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Resumen

En el marco de un estudio sobre mejora genética del Pinus pinaster, se estudia la composicion
quimica de la miera y las aciculas de arboles de edades comprendidas entre 60 y 80 afios, situados en
la provincia de Segovia (Coca y Cuéllar). Las muestras se analizaron por cromatografia de
gases/espectrometria de masas. Como promedio, la composiciéon de la miera es de un 23% de
monoterpenos, 2% de sesquiterpenos, 3% de diterpenos neutros y 64% de acidos resinicos,
observandose una gran uniformidad. La composicion quimica de las aciculas es mucho mas compleja
que la de miera, pudiendo distinguirse dos quimiotipos diferentes, basados principalmente en la
composicion de diterpenos, tanto neutros como acidos. El quimiotipo 1 presenta una elevada
concentracion de los acidos levopimarico+palustrico, ausentes en el quimiotipo 2, que se caracteriza
por la presencia del 4cido anticopdlico. La composiciéon promedio de los quimiotipos 1 y 2 es
0.34/0.21% de monoterpenos, 0.31/0.26% de sesquiterpenos, 0.17/0.77% de diterpenos neutros,
0.18/0.17% de acidos grasos y 2.91/0.63% de acidos resinicos, respectivamente, referido a peso de
acicula.
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INTRODUCCION

La composicion de la miera de Pinus pinaster ha sido estudiada por diversos autores: LANGE
& WEIBMANN (1987, 1989), JACTEL et al. (1996), ARRABAL et al. (2002), conteniendo
monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos neutros y acidos resinicos.

El estudio de la composicion quimica de las aciculas (monoterpenos, sesquiterpenos,
diterpenos neutros, acidos grasos y resinicos) ha sido igualmente abordado por diversos autores
(WALTER et al, 1985, ARRABAL y CORTIJO, 1997, GARCIA-VALLEJO et al.,, 1998,
FERNANDEZ DE SIMON et al., 2001, MACCHIONI et al., 2003); sin embargo, no conocemos
ningun articulo en el que se aborde la composicioén de la miera y de las aciculas de un mismo arbol.

En el marco de un proyecto de investigacion sobre mejora genética del Pinus pinaster, se
estudia la composicion de la oleorresina y las aciculas en arboles conocidos como grandes
productores (plus), con produccion superior a la media de su entorno. Estos arboles son la base de un
banco clonal para la obtencion de futuros arboles plus.

EXPERIMENTAL

1. Muestreo. Los arboles muestreados se encontraban localizados en las poblaciones de Coca
y Cuéllar, en la provincia de Segovia. La edad de los arboles estaba comprendida entre 60 y 80 afios.

1.1 Miera. Se recogio6 en tubos de polietileno de 5 ml tras realizar una pequefia incision en el
arbol. Tras recoger la miera, los tubos se cubrieron con agua destilada y se mantuvieron a 5 °C hasta
su andlisis.

1.2 Aciculas. Se recogieron aciculas de 2 afios de edad y se congelaron en el campo
inmediatamente a —70 °C con nitrogeno liquido, manteniéndose asi hasta su analisis.

2. Preparacion y Extraccion.



2.1 Miera. Las muestras de miera, alrededor de 0,1 g, se disolvieron en 1 ml de metanol,
conteniendo como patrones internos 0,5 pl/ml de isobutilbenceno (patron interno para monoterpenos
y sesquiterpenos) y 2,5 mg/ml de acido heptadecanoico (patron interno para diterpenos neutros y
acidos resinicos) y se afiadieron 100 pl de hidroxido de tetrametilamonio como reactivo de
metilacion. (SONG et al., 1993).

2.2 Aciculas. Una cantidad pesada (1,5-2 g) de aciculas, cortadas en trozos de 2-4 mm, se
extrajo durante 24 horas, a 4 °C en la oscuridad, con 5 ml de éter dietilico/éter de petrdleo (1:1),
conteniendo como patrones internos 200 pg/ml de isobutilbenceno (patron interno para
monoterpenos), heptadecano (patron interno para sesquiterpenos y diterpenos neutros) y acido
heptadecanoico (patrén interno para acidos grasos y resinicos). Una alicuota de este extracto se utilizo
para la determinacién de los compuestos neutros y otra se llevd a sequedad con corriente de
nitrogeno, se disolvido en 1 ml de metanol y se afiadieron 100 pl de hidroxido de tetrametilamonio
como reactivo de metilacion.

