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Los antioxidantes

Las barreras de defensa que estable-
cen las plantas para protegerse de los
agentes nocivos son diferentes a las que
nosotros, u otros animales, somos capa-
ces de formar. A los animales, incluido el
hombre, la evolucién les dotd de un sis-
tema de defensa muy eficaz, con células
o tejidos especificos a tal efecto. En las
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plantas cada célula actia casi como un
organismo auténomo que desarrolla sis-
temas de proteccion completos, aunque
esto no quiere decir que no tengan teji-
dos con funcién protectora, como pue-
den ser las cortezas de los arboles, don-
de la concentracion de sustancias de
defensa suele ser mas alta, actuando
ademas como barrera fisica. Para optimi-
zar y por tanto simplificar los mecanismos
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Figura 1.-Crecimiento
vegetativo de

Pinus pinaster,
formacién de un nuevo
verticilo.
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Figura 2.-Crecimiento de
primavera de

Pinus pinaster.

de defensa de forma que puedan ser re-
petidos a nivel de cada célula, las plantas
invierten un gran esfuerzo en atenuar los
efectos finales que causan la mayor parte
de las agresiones ambientales a las que
se ven sometidas, determinantes de lo
que se engloba con el término estrés oxi-
dativo.

El estrés oxidativo describe un estado
de dano causado por la produccién de
especies reactivas de oxigeno (ROS) en
una cantidad tal que excede a su des-
truccion o retirada; este exceso de ROS
puede reaccionar con proteinas, ADN y
otras moléculas esenciales para los orga-
nismos. El dafo oxidativo también afecta
al ser humano, relacionandose directa-
mente con el envejecimiento y con algu-
nos tipos de cancer.

La ingesta de agentes antioxidantes
provenientes del reino vegetal es una
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practica muy recomendable y una forma
de aprovechar para nuestro propio bene-
ficio este recurso natural al cual podemos
acceder a través de dietas ricas en frutas
y verduras, como la mediterranea; la in-
gesta moderada de vino, por su conteni-
do en resveratrol; los suplementos ali-
menticios (generalmente derivados de
frutas del bosque) e incluso a través de la
aplicacion de cremas de origen vegetal,
capaces de eliminar radicales libres.

Pero los vegetales de los que pode-
mos extraer este recurso tan valioso no
se reducen a aquellos de uso habitual en
nuestra alimentacién, sino que también
es posible obtenerlos de las especies fo-
restales. Estas sintetizan una enorme va-
riedad de compuestos, muchos de ellos
aln desconocidos, que constituirdn sin
duda un nuevo modelo de bioeconomia
en un futuro préximo. Este modelo se ba-
sara en el uso de los recursos biolégicos
renovables, mediante el desarrollo de
bioprocesos y fabricacion eco-eficiente
de productos.

Actualmente, ademas de los produc-
tos forestales convencionales, ya existen
mas de 500 bioproductos procedentes
de los arboles en el mercado. No obstan-
te, la relevancia en la economia de estos
bioproductos es dificil de cuantificar debi-
do a que las estadisticas realizadas a dia
de hoy hacen referencia al segmento de
mercado y no al origen del producto. Una
parte importante de estos productos pro-
ceden de coniferas (pinos, abetos...), los
cuales se caracterizan por tener un alto
poder antioxidante y han sido evaluados
para usos muy diversos, como alimenta-
cion, cosmética o usos clinicos. Podemos
citar a modo de ejemplo el Pycnogenol®
y el Enzogenol®, ambos producidos a par-
tir de dos especies de pinos muy conoci-
das en nuestra region: Pinus pinaster (0
pino del pais) y P. radiata (o pino insigne),
respectivamente.

Dado el creciente interés en los bio-
productos y la importancia del metabolis-
mo secundario, el estudio del contenido
de estos compuestos de naturaleza fenoé-
lica presenta un doble interés: conocer
los compuestos que podrian ser suscep-
tibles de ser empleados como bioproduc-
tos y, por otra parte, utilizar esta informa-
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cién en programas de mejora genética de
la especie, ya que nos permitird tener ca-
racterizados y conservar los materiales
adaptados a condiciones ambientales di-
ferentes.

