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Resumen

Los bosques mixtos pueden proporcionar varios beneficios en comparacion con los
puros, incluyendo una mayor productividad, resiliencia a estrés biotico y abiotico,
y la provision de varios servicios ecosistémicos. Sin embargo, poco se sabe sobre
como la mezcla de especies afecta la inversion defensiva de los drboles. Nuestro
objetivo es estudiar en qué medida la respuesta defensiva de Pinus sylvestris L.
puede estar condicionada por la identidad de las especies que conforman los
bosques mixtos. Para ello, medimos el flujo de resina, la concentracién de terpenos
y la cantidad de carbohidratos no estructurales contenidos en el floema de arboles
adultos que crecen en rodales puros de P.sylvestris y mixtos con Pinus pinaster Ait.
y Fagus sylvatica L. Usamos un dispositivo experimental de seguimiento a largo
plazo de rodales puros y mixtos en el Sistema Ibérico norte, muestreando un total
de 120 arboles, con 3 réplicas por tipo de formacién. Tanto el flujo de resina como
el perfil de terpenos del pino silvestre, se vieron afectados ligeramente por la
identidad de la especie acompafiante. La mezcla con P.pinaster aumento el flujo de
resina y la concentracion de acido isopimadrico, mientras que la mezcla con
F.sylvatica redujo la cantidad de azucares libres en el floema. Nuestros resultados
muestran la importancia de la identidad de la especie acompafiante en la
conformaciéon defensiva de arboles adultos, un rasgo poco estudiado cuando se
considera la gestion forestal de bosques mixtos.

Palabras clave

Defensas quimicas, resina, masas mixtas, terpenos, floema.
1. Introduccion

Estudios recientes revelan varias ventajas de los bosques mixtos sobre las masas
puras. Estos beneficios incluyen una mayor eficiencia en el uso de la luz y del agua,
lo que se traduce en un mayor crecimiento y rendimiento (Jactel et al., 2018;
Pretzsch & Schiitze, 2021), un crecimiento mas estable (del Rio et al., 2022), una
mayor provision de servicios ecosistémicos (Felton et al, 2020) y un menor
impacto de dafios bidticos y abioticos (Jactel et al., 2017). Sin embargo, muchos de
estos beneficios dependen de la identidad de las especies que forman la mezcla
(Pardos et al., 2021).

Por otra parte, las coniferas utilizan multiples mecanismos de defensa para resistir
ataques bidticos o situaciones de estrés, pero necesitan equilibrar la produccion de
estas defensas con otras funciones vitales como el crecimiento (Iason et al. 2011;
Sampedro, 2014). Comprender qué factores ambientales operan sobre los rasgos
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defensivos del arbolado, y cémo la inversiéon defensiva se integra con otras
funciones vitales, es especialmente relevante en condiciones de mayor estrés
bidtico y abidtico en el actual contexto de cambio climdtico (Vazquez-Gonzdlez et
al. 2021). Se han desarrollado varios estudios a este respecto (Sampedro, 2014;
Vazquez-Gonzalez et al. 2021), pero se sabe menos sobre las interacciones entre la
capacidad defensiva y la diversidad de especies que conforman la masa forestal.

Pinus sylvestris L. (pino albar) es una especie forestal de una amplia distribucion
ecoldgica y, por tanto, de elevada plasticidad fenotipica. En ambiente mediterraneo
se mezcla con otras especies, principalmente con Pinus pinaster Ait. (pino negral) y
Fagus sylvatica L. (haya) en su limite altitudinal inferior y superior
respectivamente. Por su importancia econémica es una de las principales especies
de Europa y Espafia en la producciéon de madera de sierra. Estudios recientes han
evidenciado que la competencia intraespecifica de pino albar es mayor que la
interespecifica con mezclas de pino negral, lo que resulta en un mayor crecimiento
(Riofrio et al.,, 2016) o al menos éste no se ve afectado (Riofrio et al.,, 2019). Las
causas de ello son debidas a una reduccion de la competencia por luz, como
resultado de un eficiente empaquetamiento de copas (Riofrio et al., 2016; Cattaneo
et al., 2020). En cambio, en masas mixtas con haya en el dmbito mediterrdneo el
crecimiento del pino albar se ve reducido (Condés et al., 2018). Por tanto, el efecto
de la mezcla en el crecimiento del pino albar depende de la identidad de la especie
con la que coexiste, pero no se dispone de informacién a dia de hoy sobre las
consecuencias que ello conlleva en su sistema defensivo.
2. Objetivos