3. Analisis. Las muestras, tanto de mieras como de aciculas, se analizaron por cromatografia
de gases/espectrometria de masas en equipo HP5890-5971A en columna 30 m x 0,25 mm diametro
interno DB-5, 0,25 pum espesor de pelicula, en las siguientes condiciones: temp. inyector 260 °C,
temp. columna 60 °C (2 min), 4 °C/min, 260 °C (5 min), energia camara ionizaciéon 70 eV, gas
portador He 1 ml/min, split 1:50.

Para la determinacion cuantitativa se utilizo una columna similar, en las mismas condiciones,
conectada a un detector FID a 260 °C.

Los compuestos se han identificado sobre la base de sus espectros de masas, comparando con
bases de datos: WILEY (1986), NIST (1995) y la bibliografia: ZINKEL et al. (1971), CHANG et al.
(1982), ADAMS (1989). Los acidos anticopalico e imbricataloico se identificaron por comparacion
de los espectros de masas de sus ésteres metilicos con los de muestras auténticas proporcionadas por
el Dr. Duane F. Zinkel (Forest Products Laboratory, Madison, USA).

4. Andlisis estadistico. El tratamiento estadistico de los datos se realizd con el
programa BMDP-7D (ANOVA) [WJ] Dixon, BMDP Statistical Software, Software Release, 1990]. Se
realiz6 un analisis univariante, 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

La tabla 1 presenta la composicion quimica de los terpenos neutros de aciculas y miera,
expresados como porcentaje del total de monoterpenos, sesquiterpenos y diterpenos.

La tabla 2 presenta la composicion quimica de la fraccion acida de aciculas y miera,
expresados como porcentaje del total de dcidos grasos y resinicos.

La composicion quimica de las aciculas es mucho mas compleja que la de la miera,
observandose la ausencia de 4acidos grasos en ésta.

La composicion promedio de los quimiotipos 1y 2 es 0,34%/0,21% de monoterpenos,
0,31%/0,26% de sesquiterpenos, 0,17%/0,77% de diterpenos neutros, 0,18%/0,17% de acidos grasos
y 2,91%/0,63% de acidos resinicos, respectivamente, referido a peso de acicula.

Las aciculas de Pinus pinaster permiten diferenciar dos quimiotipos diferentes, no
relacionados con el origen geografico. Las aciculas del quimiotipo 1 contienen mayor concentracion
de acidos resinicos, mientras que las aciculas del quimiotipo 2 contienen mayor concentracion de
diterpenos neutros. Los compuestos neutros que permiten establecer los quimiotipos son isoabienol,
abietal, labda-8(17), 12, 14 trieno y 3-careno, para el quimiotipo 1 y abieta-8,13 dieno y labda-8(17),
13-dien-15-ol, para el quimiotipo 2. Respecto a la fraccion 4cida, los compuestos caracteristicos del
quimiotipo 1 son el acido graso oleico y los acidos resinicos levopimarico + palustrico, neoabiético,
imbricataloico y abiético, siendo los caracteristicos del quimiotipo 2 el acido palmitico dentro de los
grasos y los acidos anticopalico y eperuxico entre los resinicos.

Del total de arboles estudiados 38 pertenecen al quimiotipo 1 y 6 al quimiotipo 2, de modo
que la proporcidn encontrada es aproximadamente 6:1.

La composicion quimica de la miera es muy uniforme en todas las muestras,
presentando como promedio un 23% de monoterpenos, 2% de sesquiterpenos, 3% de diterpenos
neutros y 64% de 4cidos resinicos.

Globalmente, la composicion de la miera guarda mayor similitud con el quimiotipo 1 de las



aciculas. Entre los componentes neutros, los mayoritarios son o-pineno y B-pineno dentro de
los monoterpenos, B-cariofileno y longifoleno dentro de los sesquiterpenos e isoabienol, isopimaral,
abienol y pimarinal dentro de los diterpenos. Entre los acidos resinicos predominan levopimarico
+palustrico, observandose la ausencia de acidos de estructura tipo labdano.
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Tabla 1. Composicion quimica terpenos neutros