El pino del pais

En la “Estrategia Espanola para la Con-
servacion y el Uso Sostenible de los Re-
cursos Genéticos Forestales (ERGF)’,
aprobada en primera instancia por el Co-
mité Nacional de Mejora y Conservacion
de Recursos Genéticos Forestales (11 de
Mayo de 2006, La Laguna, Tenerife) ya se
indica la importancia que tienen para
nuestros recursos forestales los grandes
cambios que se estan produciendo a ni-
vel ambiental, los cuales podran ocasio-
nar respuestas a nivel biético, siendo las
nuevas condiciones ambientales inciertas
y la respuesta biolégica igualmente im-
previsible.

La conservacion de los recursos ge-
néticos, por tanto, debe ir dirigida a man-
tener y preservar, en la medida de lo po-
sible, aquellos procesos que faciliten la
evolucién bajo las nuevas condiciones
ambientales de los ecosistemas, median-
te el mantenimiento de los factores que
intervienen en la estructuracion de la di-
versidad genética de las especie.

En la ERGF se indica que la conserva-
cion y mejora se puede aplicar a distintos
niveles, por lo que se puede distinguir en-
tre prioridades a nivel de especie, de po-
blaciones y de genotipos. Para la mayoria
de especies forestales, algunas poblacio-
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nes tienen un grado de amenaza sufi-
ciente para justificar la puesta en marcha
de programas de conservacion. El punto
de partida para la mejora suelen ser los
materiales vegetales de algunas regiones
de procedencia que han demostrado su
superioridad para los caracteres de inte-
rés. El Anexo | establece las especies que
en el momento actual se consideran prio-
ritarias como objeto de la ERGF. En la es-
trategia se han incluido las especies que
son utilizadas en actividades de reforesta-
ciébn o restauracion (incluidas en el
RD283/2003 o en decretos autonomi-
co09), las incluidas en el programa de con-
servacion europeo EUFORGEN, aquellas
con programas de mejora o con interés
etnoagrario, y las que son objeto de ges-
tion forestal. En la ERGF se justifica ade-
mas la necesidad y se articulan los meca-
nismos para el establecimiento de Planes
Nacionales de Mejora Genética Forestal.
La gestion forestal se enfrenta a nuevos
escenarios (cambio global, nuevas de-
mandas sociales, plagas, etc.), para lo que
precisa de materiales forestales de repro-
duccién adecuados a estos fines.

Debido a este interés, el Principado de
Asturias en colaboracion con el CIFOR
INIA, han seleccionado P. pinaster (Figu-
ras 1, 2 y 5), nuestra conifera mas impor-
tante, como especie “modelo” para poner
en marcha un programa de conservacion
y mejora de ambito nacional incluyendo
poblaciones naturales y materiales selec-
cionados de casi treinta procedencias
distintas. Dentro de este proyecto, y a lo
largo de los ultimos 8 anos, el Programa
de Investigacién Forestal (PIF), constitui-
do por personal del Servicio Regional de
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Figura 3.-Parcela
experimental de La Mata
(Grado) y origen de las
procedencias de

Pinus pinaster empleadas
en este estudio.

PLEU (Pleucadeo),

MIMI (Mimizan),

PTOV (Puerto de Vega),
CDVO (Cadavedo),
ARMY (Armayan),

SCRI (San Cipriano),
COCA (Coca),

ASPE (Arenas de S. Pedro),
ORIA (Oria),

TAMR (Tamrabta).
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Figura 4.-Brotes de

CDVO (izquierda) y TAMR

(derecha) formados a

partir de las yemas de

invierno y diagrama

tridimensional del color

de los brotes de las 10

procedencias de

Pinus pinaster ~ ARMY,

® ASPE, ® COCA,

® MIMI, = PLEU,

® PTOV, @ SCRI,

A CDVO, A ORIA Y
TAMR.