El objetivo del presente trabajo es estudiar en qué medida la respuesta defensiva
del pino albar puede estar condicionada por la identidad de la especie
acompafiante en bosques mixtos con pino negral y haya. Los objetivos especificos
se centran en encontrar diferencias en arboles adultos de pino albar entre masas
puras y mixtas en 1) el flujo de resina, 2) la concentracién de terpenos y 3)
carbohidratos no estructurales del floema. La estructura y el crecimiento en masas
mixtas puede diferir dependiendo del tipo de mezcla en comparacién con las
puras. Ademas, el crecimiento y la conformacion defensiva del arbolado estan
comprometidas (existencia de un trade-off). Por ello partimos de la hipétesis de
que, dependiendo del tipo de mezcla de especies, la conformaciéon del sistema
defensivo del pino albar se verd modificada en comparacién con las masas puras.
De acuerdo con la literatura existente, si el crecimiento del pino albar en mezclas
con haya es menor (Condés et al.,, 2018), y mayor con pino negral (Riofrio et al.,
2016), esperamos una mayor conformacion de defensas en masas mixtas en el
primer caso y menor en el segundo.
3. Material y Métodos3.1. Area de estudio y ensayo experimental

El presente estudio se llevd a cabo en la Sierra de la Demanda (41° 47.713' N, 2°
56.328' W) entre las provincias de Soria y Burgos en bosques puros de pino albar y
mixtos con pino negral o haya. Dichas mezclas estan presentes en el ecotono
(altitudinal inferior y superior) entre las areas de distribucion del pino albar. El
area de estudio se caracteriza por un clima continental mediterraneo subhumedo,
con suelos acidos (pH 3,9-5,4) de textura franco arenosa a arenosa, baja capacidad
de intercambio catiénico (2,4-18,1 cmolc kg—1) y capacidad de retencién de agua
media a baja (1,5-18 g cm—2) (Marcos et al. 2018). El objetivo principal de la gestién
es la produccidbn de madera con demanda creciente de otros servicios
ecosistémicos y producciones secundarias como la recolecciéon de setas (Aldea et al.
2014).
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El ensayo experimental se desarrolld en 6 sitios diferentes: 3 sitios con una parcela
pura y mixta de pino negral, y otras 3 localizaciones con parcela pura y mixta con
haya. El tamafio de las parcelas vario entre 500-1100 m? Las parcelas pertenecen a
una red de tripletes, que incluye también parcelas puras de las especies
complementarias, establecidas desde 2014-2015 en el drea de estudio (Riofrio et al.
2017; Cattaneo et al. 2020; Pretzsch et al. 2015) y otras de nueva instalacién ad-hoc.
Los pares (parcela pura-mixta) estdn ubicados a menos de 200 m entre si, de
manera que cada par de parcelas tiene condiciones similares de sitio, edad,
densidad y gestiéon. Los rodales estaban formados por una alta cobertura y
ninguna de las parcelas habia sido aclarada durante los ultimos 15 afios. En las
parcelas mixtas, la proporcion de especies vario entre el 20 y el 60 % del 4rea
basimétrica total. Las caracteristicas de las parcelas muestreadas se recogen en la
Tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas de las parcelas objeto de estudio. Entre paréntesis se
muestra la desviacion tipica. Las letras denotan diferencias significativas (p-
value<0.05) de acuerdo con el test de tukey post-hoc después del ajuste de un modelo
lineal mixto considerando como efecto aleatorio el sitio.
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Mixta

