza (EFC) y madera
(EFM) de Castanea sativa. Pa: pulverizacion con agua (tratamiento control). Pc: pulverizacion con EFC. Pm: pulverizacion con EFM. Rc: riego con EFC. Rm: riego
con EFM. Las diferencias significativas entre tratamientos se muestran con diferentes letras. ANOVA, post hoc DMS, p <0.05,n=9para FTy TC, y n = 3 para Gts
y Ets. Las barras verticales sobre las columnas representan el EE.

199



Influencia de la gestion forestal en las defensas de Castanea sativa Miller

5.3.2.4 Inoculacion in vivo de Cryphonectria parasitica en tronco in situ

La inoculacion de C. parasitica en el tronco de los castafios juveniles tratados
con el EFC o EFM mostré dos sintomas claramente visibles sobre las plantas, un
notable engrosamiento del tronco en la zona de la inoculacion y una coloracion marron
oscuro elipsoidal a lo largo del tronco, también entorno a esta zona (Figura 5.10).
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Figura 5.10. Engrosamiento medio del tronco (A) y longitud de la mancha producida por el crecimiento
de Cryphonectria parasitica (B) en Castanea sativa juvenil tratada con extractos fenolicos de corteza
(EFC) y madera (EFM) de la misma especie y en la planta control sin tratamiento, tras la inoculacion de
Cryphonectria parasitica. Pa: pulverizacidn con agua (tratamiento control). Pc: pulverizacién con EFC.
Pm: pulverizacién con EFM. Rc: riego con EFC. Rm: riego con EFM. Las diferencias significativas
entre tratamientos se muestran con diferentes letras. ANOVA, post hoc DMS, p<0.05, n=22-26. Las
barras verticales sobre las columnas representan el EE.

Los castafios empleados como control para cada tratamiento, es decir, aquellas
plantas tratadas con los extractos fenolicos, ademas de los controles propiamente dichos
tratados con agua, que fueron inoculados con el medio de cultivo de C. parasitica, sin
presencia del hongo, no mostraron cambios en el tronco, engrosamientos vy
estrechamientos, y tampoco desarrollaron la mancha caracteristica del crecimiento de C.
parasitica, por lo que dichas alteraciones se confirman como sintomas de la actividad
frente al hongo.

El engrosamiento originado en el tronco por encima de la zona inoculada se
produce por el anillamiento (estrechamiento) en el lugar de aplicacion del hongo, lo que
causa un estrangulamiento parcial a la planta, permitiendo el flujo xilematico, pero
impidiendo el del floema y se observa de forma generalizada en todas las plantas
independientemente del tratamiento al que fueron sometidas previamente. Ninguno de
los tratamientos con los extractos fendlicos mostro diferencias significativas con
respecto al control tratado con agua.

Respecto a la longitud de la mancha formada en la expansion de C. parasitica
sobre la corteza del tronco, el Unico tratamiento que presentd diferencias significativas
respecto a Pa fue Pm, indicando que este tratamiento reduce el desarrollo del hongo. El
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mayor contenido en FT lo muestra la corteza del tronco tratada mediante Pm, cuyo
tratamiento también muestra el menor contenido en FT en la madera del tronco. (Figura
5.9), al igual que para TC, aunque no siempre de forma significativa con respecto a Pa,
y con tendencia similar, pero no significativa, para TH. Sin embargo, no se podria
asociar este perfil a la respuesta observada, dado que se consigue con otros tratamientos,
como puede ser Rm, sin que se pueda apreciar el efecto sobre el crecimiento del hongo
e incluso podria considerarse opuesto (Figura 5.10).

