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Resumen

Se estudian los extractos en metanol del floema de ramas de 2-4 afios de Ulmus glabra, U. laevis, U. minor y U.
pumila, especies que presentan distinto grado de atractividad frente a los escolitidos vectores de la grafiosis, siendo U.
glabra y U. laevis los menos atractivos y U. minor y U. pumila las especies mas preferidas. Los extractos metanélicos
contienen principalmente taninos condensados o proantocianidinas (procianidinas y prodelfinidinas), mayoritariamente en
forma de dimeros, asi como catequinas y, en menor proporcion, acidos fendlicos. Las especies estudiadas se diferencian en
el tipo y concentracion de estos compuestos. En U. minor y U. pumila se detectan mayoritariamente catequina y dimeros de
procianidina en forma libre y glicosilada. U. glabra presenta las concentraciones mas bajas de catequina libre y glicosilada y
las més altas de epicatequina y epicatequina-pentosa. Y, U. laevis se diferencia del resto de las especies estudiadas por
contener oligémeros de prodelfinidinas. Los 4cidos fendlicos fueron més abundantes en las especies poco atractivas a los
escolitidos. Se discute el potencial fagoestimulante o fagodisuasor de estos compuestos en relacion con la diferente
preferencia de los escolitidos entre las especies de olmo.
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INTRODUCCION

Como continuacion del estudio que estamos realizando sobre la composicién quimica del floema de los olmos, con el
fin de seleccionar arboles resistentes al ataque de los escolitidos, vectores de la grafiosis (MARTIN BENITO et al., 2004,
2005), abordamos ahora el estudio de los polifenoles presentes en los extractos metanélicos de la corteza.

La composicién polifendlica de la corteza de los olmos ha sido poco estudiada. Sin embargo, se han identificado (+)-
catequina, epicatequina y proantocianidinas en Ulmus minor y otras especies europeas (BEDNARSKA, 1963; FEUTCH et
al., 1992) y un glicésido de la catequina, el (+)-catequin-7-p-D-xilopiranosido, en U. americana (DOSKOTCH et al., 1970,
1973).

En un informe técnico del Forest Products Laboratory del U.S. Department of Agriculture (ANONIMO, 1979) se
recoge la mayor parte de la bibliografia existente sobre la composicién polifenélica de la madera de duramen del olmo,
basada en estudios realizados sobre extractos de la madera de seis especies de olmos americanos. Se cita la presencia de
lignanos (acidos tomasico y tomasidioico, lioniresinol y lioniresinol-O-ramnésido), acidos nafténicos y lactonas (acido 6-
hidroxi-5,7-dimetoxi-2-naftoico y lactona del &cido 6-hidroxi-3-hidroximetil-5,7-dimetoxi-2-naftoico) y 5 fenoles
sesquiterpénicos derivados del 7-hidroxicadaleno.

Los polifenoles de las hojas de los olmos han sido estudiados ampliamente con fines quimiotaxonémicos. BATE-
SMITH & RICHENS (1973) identificaron y valoraron miricetina, delfinidina, quercetina, cianidina y kaempferol en los
hidrolizados &cidos de hojas de 22 especies de Ulmus, entre ellas las 4 especies objeto de nuestro estudio. Estos polifenoles
procedian, en su mayor parte, de la hidrélisis de glicésidos de flavonoles, procianidinas y prodelfinidinas. Entre los
glicésidos identificados figuran la quercetina-3,7-diglucésido, presente en U. laevis, y la quercetina-3-glucurénido,
detectado en los grupos taxonémicos en los que se incluyen U. glabra, U. minor y U. pumila (SANTAMOUR, 1972). Méas
recientemente, HEIMLER et al.(1990, 1993, 1994) han estudiado la composicion polifendlica de U. pumila y de otras 3
especies (U. japonica, U. parvifolia y U. carpinifolia) detectando 8 glicésidos flavonoideos, de los que 3 fueron
identificados como rutina, quercitrina e isoquercitrina, y 12 acidos fenélicos (cafeico, trans-cindmico, o-cumarico, trans-p-
cumarico, ferdlico, galico, gentisico, p-hidroxibenzoico, protocatéquico, salicilico, siringico y vainillinico). Estos autores
han estudiado también como influye el ataque de la grafiosis en la concentracion de flavonoides y acidos fenélicos en las
hojas, observando que aumenta el contenido de flavonoides y disminuye el de acidos fenélicos (HEIMLER et al., 1994).