Pura

Mixta

Pura

Superficie((m  * ) 908 (235) 763 (185) 717 (14) 723 (23)
Edad (afios) 55@)a 60(5) a 65(17) a 64 (21)a
Dbh (cm) 27.1(6.5) a 285(7.3)a 27.0(5.3) a 26.6 (5.5) a
Dg (cm) 22427 a 26.6 (3.9 b 31.6 (4.26) b 28.4(3.3)a
HO (m) 21.0(0.9) b 20.4 (1.0) a 19.02.1)b 18.3(1.2) a
N (pies/ha) 1,577 (570) b 1,280 (326) a 564 (75) a 625 (142) a
BA (m 2 /ha) 58.0(6.7)b 69.4(16.2) ¢ 43.7(7.8)b 38.7(6.0)a
Mezcla (% BA) 383@8.7b 6.1(5.4) a 43.6(19.3)b 109 (4. Na
BAI (cm : /afio) 7.9(5.6) a 8.2(6.3)a 5.8(3.2)a 53(29) a
RDN (n°/afio) 2.8(1.00b 2.7(1.00b 2711)b 1.9(0.7) a
RDD (n°/ cm 2 76.2(45.2) b 75.0 (41.6) b 76.8(441)b 54.2(23.1) a
Azucares (mg/g) 53(14)a 6.2(1.9) b 5.8(1.4)ab 6.2 (1.3) ab

3.2. Toma y procesado de muestras

El muestreo se realizé en 10 drboles de cada parcela (un total de 120 arboles) en
mayo de 2023 elegidos aleatoriamente abarcando la distribucion diamétrica de la
misma. De cada parcela se midieron los didmetros a la altura del pecho (dbh) y las
alturas del arbolado. Se estim6 el potencial productivo de resina en los arboles
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seleccionados mediante la técnica de micro-resinacion (Zas et al. 2022). Este
procedimiento comenzd con la preparacion de la superficie de la corteza mediante
el micro-desrofiado de un area aproximada de 10 x 10 cm, obteniendo asi una
superficie lisa y uniforme. Posteriormente, se extrajo un disco que incluia floema,
cambium y remanentes de corteza utilizando un sacabocados y un martillo,
asegurandose de no dafiar el xilema subyacente. Dicha muestra se empled para la
cuantificacién de almidén y azucares solubles en laboratorio. Alrededor de la
herida se instald un dispositivo de plastico especialmente disefiado para recolectar
el flujo de resina. Estos dispositivos, denominados “resinéforos”, fueron fijados al
tronco mediante tornillos. Se colocaron 2 resinéforos por arbol a una altura
aproximada de 1 m tomados en las caras norte y sur de forma sistemdtica. A cada
resinéforo se enroscé un vial previamente pesado y etiquetado, que capturé el
flujo de resina exudado durante 24h. Tras este intervalo, los viales fueron retirados
y pesados en el laboratorio utilizando una balanza de precisiéon (0.01 g). Las
muestras fueron llevadas a laboratorio en frio, en donde se analizé la
concentracion de 10 monoterpenos y 16 diterpenos mediante el empleo de un
cromatoégrafo de gases/espectrémetro de masas.

El crecimiento en didmetro y las mediciones de canales resiniferos se calcularon a
partir de 2 cores por arbol tomados en el lado norte y oeste de forma sistematica a
una altura de 1,3 m. Para ello se emplearon barreas de 5,15 mm de ancho
extrayendo muestras hasta la médula (lo que nos permitié calcular la edad del
arbolado). Las muestras se prepararon en laboratorio de acuerdo con técnicas
estandar de dendrocronologia, como secado, montaje y lijado con papel de lija de
grano fino incremental. Las muestras fueron escaneadas con el dispositivo
CaptuRING (Garcia-Hidalgo et al. 2022) y se empled CooRecorder y CDendro
(Stockton & Larsson, 2021) para la medicién y cofechado de los anchos de anillos
respectivamente. Finalmente se calculd para los ultimos 10 afios el crecimiento de
acuerdo con el incremento en area basimétrica (cm®/afio) y el ndimero de canales
resiniferos por afio (n°/afio) y densidad de los mismos (n°/cm?).