aciculas Q1 aciculas Q2 miera
monoterpenos X c X o X c
oL-pineno 33.0 5.46 34.0 4.14 76.6 7.72
[-pineno 42.9 6.16 41.5 3.48 19.1 6.81
mirceno 11.9 3.39 13.9 3.23 1.0 0.13
3-careno 5.1 2.97 0.8 1.93
limoneno + B-felandreno 6.0 2.73 5.1 3.27 1.9 0.19
terpinoleno 0.9 0.93 1.4 0.92 0.3 0.56
sesquiterpenos
a-cubebeno 1.0 0.32 0.3 0.30 1.0 0.16
ol-copaeno 1.6 0.39 1.2 0.34 0.3 0.08
longifoleno 0.7 0.50 33.1 2.02
B-cariofileno 21.6 6.67 17.3 2.26 50.3 2.55
o-humuleno 3.8 0.97 3.0 0.34 7.7 0.41
y-musoleno 4.7 1.21 3.1 1.49
germacreno D 37.5 9.23 43.8 7.04
isolongifoleno 2.1 0.54 1.5 0.54
a-musoleno 1.8 0.44 1.5 0.31
y-cadineno 5.9 1.13 4.1 1.14 7.7 0.56
4-ladineno 6.7 1.64 5.1 2.08
a-cadinol 1.2 0.64 1.0 0.69
acetato de germacren-D-4-ol 53 0.63
isovaleranato de (E,E)-farnesol 2.7 1.04
diterpenos
labda-8(17),12,14-trieno 6.8 2.15 0.7 0.20
11,13-labdien8ol 7.0 0.17
abieta-8,13-dieno 7.0 1.78 35.6 10.09
isoabienol 16.1 12.43 1.8 0.92 342 1.11
labda-8(17),13-dien-15-ol isomero 2.3 1.61
abienol 1.9 0.86 0.3 0.32 24.9 1.21
abieta 8(14),13(15)-dieno 53 1.61
pimarinal 4.2 1.07 13.1 0.16
labda-8(17),13-dien-15-ol 15.2 3.18
pimarol 4.1 2.48
isopimaral 2.8 1.06 20.8 0.36
levopimaral 5.6 2.51
abietal + levopimarato+palustrato
de metilo 15.5 4.19 39 0.44
dehidroabietato de metilo 9.9 3.67 1.5 1.61
neoabietal + imbricataloato 3.6 3.98 0.5 0.11
abietato de metilo 8.4 2.37 0.5 0.40
neoabietato de metilo 5.5 3.51 1.8 1.10
mg monoterpenos/g (*) 3.39 1.04 2.06 0.73 227.08 34.28
mg sesquiterpenos/g (*) 3.06 0.81 2.56 0.38 19.21 8.07
mg diterpenos/g (*) 1.73 0.64 7.74 2.28 27.82 10.24

(*) referido a g de acicula o miera

x = valor medio expresado en porcentaje del total de monoterpenos, sesquiterpenos o diterpenos

o = desviacion estandar



Tabla 2. Composicion quimica &cidos grasos y resinicos

aciculas Q1 aciculas Q2 miera
acidos grasos X c X c X c
C10:0 1.3 0.98 2.6 0.72
C12:0 ladrico 2.4 2.09 1.3 0.77
C14:0 miristico 4.0 2.02 4.5 0.78
C16:0 palmitico 10.9 6.86 28.4 4.05
M*257 1.8 1.15 3.8 1.13
C18:2 (9,12) linoleico 2.8 2.52
C18:1 (10) 10.1 4.53 11.9 6.25
C18:1 (9) oleico 12.8 12.85
C18:0 estearico 23.8 10.00 26.2 4.40
14-hidroxi-10-octadecenoico + farnesol 5.9 2.89
13-hidroxi-9-octadecenoico +
diterpeno 3.8 2.22
C19:0 0.9 0.62 2.8 0.69
C20:0 eicosanico 4.8 2.16 4.9 1.61
C21:0 5.9 3.61 1.5 0.42
C22:0 8.7 6.20 32 1.31
C24:0 52 4.25 5.0 2.04
acidos resinicos
anticopalico isomero 6.5 2.70
eperuxico 9.7 2.18
pimarico 0.8 0.66 6.0 3.12 7.5 1.07
anticopalico isomero 5.2 2.67
sandaracopimarico 1.4 0.18 2.2 0.71 1.7 0.32
isopimarico 0.4 0.24 0.6 0.21 8.8 431
anticopalico 36.1 7.12
levopimarico + palustrico 25.6 7.91 44.6 4.62
dehidroabiético 6.1 1.71 2.3 0.54 3.1 0.65
imbricataloico 12.6 5.38 0.6 0.37
abiético 11.9 291 3.7 0.89 134 1.43
neoabiético 22.6 6.46 2.2 1.33 17.7 1.89
oxohidroxidehidroabiético 34 1.73
7,13,15-abietatrienoico 0.6 0.16
mg acidos grasos/g acicula 1.84 1.10 1.76 0.31
mg acidos resinicos/g (*) 29.14 15.56 6.33 0.81 645.29 39.28

(*) referido a g de acicula o miera

x = valor medio expresado en porcentaje del total de acidos grasos o resinicos

o = desviacion estandar



