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RESUMEN

Se determina la composicién de monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, acidos grasos y
acidos resinicos de las aciculas de Pinus pinaster tomadas en monte y banco clonal, con el fin de
conocer si los resultados obtenidos en las muestras del banco clonal son extrapolables a los datos que
puedan obtenerse en monte. Este estudio se realiza sobre muestras de dos quimiotipos diferentes,
descritos anteriormente. Los andlisis se realizan mediante cromatografia de gases, acoplada a un
detector selectivo de masas, habiéndose identificado 114 compuestos diferentes.
P.C.: banco clonal, terpenos, acidos resinicos, acidos grasos, Pinus pinaster.

SUMMARY

Monoterpene, sesquiterpene, neutral diterpene, fatty and resin acids composition were
determined in needles of Pinus pinaster, from clonal bank and forest, in order to know if the results
obtained in clonal bank are extrapolate to data obtained in the forest. This study was carried out with
samples of two different chemotypes, early described. The analyses were achieved by gas
chromatography, with a mass selective detector. 114 different compounds were identified.
K.W. clonal bank, terpenes, resin acids, fatty acids, Pinus pinaster.

INTRODUCCION

En coniferas, el contenido de terpenos y su patrén de distribucion son usados a menudo como
valores quimiotaxondmicos para la identificacion de subespecies e hibridos, asi como para distinguir
variaciones geograficas, destacando los trabajos realizados por BARADAT & MARPEAU-BEZARD
(1988) y DOMINGUEZ et al (1988 y 1989) con P. pinaster. Asimismo, los &cidos resinicos, debido a
su estabilidad quimica y fisiologica son considerados como marcadores validos en estudios genéticos
y taxondémicos del pino, también en P. pinaster (WALTER et al., 1985; ARRABAL & CORTIO,
1997). Sin embargo, no conocemos ningun trabajo en el que estos compuestos sean utilizados en P.
pinaster, como marcadores quimicos en la seleccion de pinos grandes productores de resinas, aunque
si para otras especies (SQUILLACE et al., 1971; KRIEGEL et al., 1984).

Para acometer el estudio de la posible utilizacion de la composicion quimica de la acicula
(terpenos y &cidos grasos y resinicos) en la determinacién de taxones subespecificos, procedencias o
produccion de resina en P. pinaster (GARCIA-VALLEJO et al., 1998), es necesario plantearlo sobre
un gran namero de muestras. Por ello, y para hacerlo de una forma lo mas productiva posible, se ha
recurrido a la utilizacién de bancos clonales que permiten disponer de copias de las plantas de interés
en un area centralizada, para estudios intensivos. La clonacion permite el aprovechamiento de un
genotipo unico y multiplicarlo para obtener nuevos individuos con el mismo genotipo. El conjunto de
descendientes de una planta, obtenidos mediante la aplicacion de una técnica de propagacion
vegetativa, es un clon. Cada uno de los integrantes de ese clon se denomina ramet, los cuales son
genéticamente idénticos entre si, e idénticos a la planta madre que los origin6. A su vez la planta
madre que dio origen al clon recibe el nombre de ortet. Los miembros de este clon exhibiran
tendencia a la uniformidad fenotipica y presentaran en general el mismo aspecto, tamafio, época de
floracion, de maduracién, etc. Aln asi, el comportamiento y apariencia de un individuo es



consecuencia de su constitucion genética y del ambiente en que se desarrolla. Por lo mismo, la
identidad genética de los ramets no es garantia de que éstos exhibiran exactamente las mismas
caracteristicas. La modelacion ambiental del genotipo da origen al fenotipo, el cual puede ser
considerablemente distinto entre miembros de un mismo clon.

Cuando se utilizan bancos clonales, previamente al estudio de la posible correlacién entre la
composicion quimica de la acicula (terpenos y acidos grasos y resinicos) y la existencia de
quimiotipos, la variacion geografica o el volumen de produccion de resina, es necesario establecer
fuera de toda duda, que dicha composicion quimica de la acicula tiene un caracter genotipico y no
fenotipico. Para ello, y en un primer paso, se ha querido conocer si se producen diferencias en las
aciculas segun se hayan recogido en los ortets o en los ramets. En este trabajo presentamos los
resultados obtenidos en muestras de 12 ortets y sus correspondientes 12 ramets.