3.3. Analisis estadistico

En primer lugar, se eliminaron de la base de datos aquellos drboles en los que se
detecto la presencia de muérdago (11 drboles) que pudieran distorsionar o alterar
la composicién de las muestras de resina y, de este modo, aislar el efecto de la
mezcla de especies. Se utilizé un andlisis multivariante no paramétrico para
evaluar diferencias significativas entre grupos e identificar aquellas variables
(cantidad de resina, contenido de azucares en floema y concentracién de mono-y
diterpenos) que generaban tales diferencias. Concretamente se empled un analisis
de patrones multiparamétrico que permitiera evaluar la afinidad de alguna de las
variables estudiadas con uno o mas grupos (tipo de formacién mezcla-pura) (De
Caceres et al. 2009). Las diferencias de variables de masa, crecimiento y
caracteristicas de los canales resiniferos entre formaciones forestales se evaluaron
ajustando un modelo lineal mixto considerando el sitio como efecto aleatorio, para
seguidamente emplear el test de Tukey y contrastar tales diferencias. Finalmente,
las variables que generaban las mayores diferencias entre formaciones fueron
modeladas mediante un algoritmo de randomforest para identificar los principales
predictores de masa y caracteristicas de arbol individual. Los andlisis fueron
realizados en un entorno de R version 4.3.2. (R Development Core Team, 2023)
empleando los paquetes “indicspecies” (De Caceres et al. 2009), “glmmTMB”
(Brooks, 2017), “emmeans” (Lenth, 2024) y “randomForest” (Liaw & Wiener, 2002).
4. Resultados
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El analisis de patrones multiparamétrico desvelo que la cantidad de resina y la
concentraciéon del acido isopimérico (IPA) son los componentes individuales
causantes de generar la maxima diferencia entre las masas mixtas de pino negral y
las puras (Tabla 2). Por otra parte, no se encontraron diferencias de las variables
estudiadas entre masas puras y mezclas de haya, a pesar de que se a priori podrian
presentar éstas ultimas menor cantidad de azucares solubles en el floema
(resultados no mostrados).

Tabla 2. Resultados del analisis de patrones multiparamétrico donde se muestran las
variables estudiadas con una asociacion estadisticamente significativa para cada
tipo de composicion o formacion forestal

