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IL—INTRODUCCION

La biesintesis de los terpenos en pinos franseurre en sus primeras fases de
acuerdo con ¢l esquema aparentemente universal, para todos log sores vivos, ¥
que partiendo del acetato se llega a “Isopreno activo™ o isopontenil-pirofosfato.
Los trabajos que han conducide al eselarecimients de esta via metabdlica son
numerosos, encentrandose amplias revisiones en g bibliografia, por lo que pres-
cindimes de considerarlos agui.

A partir de este isepreno activo se derivan por distintas vias metabdlicas ¥
en muy diversos tejidos y seres vives toda la gama de poliprenocs (esteroles, ca-
rotenpoides, terpenos, caucho, ete),

Limitindonos a la biosintesis de terpenos, nos encontramos con un trabajo
de Ruzicka (1953) en que este auior postula que los lerpenos derivarian de la
ciclizacidn del geraniol pasande por un intermediario comin, Suxnov (1957) es-
tudia la incorporacién del anhidride carbénico marcado en arboles de P, sylyes-
tris, Sus resultados sefialan que la radicactividad Se incorpora en parte a los
lerpenos, desapareciendo posteriormente, por lo que considera que los terpenos
o son productos finales del metabolismo de las plantas, sino que tienen un
metabolismo active.

SANDERMAN ¥ cols. (1960) estudian la incorporacién de precursores marcados
en la oleorresina de P. jeffrey. Con MVA-2-C obticnen n-heptane no radiactive.
El empleo de acetatol-1-YC origina n-heptano radiactivo, situindose los carbonos
marcados en posicipnes pares. Consideran gue el hidrocarburo procede directa-
menie de la condensacion del acetato ¥ no es producte de Ia degradacitn de los
terpenos. :

STANLEY (1961) estudia la incorporacidn del MVA marcado en terminales de
rama ¥ corteg de tejidos de P. attenuwata (que contiene un 98 % de alfa-pineno
en su esencia). Aungue la incorporacidn de la radiaetividad a este terpeno es
muy baja, lo que hace presuponer dificultad de penetracion del MVA a los lu-
gares de sintesis, admite que la via biosintética es similar a la demostrada para
oiros poliprenos. Se estudia la acclén de los efectos sobre esta via metabdlica.

Investigacidsn subvenclonada por el M inisterio de Agriculiura de los Estados Uni
dos, Wajo ¢l Grant FG-Sp-146 (E25-FS-24).
Prinelpal Investigador: Prof. M. Mox teoiva.



286 M. MONTEOLIVA ¥ COLABRORADDRES

Saxpermanx (1062) ¥ SanpeEnMaxs y Bruns (1962) estudian la incorporacion
del MVA-2-"C en P. nigra ¥ P. pinea. En P. migra el alfa-pineno ¥ en P. pinea
el limpneno, aparecen mareados en posiciones (determinadas por degradaeion
quimica) que indican gue la ciclizacion es estercespecifica ¥ mas de acuerdo con
una sustitucion electrofilica gue con un mecanismo de adicion, El mismo meca-
nismo opera en la biosintesis de la tujona (SANDERMANN ¥y SCHWEERS, 1962),

VALENZUELA ¥ cols, (1966) esiudian los intermediarios fosforilados en la bio-
sintesizs de_terpenos en P. radiate. Con aciculas aisladas demuestran la incorpe-
racion del fésforo radiactive en el ATP, PP-MVA ¥ Iso-PP. Con MVA marcado
obtuvieron PP-MVA, P-MVA e l=o-PP radiactivos empleando un extracto de
plantulas de P. radiata. Estos autores sugieren gue el inmediato precursor de los
terpenos ciclicos es el neril-PP en lugar del geranil-PP aceptado anteriormente.
VALENZUELA ¥ CoRI (1967) apoyan esta hipdtesis demostrando que por hidrolisis
dcida el neril-PP forma alfa-terpinecl a una wvelpcidad cincuenta veces mayor
que a partir €] geranil-PP.

BryTia v cols. (1969) trabajando con un sistema soluble de plantulas de
P, radizta encueniran que el 67 % de la radiactividad del MVA se incorpora a
diversos prenoles (lsopentencl, dimetilalilaleohol, nerol ¥ geraniol). El sistema
requicre Mg ++ o Mn - 7 grupos —SH. Cerea del 1 por ciento de la radiacti-
vidad =e encuenira fuertemente unida z las proteinas. Esta puede ser exiraida
con butanol ¥ estd asociada a prenocles de 15 dtomos de carbono.