Se ha demostrado que algunos de los polifenoles identificados en los olmos son fagoestimulantes para Scolytus
multistriatus. DOSKOTCH et al.(1970) identificaron, entre los fagoestimulantes presentes en la corteza del olmo, a la (+)-
catequina-7-B-D-xilopiranosido. Méas tarde se demostré que el derivado tritiado de la catequina penetra en el receptor
gustatorio de ese insecto (BORG & NORRIS, 1971). MEYER & NORRIS (1974) comprobaron la actividad fagoestimulante
de compuestos fendlicos precursores de la lignina. Estos autores observaron que los dihidroxibencenos y los
hidroxibenzaldehidos con sustituyentes en posiciones 1,4 del anillo bencénico fueron los mas activos; disminuyendo
progresivamente la actividad cuando las sustituciones estaban en posiciones 1,3 y 1,2. La presencia de un metoxilo
adyacente a un grupo 4-hidroxilo en los aldehidos benzoicos disminuia la fagoestimulacion y la sustitucion de un hidroxilo
por un metoxilo en los 1,2-dihidroxibencenos anulaba dicha actividad.

No todos los olmos presentan la misma atractividad frente a los insectos vectores de la grafiosis. U. glabra y U.
laevis son mucho menos atractivos que U. minor (WEBBER, 2000; PAJARES et al., 2004). Parece que la corteza, el
sustrato para la alimentacion de los escolitidos, puede jugar un papel importante en la seleccion del hospedante por estos
insectos, por lo que es interesante el estudio de la composicién polifendlica de la corteza de las ramas de estas especies en



relacion con su mayor o menor atractividad hacia los insectos vectores de la grafiosis.

MATERIAL Y METODOS

Muestras

La mayoria de las muestras estudiadas de Ulmus glabra, U. laevis, U. minor y U. pumila, se tomaron de arboles de 5
a 12 afios, de distintas procedencias, cultivados en el Banco Clonal de la DGCONA-ETSIM. Una de las muestras de U.
glabra (AV-CAZ2) corresponde a un arbol de mas de 50 afios localizado en un monte del municipio de Casillas (Avila). Los
datos sobre la identificacion de todos los arboles estudiados se recogen en la Tabla 1.

De cada uno de los arboles estudiados se cortaron ramas de 2-4 afios orientadas en tres direcciones distintas, para
homogeneizar las muestras y reducir el efecto de posicion.

Preparacion de los extractos

Las muestras se llevaron al laboratorio el mismo dia de su recoleccion; se separ6 la corteza de las ramas y se cort6 en
trozos de 3-5 mm. Un peso conocido de la corteza troceada de cada muestra (~ 10 g) se extrajo, durante 48 h en oscuridad y
a temperatura ambiente, con 50 mL de metanol. El extracto se filtr6 y se elimind el metanol en rotavapor a < 40 °C; se
diluy6 con agua destilada y se liofilizd. Parte de los extractos liofilizados se extrajeron con éter etilico/éter de petroleo
(50:50) (EE/EP), con el fin de obtener fracciones ricas en polifenoles de bajo peso molecular. Estos extractos se llevaron a
sequedad, en corriente de N,, conservandolos a 4 °C hasta su analisis cromatografico.