MATERIALES Y METODOS

Muestras. Durante el mes de julio de 1999, se han recogido aciculas de 2 afios procedentes de
12 arboles situados en un monte natural y sus correspondientes ramets situados en banco clonal,
obtenido mediante injerto, ambos en la provincia de Segovia (términos municipales de Coca y
Cueéllar). Los injertos se hicieron seis afios antes sobre pies de P. pinaster de la misma region, en los
que se eliminaron todas las ramas. Las aciculas recogidas se congelaron inmediatamente con
nitrégeno liquido a -70°C y se mantuvieron asi hasta su analisis.

Extraccion y analisis cromatografico y estadistico. La extraccion y el analisis cualitativo y
cuantitativo de los terpenos neutros y de los acidos grasos y resinicos en las aciculas, se realizaron
segln lo descrito en FERNANDEZ DE SIMON et al. (2001). Los datos obtenidos fueron analizados
usando el paquete estadistico BMDP. Se realizé un analisis univariante (BMDP P7D), incluyendo los
test de comparacion de medias de Tukey, de Duncan y Student-Newman-Keuls, para un intervalo de
confianza del 95%.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las aciculas de Pinus pinaster pueden agruparse en dos quimiotipos diferentes, no
relacionados con el origen geografico (FERNANDEZ DE SIMON et al. 2001). Estos mismos
quimiotipos han sido detectados en las muestras estudiadas en este trabajo. Las aciculas del
quimiotipo 1 contienen de media, 2 mg por gramo de acicula de monoterpenos, 2.5 mg de
sesquiterpenos, 1.4 mg de diterpenos neutros, 1.1 mg de acidos grasos y 17 mg de acidos resinicos,
mientras que las aciculas del quimiotipo 2 contienen de media 2.2, 2.2, 8.5, 0.5 y 4.2 mg por gramo
de acicula, respectivamente. Representan en su conjunto 23-24 mg por gramo de acicula en las
muestras del quimiotipo 1, y 17-18 mg por gramo de acicula en las muestras del quimiotipo 2, no
detectandose ninguna diferencia significativa segun la muestra proceda de monte natural o de banco
clonal.

En total se han detectado 147 compuestos diferentes, de los cuales se han identificado 114.
Los resultados obtenidos, tanto en lo que se refiere a los contenidos globales por gramo de acicula
como a los porcentajes de cada compuesto detectado, dentro de su familia de compuestos, aparecen
reflejados en las tablas 1 y 2. Tal y como se ha descrito en materiales y métodos, se han aplicado
varios test de comparacion de medias, para un intervalo de confianza del 95%, a los 147 componentes
detectados. Ninguno de ellos encuentra diferencias significativas entre los componentes quimicos de
las aciculas procedentes de ortets y las procedentes de ramets. Este hecho parece confirmar que la
composicion terpénica y de acidos grasos y resinicos de la acicula de Pinus pinaster, es un caracter
con un fuerte control genético, no siendo de mucha importancia la influencia del medio ambiente.
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Tabla 1.- Contenido global (mg/g acicula) e individualizado (% area) de los terpenos neutros.