Mezcla con Pino negral Cantidad de resina 0.0035
Concentracién IPA 0.0170

Mezcla con Haya

No se han observado diferencias en el crecimiento en términos de incremento en
area basimétrica entre las distintas composiciones (Figural). Aunque el
crecimiento medio fue mayor para las parcelas puras y mixtas situadas en el
entorno del hayedo en comparacion con las del entorno del pino negral, estas
diferencias no fueron significativas. El aumento en la produccién de resina
coincide con una mayor produccién anual y densidad de canales resiniferos para
pies de pino albar en mezcla con pino negral (Figura 1).
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generando barreas fisicas duraderas (Smith et al., 2005). Esta diferencia puede ser
la base subyacente en el hecho de encontrar una menor probabilidad de
infestacién de muérdago en masas mixtas con pino negral en comparacion con las
puras (van Halder et al., 2019).
El aumento de las defensas constitutivas (cantidad de resina y de concentraciones
de IPA) en las mezclas con el pino negral, podria ser el resultado de un mayor vigor
del arbolado como consecuencia de una disminucién de la competicién
intraespecifica. No obstante, la relacion entre el estrés, el vigor del arbolado y la
producciéon de defensas es compleja y depende del tipo de estrés, la capacidad
adaptativa de la especie y los recursos disponibles. La interaccién entre el efecto
del sitio y el genético es especialmente relevante (Moore et al, 2014). En nuestro
caso, las diferencias se observan principalmente en el limite ecoldgico de la
distribucion del pino albar. En estos lugares donde la sequia estival es recurrente
se ha observado un decaimiento generalizado en el crecimiento del pino albar,
agravado por una elevada infestacion de muérdago, promovido por el contexto de
cambio climatico actual (Sangiesa-Barreda et al, 2013). En tales situaciones, una
ligera disminucion del estrés podria ocasionar una mayor inversion en denfensas,
de acuerdo con la teoria del equilibrio crecimiento-difensas-GDBH (Herms &
Mattson, 1992). Dicha hipdtesis postula que la produccion de defensas decrece con
la disponibilidad de recursos hasta un cierto punto, siguiendo una relacién
unimodal y no lineal. Nuestros resultados muestran un crecimiento similar en drea
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basimétrica en masas puras y mixtas con pino negral (Figura 1), 1o que esta en
linea con lo encontrado por Riofrio et al., (2019). Segun otros trabajos en la misma
zona de estudio (Riofrio et al., 2016; Cattaneo et al., 2020), el vigor de los pies de
pino albar podria ser mayor en masas mixtas con negral debido a un aumento en
la longitud de copa ante una disminucion de la competencia por luz. Este aumento
de vigor del pino albar podria incrementar las defensas constitutivas en un
ambiente extremadamente limitante en comparacion con el arbolado de las masas
puras. La ubicacidn en el limite de la distribucidn ecoldégica de la especie podria
favorecer una mayor inversion en defensas constitutivas para prevenir ataques en
un entorno donde las condiciones abidticas ya son exigentes de por si. Por ello,
creemos que ante esta situacion de estrés extremo y con recursos limitados, la
produccién de defensas seria escasa en masas puras y aumentaria en masas mixtas
ante un ligera mejoria del vigor del arbolado. En este sentido, creemos necesario
un estudio pormenorizado que vaya mas alla de nuestras observaciones y subsane
las limitaciones a las que nos hemos enfrentado aqui, de forma que: 1) se aumente
el nimero de muestras a considerar; 2) se haga un seguimiento en el espacio y el
tiempo mas exhaustivo; 3) se realice un ensayo experimental en el que se tengan el
mayor numero de factores controlados (en contraposicion de un ensayo empirico)
y 4) un andlisis de caracteres defensivos mds detallado (cantidad de fenoles, drea
de los canales resiniferos, tiempo de muestreo, interaccion con el clima, etc.).

Por otra parte, aunque el andlisis de patrones multiparamétrico no evidencia
ninguna diferencia entre el sistema defensivo del pino albar en mezcla con haya
en comparacion con las masas puras, un andlisis mas simple de las diferencias
entre formaciones (resultados no mostrados) pone de manifiesto una posible
reduccion en el contenido de azucares en el floema en masas mixtas con dicha
especie. Esto puede estar relacionado con las diferentes estrategias en el uso de la
luz-fotosintesis (de acuerdo con la diferencia en la tolerancia a la sombra de ambas
especies) como por la eficiencia en el uso del agua (comportamiento isohidrico y
anisohidrico del pino albar y el haya respectivamente). Ademds, dado que las
masas mixtas parecen soportar un mayor nivel de densidad (solamente en
términos de numero de pies) en comparacion con las puras (Tabla 1), ello podria
conllevar un aumento de la competencia en determinados periodos (estacionales o
anuales), lo que explicaria una ligera reduccién en la cantidad de azucares en el
momento de la medicién. Estos resultados estarian con consonancia con trabajos
previos que muestran que la mezcla con haya no es demasiado favorable para el
crecimiento del pino albar (Condés et al., 2018).
6. Conclusiones

Nuestros resultados evidencian que la identidad de la especie con la que coexiste el
pino albar en masas mixtas es importante para la conformacién del sistema
defensivo del arbolado adulto. La mezcla con pino negral en su limite de
distribucion ecolégica podria aumentar las defensas del arbolado y contribuir a
mejorar la respuesta frente a patdgenos, escolitidos y otros agentes bioticos. Este
trabajo muestra la importancia de las masas mixtas en un contexto de cambio
climdtico, en el que la conformacion de las defensas del arbolado tendrd un papel
importante en un futuro inmediato y que, por tanto, deberia considerarse en la
gestion forestal adaptativa.
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