Anadlisis cromatografico

Los extractos metanolicos liofilizados y sus fracciones solubles en EE/EP fueron redisueltos en metanol y analizados
por cromatografia de liquidos de alta resolucion con detector de matriz de fotodiodos (HPLC-PAD). La identificacion de los
picos cromatograficos (Tabla 2) se ha realizado por comparacién de los tiempos de retencidn, espectros UV y datos de
parametros espectrales (BARTOLOME et al., 1996), con los patrones comerciales de los que se dispone. Otros compuestos
que presentan la misma forma y longitud de onda méxima del espectro UV que las procianidinas y prodelfinidinas, de los
que no se dispone de patrones, fueron identificados en base al estudio de los pardmetros espectrales de UV y confirmados
por HPLC-MS(ESI) (DUENAS et al., 2004).

Las condiciones cromatogréaficas fueron las siguientes:

Anédlisis HPLC-PAD.- El sistema cromatografico utilizado consta de un detector de fotodiodos (PAD) 996 (Waters
Milford, Mass, USA), columna Nova-Pack C18 (300x3.9 mm ID, 4um de tamafio de particula). Se emplearon dos fases
moviles, A agua/acido acético (98:2) y B agua/acetonitrilo/acido acético (78:20:2) y un perfil de gradiente de 0-55 min, 100-
20 % de A; 55-70 min, 20-10 % de A; 80-90min 100% de B con un flujo de 1-1.2 ml/min.. Deteccion mediante barrido de
210 a 400 nm con adquisicion de datos de 1s.

Anéalisis HPLC-MS.- Los espectros de masas se obtuvieron con un cromatégrafo Hewlet Pakard 11000 MS (Palo
Alto, California) equipado con una fuente API , utilizando como interfase ionizacién por electrospray (ESI). Las
condiciones de analisis fueron las mismas que las descritas en HPLC-PAD. Los parametros del ESI fueron, temperatura
340°C , flujo del gas de secado (N,) 10ml/min, presion del nebulizador (N.,) 40psi, voltaje del capilar 4000V. Se trabajo en

modo negativo. Se aplicé un voltaje de fragmentacién variable 100V (m/z < 200), 200V (m/z200-100), 250 V(m/z 1000-
2500). Los espectros de masas se registraron de m/z 100 a m/z 2500.

La cuantificacion se realizé con patrén externo. Las curvas de calibrado fueron obtenidas por inyeccion de diferentes
volimenes de la solucién de los patrones comerciales en las mismas condiciones que las de las muestras analizadas. Los
glicosidos de catequinas y las proantocianidinas se cuantificaron con la curva de calibrado de (+)catequina, y el glicésido de
quercetina (rutina), con la curva de la aglicona quercetina.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los extractos en metanol y las fracciones solubles en EE/EP se obtuvieron, respectivamente, con los siguientes
rendimientos medios, sobre muestra de corteza seca: U. minor, 16,36 % y 0,06 %; U. glabra, 7,72 % y 0,30 %; U. laevis,
15,00 % y 0,21 %; y U. pumila, 13,45 % y 0,03 %. Como puede observarse, las especies menos atractivas para los
escolitidos (U. laevis y U. glabra) presentan rendimientos algo inferiores de extractos metanélicos con concentraciones de
polifenoles de bajo peso molecular muy superiores a los obtenidos de U. minor y U. pumila, especies mas atractivas.

En la Fig. 1 se muestran los cromatogramas de HPLC de los extractos metanolicos de muestras de corteza de ramas
de las cuatro especies estudias y se identifican los compuestos correspondientes a los picos méas abundantes. Las Tablas 3 y
4 recogen los resultados del anélisis cuantitativo de los extractos metandlicos de las muestras estudiadas y de las fracciones
solubles en EE/EP.

Como se observa en la Tabla 3, los extractos metanolicos estan formados fundamentalmente por procianidinas y
prodelfinidinas, mayoritariamente en forma de dimeros, (+) catequina, (-) epicatequina y algunos derivados glicosilados en
los que el azlcar fue en casi todos los casos una pentosa. La catequina-pentosa detectada podria ser la (+)-catequina-7-p-D-
xilopiranosido, identificada por DOSKOTCH et al. (1973) en U. americana, que presenta una marcada actividad
fagoestimulante frente a Scolytus multistriatus.