Quimiotipo 1 Quimiotipo 2
Banco clonal Monte Banco clonal Monte
media sd media sd media sd media sd
Monoterpenos 1.98 1.24 2.10 0.79 2.33 1.03 2.13 0.72
o-pineno 39.74 8.99 40.22 4.69 42.70 6.03 43.66 6.68
camfeno 0.33 0.08 0.23 0.08 0.30 0.15 0.38 0.07
B-pineno 33.37 9.66 33.63 9.25 35.41 2.50 34.22 4.90
mirceno 11.70 1.01 12.06 1.59 11.70 2.31 12.21 2.99
a-felandreno 0.10 0.13 0.10 0.09
3-careno 0.94 2.30 1.39 3.11
B-felandreno + limoneno 4.09 1.20 3.79 0.87 4.28 3.01 4.00 1.88
trans-ocimeno 0.50 0.48 0.85 1.49 0.51 0.47 0.47 0.30
terpinoleno 1.24 0.75 0.55 0.65 1.43 1.15 1.38 1.04
linalol 1.13 0.44 0.99 1.05 0.54 0.85 0.41 0.16
ac. cuminico 0.33 0.31 0.47 0.32 0.05 0.13 0.13 0.19
acetato de linalilo + geraniol 3.28 4.14 4.62 3.72 0.64 0.29 0.94 0.52
acetato de bornilo 0.39 0.50 0.15 0.16
n-tridecano 0.28 0.24 0.35 0.11
acetato de geranilo 0.60 0.34 0.35 0.32 0.18 0.21 0.14 0.22
metil-eugenol 0.40 0.29 0.42 0.25 0.17 0.20 0.21 0.22
feniletilisovaleranato 2.53 2.57 1.22 0.71 1.15 0.90 0.45 0.26
Sesquiterpenos 2.52 0.48 2.61 0.48 2.39 0.83 2.17 0.32
a-cubebeno 1.08 0.22 1.09 0.31 0.38 0.11 0.30 0.18
a-ylangeno 0.35 0.10 0.34 0.16 0.09 0.11 0.08 0.07
o-Copaeno 1.72 0.26 1.69 0.23 1.00 0.21 1.00 0.19
f-cubebeno 0.68 0.10 0.69 0.10 0.48 0.10 0.40 0.07
longifoleno 0.35 0.40 0.35 0.27
cariofileno 23.01 3.87 21.48 291 18.77 341 18.76 1.97
B-gurjuneno 1.49 0.61 1.40 0.31 0.99 0.72 0.70 0.30
a-humuleno 421 0.78 4.15 0.63 3.51 0.72 3.29 0.31
a-amorfeno 0.40 0.14 0.62 0.13 0.44 0.21 0.23 0.16
y-muuroleno 5.29 1.52 5.47 1.95 2.64 1.16 2.21 0.79
germacreno D 27.60 5.40 28.27 6.78 37.94 7.08 41.82 6.07
isolongifoleno 2.66 0.51 2.73 0.61 1.73 0.47 1.42 0.42
o-muuroleno 2.53 0.63 2.84 0.76 2.18 0.61 1.91 0.18
hidrocarburo sesquiterpénico 0.83 0.22 0.92 0.26 0.53 0.22 0.52 0.11
y-cadineno 6.83 1.02 6.85 1.24 4.08 0.85 3.56 0.43
d-cadineno 8.51 1.99 8.68 2.65 5.12 1.78 4.27 1.00
cadina-1,4-dieno 0.85 0.22 0.89 0.25 0.29 0.21 0.26 0.16
a-bisaboleno 1.01 0.34 1.18 0.40 0.79 0.26 0.56 0.29
germacreno D-4-ol 0.70 0.50 0.58 0.30 1.02 1.10 0.95 0.91
guayol 0.80 0.56 0.86 0.47 0.59 0.40 0.65 0.47
t-cadinol 0.82 0.24 0.80 0.28 0.45 0.25 0.50 0.08
a-cadinol 151 0.40 1.40 0.56 0.89 0.33 0.85 0.21
(E,E)-farnesol 0.74 1.17 0.45 0.49 0.22 0.27 0.21 0.29
acetato de germacreno D-4-ol 3.64 3.10 2.74 2.42
acetato de (Z,E)-farnesol 0.17 0.24 0.25 0.21 0.66 0.46 0.88 0.68
acetato de (E,E)-farnesol 2.14 1.81 2.20 1.35 1.06 1.25 1.27 1.25
propionato de (Z,E)-farnesol 1.25 0.79 1.29 0.59 9.24 2.23 8.72 2.86
propionato de (E,E)-farnesol 0.50 0.31 0.79 0.26 0.35 0.19 0.68 0.15
isovaleranato de (E,E)-farnesol 1.96 0.78 1.74 0.92 0.92 0.31 1.28 0.45
Diterpenos 131 0.70 1.44 0.70 8.26 2.45 8.88 1.55
8(17),12,14-labdatrieno 4.61 191 5.55 1.79 0.42 0.09 0.51 0.06
19-nor-4,8,11,13-abietatetraeno 1.29 0.44 1.28 0.35 0.48 0.06 0.42 0.12
7,13-abietadieno 0.86 0.45 1.52 0.93 5.19 1.80 4.79 2.18
8(14),12-abietadieno 0.81 0.25 0.78 0.37 8.03 2.61 9.93 3.58
diterpeno oxigenado 0.42 0.14 0.39 0.08
19-nor-6,8,11,13-abietatetraeno 1.52 0.56 1.13 0.16 0.25 0.06 0.20 0.08
8,11,13-abietatrieno 6.93 2.79 5.62 4.09 3.84 0.62 3.95 0.28
8,13-abietadieno 7.50 2.48 7.62 4.39 31.81 7.75 32.25 5.26