5.3.2.5 Crecimiento in vivo de Cryphonectria parasitica en ramas ex situ

Los resultados del crecimiento del hongo sobre los tejidos de las ramas ex situ
muestran que en la corteza (Figura 5.11) todos los pretratamientos indujeron un mayor
desarrollo del hongo con respecto al tratamiento control, Pa. Por el contrario, sobre la
madera no se observaron efectos significativos en ningin caso. Dado que los
tratamientos efectuados dieron lugar a perfiles fendlicos diferentes que no mostraron un
reflejo en la respuesta del hongo, ni in situ o ex situ, no es posible corroborar el
presumible efecto favorable de los TC en el crecimiento del chancro deducido del
ensayo ex situ de las ramas de parcelas gestionadas, ni tampoco se puede constatar el
efecto inhibidor que se deduce de los ensayos in vitro del hongo con aplicacién de
extractos fenolicos.
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Figura 5.11. Longitud media (mm) de la mancha producida por el crecimiento de Cryphonectria
parasitica en la corteza (A) y madera (B) de las ramas de Castanea sativa juvenil de las plantas tratadas
con los extractos fenolicos de corteza (EFC) y madera (EFM) de Castanea sativa. Pa: pulverizacion con
agua (tratamiento control). Pc: pulverizacion con EFC. Pm: pulverizacién con EFM. Rc: riego con EFC.
Rm: riego con EFM. Las diferencias significativas entre tratamientos para un mismo tejido se muestran
con diferentes letras minusculas, y entre tejidos para un mismo tratamiento con mayusculas. ANOVA,
post hoc DMS, p <0.05, n = 6. Las barras verticales sobre las columnas representan el EE.
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5.3.2.6 Evolucion de Castanea sativa juvenil tras la inoculacién de Cryphonectria
parasitica

A las plantas juveniles de castafio tratadas con los extractos fendlicos de C.
sativa adulta e inoculadas posteriormente con C. parasitica en el tronco en invernadero
se les hizo un seguimiento durante 9 meses para ver su respuesta y evolucion al chancro.
Al mes de la inoculacién se cuantificé la formacién de brotes adventicios. Este tipo de
brotes se desarrollan ocasionalmente en el tallo principalmente por efecto de alguna
situacion de estrés en la planta, como en este caso es la inoculacion de C. parasitica o
en menor medida por la herida realizada para colocar el in6culo. En la Figura 5.12 se
representa el incremento del porcentaje de plantas que presentaron estos brotes, respecto
a las inoculadas con el medio de cultivo (sin hongo), y que indica una clara relacion
entre la infeccion por el hongo y el desarrollo de brotes adventicios, tal y como describe
Gonzalez (2009). Destaca el elevado porcentaje de plantas control (Pa), ausencia de
fenoles en el tratamiento, que han generado este tipo de brotes. Situacion que también
se observa en las plantas tratadas con los extractos fenolicos, pero en bastante menor
medida, mostrando un efecto claro en el desarrollo de brotes adventicios. Este resultado
nos sugiere que C. parasitica es menos efectivo en las plantas tratadas, ya que los brotes
se generan en respuesta a la afeccion del sistema vascular, y, por tanto, se podria decir
que todos estos tratamientos muestran un efecto positivo en las defensas de los arboles,
aungue, quiza, con una intensidad no suficiente como para poder ponerlas de manifiesto
a corto plazo en ensayos que favorezcan fundamentalmente el desarrollo del hongo.
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adventicios debido a C. parasitica

Pa Pc Pm Rc Rm

Figura 5.12. Incremento del porcentaje de plantas tratadas con los
extractos fendlicos de corteza (EFC) y madera (EFM) de Castanea sativa
que desarrollaron brotes adventicios tras 1 mes de la inoculacion de
Cryphonectria parasitica en el tronco de Castanea sativa juvenil en
invernadero respecto a las inoculadas sélo con medio de cultivo (sin
hongo). Pa: pulverizacion con agua (tratamiento control). Pc:
pulverizacién con EFC. Pm: pulverizacion con EFM. Rc: riego con EFC.
Rm: riego con EFM.
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A los 9 meses de la inoculacion el porcentaje de mortandad del tallo principal de
las plantas fue cercano al 100 % en todas las inoculadas con C. parasitica (Figura
5.13), alcanzando este porcentaje para el tratamiento control, Pa, y manteniendo la
graduaciéon observada en la formacion de los brotes adventicios, destacando los
tratamientos con EFC en cuanto a reduccion del porcentaje de mortandad del tallo
principal (16.7 % menos de mortandad). Las plantas control para cada tratamiento,
inoculadas solo con el medio de cultivo del hongo, mostraron un 0 % de mortandad del
tallo principal descartando por tanto que el efecto se deba a la herida y constatando un
efecto del anillamiento del tallo por parte del hongo.