Es de destacar la existencia de varios compuestos que permiten diferenciar las especies atractivas de las no atractivas
para los vectores de la grafiosis. Una procianidina dimero glicosilada con una pentosa, muy abundante en U. minor y U.
pumila y ausente o0 en muy baja concentracion en las otras especies, podria tener una actividad fagoestimulante; mientras
que la procianidina dimero B, (epicatequina-epicatequina), presente solamente en U. glabra, en concentracion alta, podria

actuar como fagodisuasor. Las tres prodelfinidinas diferencian U. laevis del resto de las especies y tienen una potencial
actividad fagodisuarora. La rutina (quecetina-3-rutindsido) Gnicamente presente en U. minor podria ser un fagoestimulante
para los escolitidos. .



Las fracciones de los extractos metanolicos, solubles en EE/EP (tabla 4), estan formadas por 7 acidos fenélicos entre
los que destacan los &cidos cafeico, protocatéquico y vainillinico. También se han identificado 2 aldehidos (aldehido
protocatéquico y vainillina) y las cumarinas escopoletina y esculetina. U. laevis y U. glabra, considerados menos atractivos
para los escolitidos que U. minor, se caracterizan por la presencia de cumarinas, ausentes en U. minor, y por una
concentracion mucho mayor de acidos fendlicos.

De estos resultados parece deducirse que la procianidina dimero B, y las prodelfinidinas, asi como un contenido alto

de cumarinas y acidos fendlicos pueden conferir un cierto caracter fagodisuasor a las especies de olmos menos preferidas
por los escolitidos.
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Tabla 1. Muestras estudiadas

Muestra Cadigo europeo Muestra Cadigo europeo

U. glabra U. minor

AV-CA2 3863 MA-PD2 UPM130

C-EU1 nd Cs-CL2 UPMO050
TO-PB1 UPM171

U. laevis U. pumila

M-SL1 3871 CA-AL1 201

LE-BL1 UPMO75

nd = no disponible

Tabla 2. Datos espectrales de los compuestos identificados

Espectoscopia UV Espectrometria de masas
Compuesto Amax (nm) [M-H]" (m/z) Fragmento (m/z)
Acido protocatéquico * 255/294 153.0 ---
Catequina-hexosa 278.8 451.1 289.0
Aldehido protocatéquico * 279/310 137.0 ---
Procianidina dimero B, * 278.8 5771 289.0
Procianidina dimero B,* 278.8 577.1 289.0
Acido p-hidroxibenzoico* 255.2 136.9
Catequina-pentosa 278.8 421.1 289.0
(+)-Catequina* 278.8 289.0
Acido vainillinico * 261/293 167.1 ---
Esculetina* 298/341 176.9 ---
Acido cafeico * 322.7 179.1 ---
Procianidina dimero pentosa 278.8 709.2 577.1
Procianidina trimero 278.8 865.0 289.0
Procianidina dimero B,* 278.8 577.1 289.0
Acido siringico* 274.6 197.1
p-Vainillina* 280/310 169.1
Epicatequina pentosa 278.8 421.1 289.0
Prodelfinidina 276.9 o o
(-)- Epicatequina* 278.8 289.0
Acido trans-p-cuméarico* 309.6 162.9 ---
Rutina* 256/354 609.1 ---
Escopoletina* 297/344 191.1 ---
Procianidina dimero 278.8 577.1 289.0
Procianidina trimero 278.8 865.0 289.0
Procianidina trimero 278.8 865.0 289.0
Prodelfinidina 276.9
Prodelfinidina 276.9
Acido cis-cindmico* 279 147.2

*.- Se dispuso de patrén comercial



Tabla 3. Composicidn Polifendlica de los extractos metanolicos liofilizados (ug/mL)