Investigacion y Desarrollo Agroalimenta-
rio (SERIDA) y del Centro Tecnoldgico Fo-
restal y de la Madera de Asturias (CETE-
MAS), ha establecido una coleccion
clonal, que es un referente internacional
de materiales genéticos estructurados en
una poblacion base de mejora y/o0 ma-
teriales que cubren toda la diversidad
genética poblacional en P. pinaster (Figu-
ra 3).

Comparar materiales de origen tan di-
verso, abarcando desde la zona central
de Francia hasta Marruecos, en una mis-
ma ubicacion geogréfica (parcela experi-
mental de La Mata, Grado, 43° 32'N
7°00'W, 65 m) permite observar y anali-
zar la gran diversidad de respuesta de los
pinos bajo las mismas condiciones am-
bientales. A modo de ejemplo de la di-
versidad de respuestas, en la simple ob-
servacion de visu de la parcela, podemos
ver que los brotes anuales que forman los
pinos en el crecimiento de primavera,
tras la parada invernal, presentan una co-
loracion diferente y aparentemente rela-
cionada con el origen de la procedencia .

Como podemos ver en la Figura 4,
donde se representan los parametros del
espacio de color CIE L*a*b* (CIELAB, mo-
delo cromatico usado para describir to-
dos los colores que puede percibir el ojo
humano), los tridangulos verdes, que co-
rresponden a la procedencia mas al sur
(TAMR, Marruecos), son los que se sittan
en la parte alta del gréfico de color se-
guidos, inmediatamente por debajo, de

los triangulos marrones que representan
la procedencia mas al sur de la Peninsula
Ibérica (ORIA, Almeria). Esta posicion en
el gréfico indica que estos materiales tie-
nen un valor de la componente L* alto, o
lo que es lo mismo, que son mas claros;
la componente a*, mas negativa, indica
que prima el verde sobre el rojo y la b*,
mas elevada, muestra una tendencia al
amarillo.

Pigmentacion

El color en las plantas depende de las
concentraciones en que se encuentran
los pigmentos y de las transformaciones a
las que éstos se ven sometidos. Los pig-
mentos mas importantes en el reino vege-
tal son las clorofilas, que dan el color ver-
de caracteristico de la mayor parte de los
organos aéreos de las plantas, tales como
las hojas; los carotenoides, que dan los to-
nos amarillos 0 anaranjados, como el co-
lor de las zanahorias; las antocianinas, que
confieren los tonos rosas, purpuras, azules
y rojos de muchas flores y frutos, y los fla-
vonoides, pigmentos amarillos que dan
color a muchos vegetales.

A pesar de que a cada pigmento le
asignemos un color, la coloracidn final no
siempre depende de la presencia de uno
de ellos o de su concentracion, pues ade-
mas de que nunca estan de forma aisla-
da, el medio en que se encuentran con-
diciona el color final. Un claro ejemplo, a
este respecto, lo constituyen los trabajos
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de mejora genética encaminados a obte-
ner rosas azules. Se han conseguido
transformar rosas con el gen del enzima
responsable de la sintesis de la antociani-
na, delfinidina, que da el color azul a las
petunias. Sin embargo, ain no se ha lo-
grado el objetivo concreto, la “creacion”
del ejemplar azul, por la imposibilidad de
modificar la acidez (pH) del contenido ce-
lular de los pétalos para que este pig-
mento sea realmente azul.

Un dato importante es que estas mo-
Iéculas, ademas de su funcion como pig-
mentos propiamente dichos, estan inti-
mamente relacionadas con la fisiologia
de la planta. Asi, las clorofilas permiten
realizar la fotosintesis. Para otros pigmen-
tos la funcionalidad no es tan clara, de
ahi que muchos de ellos se agrupen
dentro de los llamados metabolitos se-
cundarios.