Los resultados obtenidos, aunque limitados quiza por la forma tan agresiva de
hacer el ensayo, son halagiiefios en tanto en cuanto se consigue que la planta juvenil,
muy sensible a esta enfermedad, consiga un cierto porcentaje de mejora solo con la
aplicacion de un extracto crudo de madera o corteza. No obstante, se necesitaria
profundizar en los distintos componentes que incluyen estos extractos, ya que es posible
que la no eficiencia a corto plazo tan solo se deba al hecho de que en la solucién se
incluyan componentes que estimulen el desarrollo del hongo, factor que también
explicaria el efecto dosis dependiente de los ensayos in vitro.

En conclusion, se podria decir que el extracto fendlico obtenido a partir de la
corteza de castafio tiene un efecto positivo en la respuesta al chancro a largo plazo, si
bien su efecto no lo hemos podido adscribir directamente a una modificacion concreta
del perfil fenolico de los tejidos, y su alcance es limitado, de forma que no es posible
ponerlo de manifiesto a través de las valoraciones a corto plazo, ya que la reduccién de
sintomas no llega a ser significativa. En cuanto al tratamiento, analizando todos los
datos en conjunto, las diferencias méas favorables serian para Rc. El ensayo in vitro seria
el que permitiria arrojar mas luz en el potencial inhibidor de este extracto, si bien, como
vemos en la Figura 5.8, se trata de un efecto dosis dependiente, lo que justificaria el
efecto contrario observado para los TC tras la gestion, ya que son el principal
componente diferencial de estos tejidos. Ademas, este efecto diferencial segun
concentracion, presumiblemente, conducird a que su aplicacion sobre el desarrollo de
otros hongos no pueda derivarse directamente de los datos obtenidos del cultivo in vitro
de C. parasitica.
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Figura 5.13. Porcentaje de plantas tratadas con los extractos fenolicos de corteza (EFC)

y madera (EFM) de Castanea sativa cuyo tallo principal se murié tras 9 mes de la

inoculacion de Cryphonectria parasitica en el tronco de Castanea sativa juvenil en

invernadero. Pa: pulverizacién con agua (tratamiento control). Pc: pulverizacion con nivel
indust EFC. Pm: pulverizacion con EFM. Rc: riego con EFC. Rm: riego con EFM. bre 4
hongos de pudricion de Interés para la Industria, dos de ellos ya evaluados en el

Capitulo 3 en cuanto a su crecimiento sobre madera de castafio.

5.3.3 Aplicacion de extractos fenolicos de Castanea sativa como tratamiento
antifungico protector de la madera

En los apartados anteriores se tratd de ver la relacion entre el contenido fendlico
de C. sativa y la incidencia de C. parasitica de forma natural en campo, o mediante la
inoculacion en invernadero o en laboratorio. Ademas, se valor6 in vitro el potencial
como inhibidor del crecimiento de C. parasitica de los extractos fendlicos obtenidos de
corteza y madera de castafio. En este apartado se muestra el potencial antiflngico in
vitro de estos extractos frente a hongos de pudricion de la madera (Coniophora puteana,
Gloeophyllum trabeum, Poria placenta y Trametes versicolor).