13(16),14-labdien-8-ol 1408 1401 1854 1755 246  0.89 221 0.68



anticopalol isdmero 2.97 2.26 2.94 2.65

abienol 2.54 1.49 2.05 0.99 0.28 0.09 0.33 0.14
8(14),13(15)-abietadieno 6.96 0.62 7.04 1.30
8,15-pimaradien-18-al 2.33 0.83 2.02 0.46 0.15 0.11 0.19 0.09
8(14),11,13(15)-abietatrieno 0.36 0.10 0.32 0.05
alcohol diterpénico 0.60 0.18 0.72 0.18
isopimaral 1.66 0.47 1.12 0.60

alcohol diterpénico 4.17 2.67 4.27 2.65

anticopalol 16.96 3.28 16.37 4.30
levopimaral 4.44 2.43 5.26 4.60 0.18 0.10 0.16 0.04
dehidroabietal 1.61 1.01 1.25 0.78

pimarol 4.05 2.08 3.55 1.69
hidrocarburo diterpénico 0.44 0.25 0.39 0.21
diterpeno oxigenado 0.44 0.38 0.44 0.33 1.20 0.37 1.73 0.52
abietal+m. levopimarato+m.

palustrato 14.92 3.32 13.36 2.59 0.73 0.25 0.64 0.13
hidrocarburo diterpénico 0.61 0.27 0.71 0.17
isopimarol 2.66 1.63 2.13 3.09 0.82 0.63 0.73 0.54
diterpeno oxigenado 0.19 0.18 0.70 0.72
dehidroabietato de metilo 10.94 4.28 9.90 4.27 4.90 2.42 3.05 2.30
neoabietal + metil imbricataloato 5.13 5.14 6.49 7.63 0.53 0.14 0.43 0.11
diterpeno oxigenado 0.73 0.19 0.55 0.20
abietato de metilo 4.03 1.65 3.04 1.57 1.35 1.10 1.97 1.25
abietol 0.77 0.83 1.01 0.80 1.45 0.47 1.27 0.47
diterpeno oxigenado 0.05 0.09 0.03 0.07
diterpeno oxigenado 0.81 0.52 0.51 0.24 0.19 0.10 0.16 0.03
diterpeno oxigenado 1.03 0.50 0.65 0.18 0.12 0.14 0.05 0.06
neoabietato de metilo 3.33 0.90 2.65 1.23 0.08 0.06 0.05 0.01
neoabietol 1.61 1.07 1.80 1.55 1.20 0.49 1.30 0.53

Total neutros 5.81 1.81 6.15 1.46 12.98 3.98 13.18 2.18

Tabla 2.- Contenido global (mg/g acicula) e individualizado (% &rea) de los acidos grasos y resinicos,
como esteres metilicos.