En general la incorporacidn de la radiactividad del MVA a los monoterpenos
es muy baja en todos los trabajos citados, hecho gue puede explicarse, tanto por
ia dificultad del MVA o sus metabolitos fosforilados para llegar a los lugares de
sintesis coma por las derivaciones que tienen lugar hacia otras vias metabdlicas
{ecarotenos, fitol, ete) (Wikckowskl ¥ GoOODWIK, 1967).

Los componentes terpénicos wvoldtiles de los pinos son en su gran mayoria
hidrocarbures aciclicos, monociclicos ¥ biciclicos de 10 dtomos de carbono. Con
frecuencia se encuenira en cantidades minoritarias derivados oxigenados ¥ 3~
tores. De la excelente revisifn de Miroy (1961) de la composicién de las oleorre-
sinas del centenar de especies que constituyen el género Pinus se deduce que el
monoterpeno mdas ampliamente repartido es el alfa-pineno (se encuentra en ecasi
todas las especies). Le sigue el beta-pineno (en 52 especies). limoneno (300, D3-
carenn (21) ¥ menos frecuentes ¢l beta-felandreno (10), terpinoleno (10), mirceno
(7). canfeno (5), ccimeno (3), p-cimena (2}, alfa-tujenc (2). En algunas especies
aparecen hidrocarbures alifiticos no derivados del isopreno: n-undecano en 10
especies ¥ ¢l n-heptano en 7.

La introduccién de la cromatografia gascosa al andlisis de las oleorresinas ¥
1a exlenszidn del anflisis a tejidos del drbol no cambia sustancialmente este cua-
dro, pues los componentes mayoritarios siguen siendo los mismos ¥ solo la mayor
sensibilidad del método hacen gue se ampllen para cada especie el namero de
los componentes de su esencia,

BaxnisTER ¥ cols, (1959) estudian la oleorresina de P. atienuata, P. radiato
v de sus hibridos, encontrando que la composicién de estos ltimos es intermedia
a la de los primeros.

Wilians ¥ BanxisTER (1962) someten al andlizizs cromalografico 1a oleorre-
sina de 22 especies distintas de pines, enconiranda el alfa-pineno en todas fen
P. sabinizng solo en trazag), el beta-pineno en 21, el mircenc en 19, el beta-fe-




ARS PHARMACEUTICY 287

landreno en 13, el canfeno en 12, ¢l D3-careno en 5, limoneno en 11, ol alfa-fe-
landreno en 4, ¥ el p-cimeno en 2.

OGNYANOV ¥ colg, (1964) identifican en hojas de P sylpestris alfa-pinenmo,
canfene, beta-pineno, mirceno, litnoneno, ocimeno ¥ pcimeno, No encuentran
D3-careno, ni alfa- ¥ beta-felandreno,

Burcur y MeDoxNaln (1964) estudian el valor que tiene la cromatografia ga-
se0sa en el andlisis de las oleorresinas. Estudian 1a variacidn del principal com-
ponente {D3-caréno en P, muricata v alfa-pineno en P. radiata) en funcidn da la
altura de la incisién en ¢l dirbol ¥ en repetidos andlisiz a lo large de un afio. Fn-
ctuentran una gran constancia en estos componenies, siendo la desviacién standard
mixima del 1,5 %. VALENzuELs ¥ ecols. (1966) analizan hojas, brotes v olerresina
de P. radiata. encontrandao alfa-pineno, beta-pineno, limoneno, beta-felandreno,
canleno, Di-careno, sabineno ¥ mirceno. En plininlas de asta especie sdlo en-
cuentran alfa- y beta-pinenc,

Haxover (1966 a ¥ b) analizan los monoterpenos de P. monticols. Elige la
corteza por eonsiderarla més adecuada para el andlisis gendtico. Identifica alfa- v
beta-pineno, canfeno, D3-careno, limoneno ¥ mirceno, No encuentra diferencias
en la composicidn terpénica en Arboles genotipicamente iguales, aungue crezean
en tres ambientes diferentes, por lo que supone que la compesicion es estable
frente a factores ambientales Sin embargo hay una fuerte diferencia entre las
esencias procedentes de tejidos de diferente edad, Semin esie autor la herencia
23 aditiva para cada terpeno {exceplo para el canfeno).