Compuesto Ulmus glabra Ulmus laevis Ulmus minor U.pumila
AV-CA2 C-EU1 LE-BL1 M-SL1 CS-CL2 MA-PD2 TO-PB1 CA-AL1
Acido protocatéquico 21.04 4.79 8.43 9.27 [5.48 5.41 7.17 2.90
(+)-Catequina-hexosa 299.09 90.58 | 65.50 8.60 4950 | -
Procianidina dimero B3 ---- ---- 166.50 60.59 16.61 13.79 18.26 11.33
Procianidina dimero Bl 29.09 9.25 - -== 112.44 120.44 92.77 32.49
(+)-Catequina-pentosa 17.77 53.59 234.79 320.05 249.03 139.82 172.03 138.56
(+)-Catequina 102.01 59.84 165.99 | 263.65 | 308.79 250.00 351.37 121.01
Procianidina dimero-pentosa - - 5.49 5.49 297.81 315.10 466.30 460.50
Procianidina trimero ---- 26.04 6.76 10.27 ---- ---- ---- 12.29
Procianidina dimero B, 39042 | 28114 === - - - - -
(-)-Epicatequina-pentosa 4.28 29.08 o o o o o 3.92
Prodelfinidina 13.70 9.38
(-)-Epicatequina 41.01 101.63 5.61 4.50 18.04 20.26 17.66 3.10
Rutina 3.44 1.67 3.15
Procianidina dimero - ---- 12.73 18.06 - ---- ---- -
Procianidina trimero 6.32 10.00 o ---- - ---- ---- o
Procianidina trimero 51.46 441 o ---- - ---- ---- o
Prodelfinidina 13.78 9.04
Prodelfinidina 4.10 2.21
Suma de procianidinas 477.29 330.84 191.48 94.41 426.86 449.33 577.33 516.61
Catequina+glicésidos 119.78 113.43 699.87 674.28 623.32 398.42 572.90 259.57
Epicatequina+glicésidos 45.29 130.71 5.61 4.50 18.04 20.26 17.66 7.02
Suma de prodelfinidinas - - 31.58 20.63 - - - -
--- no detectado
Tabla 4. Polifenoles de bajo peso molecular en las fracciones solubles en éter etilico/éter
de petrdleo de los extractos metandlicos liofilizados (ug/mL)
Compuesto Ulmus glabra Ulmus laevis Ulmus minor
AV-CA2 C-EU1 LE-BL1 M-SL1 CS-CL2 | MA-PD2 | TO-PB1
Acido protocatéquico 8.89 2.75 18.80 16.02 1.64 ---
Aldehido protocatéquico 3.63 2.90 5.44 6.67 6.67 231 2.30
Acido p-hidroxibenzoico 0.49 0.68 0.68
Acido vainillinico 4.01 3.23 5.52 15.59
Esculetina 1.62
Acido cafeico 2.89 17.38 18.05 23.59 1.02 9.52
Acido siringico 1.86 0.60 1.23 2.48
p-Vainillina 2.83 2.61 3.74 4.82 0.51
Acido trans-p-cumarico 2.13 1.29 2.68 2.97 0.81 0.71
Escopoletina 1.80 --- 5.91 9.75 -
Acido cis-cindmico 7.68 4.26 2.45 2.77 ---
Suma de écidos fendlicos 27.95 29.51 48.73 64.10 1.02 3.13 10.23

--- no detectado
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Fig. 1. Cromatogramas HPLC de extractos metanélicos de cortezas de ramas de 2-4 afios de: A) Ulmus minor, B) U. glabra, C) U. laevis, D) U.
pumila. 1. &c. protocatéquico, 2.(+) catequina-hexosa, 3. PC dimero B, 4. PC dimero B,, 5. (+) catequina-pentosa, 6. (+)-catequina, 7. PC dimero-
pentosa, 8. PC-trimero, 9. PC dimero B,, 10. (-) epicatequina-pentosa, 11. prodelfinidina, 12 (-)-epicatequina, 13. rutina, 14. PC dimero, 15. PC

trimero, 16. PC trimero, 17. prodelfinidina, 18. prodelfinidina
(&c. = &cido, PC = procianidina)