Quimiotipo 1 Quimiotipo 2
Banco clonal Monte Banco clonal Monte

) media sd media sd media sd media sd

Acidos grasos 101 025 113 032 061 022 051 0.22
decanoico Cyy.q 057 020 083 036 085 044 088 0.8
ladrico C,,. 268 103 272 207 167 098 149 065
miristico Cy,. 340 176 358 303 173 093 138 035
no identificado 097 077 137 044 154 0.38
pentadecanoico Cyg 074 0.16 316 129 248 093
palmitico C, 1338 184 1275 288 1753 232 1819 3.6
no identificado 136 065 162 194 1201 442 1104 7.39
linoleico Cyq5 (9 19) 065 022 060 023
octadecenoico Cyg (1) 825 334 893 3.36
oleico Cyq; (g 716 217 727 181 1430 555 1285  5.09
estedrico Cyg.9 19.05 207 1879 342 2410 617 26.09  6.60
14-hidroxi-10 octadecenoico 7.88 1.77 6.70 2.15
13-hidroxi-9-octadecenoico 3.16 0.66 4.16 1.99
nonadecadienoico Cq.5(q 1) 220 115 203 091
nonadecenoico Cygq; (g) 222 128 182 0.68
nonadecanoico Cyq., 294 191 100 031 193 045 212 051

eicosanoico C,q. 1210 419 1601 746 758 311 895 274



eneicosanoico Cy, 793 478 615 367 355 114 247 030

behenico C, 173 056 146 053 768 463 775 457

lignocérico Cy,. 260 060 263 076 254 051 276  1.08
Acidos resinicos 16.56 8.20 17.50 5.56 4.69 1.47 3.94 2.12

Seco I* 0.10 0.01 0411 0.03

Seco II** 0.12 0.04 012 0.03

secodehidroabiético isémero 0.84 031 0.63 0.38

anticopalico isomero 1058 187 10.92 0.72

eperuxico 1255 228 1312 137

pimarico 0.96 0.38 1.08 096 417 099 481 3.10

anticopdlico isomero 983 146 961 122

sandaracopimarico 145 0.10 150 0.11 258 0.87 3.35 1.36

anticopalico isomero 695 223 629 190

isopimarico 058 053 060 044 129 058 122 054

anticopalico 3543 7.06 3347 7.03

levopimérico + paldstrico 31.82 8.08 34.16 10.23

dehidroabiético 6.49 1.32 5.79 1.02 450 2.55 4.82 1.64

acido resinico 056 0.13 052 0.17

8,12-abietadien-18-oico 048 0.23 054 0.37

imbricataloico 909 289 576 227 044 020 034 0.20

abiético 13.16 3.24 13.02 408 533 242 584 231

acido resinico 0.48 0.19 041 0.21

acido resinico 0.61 0.23 0.62 0.21

epiimbricataloico 143  0.45 112  0.69

neoabiético 2528 11.14 2890 1202 273 128 285 161

dimetildihidroagatato 076 038 049 028 055 037 025 019

dimetilpinifolato 007 0.06 0.05 0.04

oxoresinico (M* 330) 018 016 014 024

hidroxiresinico (M*334) 030 013 023 014

oxohidroxidehidroabiético 1.46  0.50 118 0.22

metoxiresinico (M*346) 190 089 165 0.80

oxohidroxidehidroabiético 0.38 0.09 032 011 0.70 042 0.51 0.26

hidroxiabiético (M*332) 0.09 0.08 013 0.08

19-nor-12-0x0-3,5,8-abietatrienoico 0.50 0.27 042 0.20

hidroxiresinico (M*330) 016 015 0.13 018

hidroxidehidroabiético 0.15 0.05 0.13  0.05

dihidroxiresinico (M*348) 021 012 022 011

oxoresinico (M*328) 0.16 014 016 0.18

15-hidroxidehidroabiético 031 0.10 029 0.07

dihidroxiresinico (M*348) 005 0.03 0.05 0.03

dihidroxiresinico (M*348) 0.04 004 004 0.04

otros no identificados 0.46  0.27 0.12 0.10 1.75 055 1.98 0.44

Total &cidos 1757 837 1862 578 530 166 445 231
*2a-[2'(m-isopropilfenil)etil]-1p.3a-dimetil-ciclohexancarboxilico; **2p-[2'(m-isopropilfenil)etil]-1p.3a-dimetil -
ciclohexancarboxilico