Hasta hace algun tiempo los metabo-
litos secundarios se solian considerar
sustancias de desecho para el vegetal,
carentes de una funciodn fisioldgica defi-
nida. En la actualidad se sabe que, si
bien no tienen una trascendencia tan
grande como los metabolitos primarios,
si son de gran importancia para el orga-
nismo en su relacién con el entorno y su-
pervivencia. Dentro de estas relaciones,
la funcion mas evidente quiza sea su pa-
pel como atrayentes de insectos, como
ocurre en la polinizacién, o en su rela-
cién con otros vegetales, como ocurre
con las sustancias alelopaticas, respon-
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sables de que una planta inhiba el des-
arrollo de otra.

Pero ademas, los metabolitos secun-
darios actian como protectores frente a
las agresiones producidas por infeccio-
nes, caso de las fitoalexinas, 0 a los de-
predadores, caso de los disuasorios nutri-
tivos o alimentarios. Dentro de esta
actividad protectora, los pigmentos tam-
bién confieren fotoproteccion y asi, al
igual que la melanina nos protege de los
rayos del sol, en los vegetales, las anto-
cianinas por ejemplo, les protegen de
la radiacion y fundamentalmente de la
fraccion ultravioleta. Bajo este punto de
vista, cabria esperar que las proceden-
cias del sur tuviesen una mayor colora-
cion que las del norte, sin embargo nos
hemos encontrado que en los pinos no
es asl, y que tampoco lo es en otras es-
pecies vegetales.

La acumulacion de antocianinas, inclu-
so en flores y frutos, tiene lugar de forma
mas acusada en las procedencias de lati-
tudes mas al norte o de zonas de mayor
altitud. Este hecho es lo que nosotros pu-
dimos constatar en pino (Tabla 1) y, segun
explican algunos autores refiriéndose al
contenido en frutos, parece deberse al
hecho de que en estas latitudes o altitu-
des la radiacién del sol y las horas de sol
son elevadas en momentos en los que la
temperatura adn es baja.

Las plantas utilizan la energia del sol
para sintetizar sus propios nutrientes, de

2

Tabla 1.-Valores medios
(£ error estandar, ES) y
coeficiente de variacion
(CV) del contenido en
fenoles totales

(mg EAG g' P9),
flavonoides (mg EQ g' PS),
clorofila a, clorofila b,
carotenoides y
antocianinas

(umoles g' PS) para las
procedencias de

Pinus pinaster CDVO,
ORIA y TAMR. Letras
distintas muestran
diferencias significativas
entre procedencias.
Test de Tukey P< 0,05.

CDVO ORIA TAMR

Mediazxerror ES CV (©o) Mediazxerror ES CV (%) Mediazxerror ES CV (%)
Fenoles totales
(mg EAG g' PS) 24,53+0,55 a 21,91 26,16x£0,50 a 18,85 28,26+0,39 a 13,47
Flavonoides
(mg EQ g' PS) 4,10£0,14 b 33,92 5,20£0,09 a 17,89 5,567+0,07 a 13,12
Clorofila a
(umoles g' PS) 0,56%+0,02 a 29,88 0,59+0,01 a 19,67 0,67£0,02 a 23,29
Clorofila b
(umoles g' PS) 0,22+0,01 a 23,61 0,2240,00 a 20,81 0,24+0,01 a 23,61
Carotenoides
(umoles g' PS) 0,28%+0,01 a 26,36 0,31£0,01 a 16,01 0,33%+0,01 a 22,67
Antocianinas
(umoles g' PS) 0,79£0,03 a 42,83 0,45+0,01 b 23,69 0,25+0,01 ¢ 38,18
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Figura 5.-Crecimiento de
verano de Pinus pinaster.

forma que la proteccién frente al mismo
debe de orquestarse muy eficientemente,
compaginandola con su uso como recur-
s0, y por tanto es un proceso mucho mas
complejo del que ocurre en los animales.
Los resultados que hemos obtenido, al
igual que los obtenidos por otros autores,
parecen indicar que cuando la tempera-
tura y los recursos hidricos o nutriciona-
les son suficientes como para mantener
una actividad fotosintética elevada no re-
sulta nociva la radiacién solar y, por tanto,
las procedencias del sur tendran menor
contenido en antocianinas. Sin embargo,
cuando la temperatura no es suficiente y
la eficiencia fotosintética es baja, el exce-
so de luz solar genera la formacién de los
radicales libres que provocaran el dano
oxidativo y, por ello, las procedencias de
las latitudes norte muestran esa predis-
posicion a acumular un mayor contenido
en antocianinas.
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El interés de estos estudios a nivel
practico es evidente, pues nos indicarian
que las frutas de las latitudes norte nos
aportarian una mayor concentracién de
antioxidantes que las del sur para una
misma especie.