En la Figura 5.14 se muestra el crecimiento in vitro de estos 4 hongos en
medios de cultivo enriquecidos con EFC y EFM de C. sativa a distintas concentraciones
en base al indice de FT. Estos resultados, junto con los obtenidos para C. parasitica
(Figura 5.8), muestran la gran variabilidad existente en las respuestas fungicas. A
excepcion de C. puteana, Unico hongo para el que ninguno de los tratamientos
utilizados fue eficaz, mostrando incluso incrementos significativos con los medios de
cultivo con EFC a 50 y 5000 mg EAG L'y EFM a 0.5 y 5000 mg EAG L. El resto de
los hongos presentan crecimientos significativamente menores con alguno/s de los
extractos fenolicos empleados, destacando la respuesta obtenida en P. placenta y T.
versicolor, y, en menor medida, en G. trabeum con EFC a 0.5 mg EAG L1, semejante a
la observada en C. parasitica para ese mismo tratamiento (Figuras 5.14 y 5.8). Con el
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EFC a 5000 mg EAG L™* también se consiguieron buenos resultados, siendo el segundo
extracto con el que se obtiene una mayor inhibicién del crecimiento de los hongos G.
trabeum, P. placenta y T. versicolor. Por Gltimo, el EFM a 5000 mg EAG L seria otro
extracto a tener en cuenta, obteniendo el menor crecimiento para G. trabeum y buenos
resultados para P. placenta y T. versicolor.
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Figura 5.14. Crecimiento medio in vitro en superficie (mm?) de hongos de pudricién en medios de
cultivo con extractos fendlicos de corteza (EFC) y madera (EFM) de Castanea sativa. FT: Fenoles
Totales (mg equivalentes de acido galico/L). Las diferencias significativas entre medios de cultivo se
muestran con diferentes letras. ANOVA, post hoc DMS, p < 0.05, n = 4. Las barras verticales sobre las
columnas representan el EE.

Los resultados obtenidos parecen indicar que una baja concentracion de estos
extractos puede llegar a ser méas favorable que una dosis elevada, lo cual se explicaria,
en base a la mezcla compleja que los constituyen, que, como ya dijimos, probablemente
este aportando sustancias promotoras e inhibidoras, siendo, ademas, estas actividades
diferentes segun el hongo en estudio. Los extractos a base de corteza tienen un
comportamiento bastante uniforme e independiente del hongo diana, lo que quiza sea
debido a su composicion favorable a los TC y nos hace pensar que estos compuestos
seran probablemente los que jueguen el papel méas importante en las defensas. En todas
las dosis, y en ambos tipos de extractos, queda confirmada su actividad antifungica in
vitro y por tanto su potencial uso como tal, si bien su aplicacion industrial requeriria de
una purificacion y un ajuste del tratamiento.
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Como conclusion general, se constata la eficacia de la gestion como herramienta
para la mejora del estado sanitario de las masas de castafio, si bien, este efecto se debe a
corto plazo a la eliminacion de las zonas dafiadas y de los in6culos, y no a una mejora
de las defensas del &rbol mediada por el metabolismo fendlico o por el estado
nutricional. El perfil fendlico de los tejidos no se ve alterado de forma significativa por
la actuacion realizada en la parcela, aunque es posible definir una tendencia intra-anual
al concentrarse estos compuestos durante el mes de julio, aspecto que otros autores
como Rodriguez & Colinas (1999), relacionaron con una mayor capacidad de reaccion
frente a la infeccion por C. parasitica. La gestion si parece haber afectado a la
acumulacion de sustancias fendlicas en hoja, que en el momento de la caida presentan
una proporcion diferente, pero su efecto sobre la degradacion de la hojarasca no es
significativo y su acumulacién en el mantillo no alcanz6 los niveles adecuados para
diferenciar la degradacion. Se constata el efecto significativo de estos compuestos en el
crecimiento de C. parasitica in vitro, pero no se alcanzé un efecto similar in vivo.
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Para organos y tejidos con una alta actividad metabdlica, las temperaturas de
conservacion y molienda influyen de forma significativa en los resultados
obtenidos para fenoles totales, taninos condensados Yy, al menos
cualitativamente, para los taninos hidrolizables. La conservacion de las muestras
a -80 °C y la molienda en nitrégeno liquido (T* < -195.8 °C), aumenta el
rendimiento tanto por una mejor conservacion como por una probable mayor
eficiencia extractiva al disminuir y uniformizar el tamafio de particula.