Ademas de las antocianinas hemos
analizado otros compuestos con capaci-
dad antioxidante, algunos de ellos coinci-
dentes con los que forman parte del
Pycnogenol®, no apreciandose diferen-
cias, segun la procedencia, a excepcion
del contenido en flavonoides totales, que
seria favorable a las procedencias del sur.
Las procedencias del sur, por tanto, a pe-
sar de su menor coloracién, no estarian
tampoco exentas de una proteccion fren-
te al dano oxidativo, que como ya hemos
comentado, puede ser desencadenado
por cualquier factor estresante, como
ocurre por ejemplo con la falta de agua.
Basandonos en estos resultados, pode-
mos decir que tanto unas procedencias
como otras son capaces de acumular
algun tipo de antioxidante y que lo uni-
Co que parece cambiar es la naturaleza
de los componentes que les aportan
esa protecciéon, como resultado quiza
de una adaptacion a unas condiciones
ambientales muy diferentes. También
podriamos concluir que todas ellas se-
rian validas para la obtencién de antioxi-
dantes, si bien, los datos obtenidos no
son un reflejo directo del potencial de
esta especie ya que se analizaron los bro-
tes y no la corteza. No obstante, si se po-
drian considerar como un buen indicador
ya que estos brotes son en realidad el ori-
gen de los diferentes tejidos de los tallos,
entre los que se encuentra la futura cor-
teza.

La corteza de los arboles es el tejido
que se utiliza para la obtencion de bio-
productos por su papel de tejido de pro-
teccién y por tanto acumulador de mayor
contenido de antioxidantes. La eleccion
de los brotes para este andlisis se debe a
su mayor sensibilidad al estrés oxidativo
por ser tejidos juveniles y, en cuanto a la
época del ano, se seleccion6 el creci-
miento de primavera por ser el momento
mas determinante para la planta en cuan-
to a este tipo de estrés, ya que en esta
época hay suficientes horas de insolacion
con temperaturas aun bajas.
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El residuo obtenido de las extraccio-
nes muestra la diferente coloracién ca-
racteristica de los pigmentos mas abun-
dantes (roja para las antocianinas,
abundantes en la procedencia CDVO vy
amarilla para los flavonoides, mas abun-
dantes en ORIA y TAMR, Figura 6) y dio
un rendimiento en pigmentos cercano al
40% del peso seco extraido. Este ren-
dimiento es muy aceptable si tenemos
en cuenta que aunque la época del ano
sea favorable, el tejido extraido no es el
mas idoéneo para la obtencién de biopro-
ductos, como hemos senalado previa-
mente.

Como conclusién podemos decir que
esta especie (Pinus pinaster) desarrolla un
sistema de defensa frente al estrés oxida-
tivo que presenta variabilidad dependien-
te de la procedencia. Que esta variabili-
dad parece relacionada con la latitud, al
igual que ocurre en otras especies, y que
da lugar a un caracter fenoldgico valora-
ble en el espacio de color CIE L*a*b. Y,
por ultimo, se constata el potencial de es-
ta especie como fuente de bioproductos,
pues a pesar de no haber sido utilizado el
tejido diana idéneo para los andlisis bio-
quimicos, el rendimiento obtenido esta
dentro de lo esperable.
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Figura 6.-Residuo
obtenido tras la
extraccion de los
pigmentos de los brotes
de tres procedencias de
Pinus pinaster, CDVO,
ORIA y TAMR.
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