La presencia de agua en los solventes de los estandares y muestras utilizados en
la valoracion de los taninos condensados mediante el método de la vainillina
reduce significativamente la sensibilidad del método.

La eficiencia de la metandlisis utilizando metanol/acido sulfurico
(MeOH/H2S04, 10:1, v/v) en atmosfera de N2 a 85 °C durante 180 min es
superior a la que ofrecen el metanol/acido clorhidrico 6 M (MeOH/HCI, 9:1,
v/v) a 120 °C durante 160 min y la que se consigue con disolucion anhidra de
HCI en metanol (190 pL cloruro de acetilo/mL MeOH) a 100 °C durante 60 min.
La mejor calidad de estacion se asociada a una orientacion que favorezca la
insolacion, una menor oscilacion térmica, menor pluviometria y mayor
ventosidad, todo ello en términos relativos a las condiciones de Asturias donde
el agua no es un factor limitante y las temperaturas no son extremas.

La presencia de arcilla y un pH més acido son los factores que caracterizan
desde el punto de vista del suelo la mala calidad de estacién, y que
condicionaran el estado nutricional del arbol modificando fundamentalmente el
equilibrio N/P de la hoja. Estas diferencias foliares no se correspondieron con
los parametros edéaficos para estos nutrientes, aunque si se pueden relacionar con
las condiciones desfavorables en cuanto a temperatura y pH.

En el tronco, el Ky el Mg son los elementos méas contrastantes entre calidades
de estacion, mostrando comportamientos contrarios. El K es favorable a la mejor
calidad de estacion y menos variable, y el Mg es contrario en ambos aspectos. El
Ca destaca en cuanto a correspondencia con los anillos de crecimiento.

Los compuestos de naturaleza fendlica muestran balance favorable a la buena
calidad de estacion en tejidos permanentes como la madera o corteza interna,

siendo superior su concentracion en los tejidos/organos mas influenciables por el
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10.

11.

ambiente, como las hojas, amentos o0 corteza externa, cuando la calidad de
estacion es inferior.

Se ha podido demostrar la participacion de los fenoles en la menor incidencia
del ataque del hongo Cryphonectria parasitica en la zona de mejor calidad de
estacion a través de los ensayos ex situ en ramas, de la inhibicién del
crecimiento de este y otros hongos de pudricion de la madera en ensayos in vitro
mediante aplicacién de extractos fendlicos procedentes de madera y corteza de
Castanea sativa y de la relacion entre la durabilidad, y por tanto la resistencia al
ataque de hongos, y la presencia de estos compuestos.

La gestion no modifica a corto plazo el perfil fendlico de los tejidos de las ramas
y tampoco la susceptibilidad a C. parasitica en ensayos ex situ, apoyando de
forma indirecta la relacién entre ambos factores y constatando que el efecto de la
gestion sobre la enfermedad causada por este hongo se debe fundamentalmente a
la eliminacion del indculo y la mejora en las condiciones ambientales y, a priori,
no a un aumento de la tolerancia a la enfermedad.

El entorno del arbol esta influenciado por su presencia de forma que
retroalimenta sus buenas o malas cualidades, al menos desde el punto de vista de
los fenoles. La peor calidad de estacion implica una mayor concentracion
fendlica en los érganos/tejidos que mas afectan al entorno, los dehiscentes y los
que pueden caer por diferentes razones, que provocaran una concentracion mas
alta de estos compuestos en el suelo potenciando sus efectos desfavorables en la
actividad microbiana, degradacion de la materia orgénica, humificacion vy
reciclado de los nutrientes.

Las diferencias en la composicion faunistica del suelo no se asocian al resto de
parametros que parecen condicionar la calidad de estacion y la gestion no afecta
al suelo, al menos en el plazo estudiado en relacién con los pardmetros que

condicionarian la evolucion de la materia organica y el reciclado de nutrientes.