SMITH (1967) estudia laz oleorresinas de ocho especies de pinos. Identifica
n-heptano, n-nonano, n-undecano, alfa- ¥ beta-pineno, canfeno, D3-careno, sabi-
peno, alfa- y beta-felandreno, mirceno, limoneno, terpinoleno, gammaterpineno.
En P. washoensis ¥ P. contorta identifica también alfa-tujeno. No encupenira va-
riaciones peogrificas, aunque en todas las especies, excepto el P. jeffrey, tienen
apreciable variacidn loeal. Si encuentra considerables diferencias entre especies.
Los andlisis realizados en muestras tomadas pasado un afo de las primeras, indi-
can que la composicién s constante. La composicion de los hibridos es. segiin aste
autor, intermedia, s6lo cualitativamente. El gamma-terpineno identificado por e
autor en irazas en diversas especies es también identificadoe en la oleorresina de
P. sylvestris por BARDYSHEY ¥ eols. (1968).

LAVARIN ¥ cols. (1967) estudian la cleorresina de P. torreyana de dos pobla-
ciones diferentes ¥ encuentran diferencias entre ambas por su diferente contenido
en limoneno ¥ beta-felandreno. Ademis de estos lerpenos identifican qua- ¥ beta-
pineno, mirceno. n-heptano, n-undecane ¥ n-nonano.

ANDERSON ¥ cols. (1969) estudian la oleorresina de P, monticela, P. lamber-
tiang, P. ponderona ¥ P. jefrey ¢ identifican alfa- ¥ beta-pineno, canfeno, D3-ca-
renp, mirceno, limoneno, alfa- ¥ beta-felandreno, gamma-terpineno, terpinolenc,
n-undecano, n-heptano ¥ n-nonano.
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2—PARTE EXPERIMENTAT.

21 —MATERIAL ¥ METODOS

2.1.1.—Semillas

Variag muestras de semillag han sido empleadas para nuesire estudio:

a)

bl

c)

d)

P. pinaster, cosecha de 1965, procedente de Coca (Sepovia, Espafia);
purera = 97 % ; fuerza germinativa = 80 %

P, pinaster, cosecha de 1965, procedente de Calasparra, Murcia, Espa-
na); pureza = 97,3 % ; fuerza germinativa = 80 %,

P. pinaster, cosecha de 1965, procedente de Sierra de Cazorla (Jaén,
Espana); pureza = 97 %, [uerza germinativa = 81 %.

P. pinaster, semillaz elegidas de arboles seleccionados como grandes pro-
ductores de micra ¥ procedentes de Coca (Segovia, Espafna).

Todas las semillas fueron oblenidas por intermedio de los Servicios Forestales
del Ministerio de Agricultura espanol.

21.2—Arboles

Todas las muestras de hojas ¥ ramas de las diferentes especies de pinos en-
sayadas proceden de diversas zonas forestales proximas o Granada, a fin de
poder realizar los andlisis deniro de las 24 horss siguientes a su obtencidn.

a)

)]

c)

Pinar de “La Peza™—Masa arborea aparentemente homogénea de P
pinaster de 6 afos de edad. Altitud media de 1.500 metros. Pluviosidad
deficiente, pues la media anual apenas supera los 500 mom, con un re-
parto desigual a lo largo del afio, ¥a que la precipitacion media en los
meses de Junio, Jullo ¥ Agosto ¢s inferior a 10 m.m. por mes. La tem-
peratura media anual es de 10°C, con minima de 1'C ¥ mixima de 20°C.
Pinar de “Huétor Santillin”.—Proximo geogriaficamente al anterior ¥
como éste procedente de repoblacion. Es algo mas viejo (10 anos) ¥ =e
diferencia fundamentalmente por ser una plantacidn mixta, en la gue
se encuentran todas las especies que se estudian en este trabajo. Sus ca-
racteristicas climatoldgicaz =on semejantes al pinar de “La Peza". (Ni-
coliz A, Gandullo J. M., 1967).

Pinar de “Tello”.—Se encuentra en la ladera sur de Sierra Nevada (los
anteriores estin en la ladera norte), proximo a Lanjardn, ¥ estd consti-
tuido por un gran nimero de especies de coniferas (mas de 100} sem-
bradas hace 30-35 anos con semillas importadas ¥ con fines de aclima-
tacion. Altitud media de 2,000 metros. Pluviesidad media anual de 800
m.m. El periodo seco comprende los meses de Junio, Julio, Agosto ¥ Sep-
tiembre, en gue el valor caido en estos cuatro meses es inferior a 100
m.m. Las temperaiuras oscilan enormemente entre el periodo estival
(30-40*C) ¥ el periodo invernal en gue bajan entre 0° ¥ —%C. (Elorrieta,
1964).
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(R-38-1969) (R-30-1960)

21.3—Cultive de plantulas

a) Estratificacion en las semillas—Se ha empleado para ello un refrigerador
comercial del tipo horizontal en el gue se mantiene la temperatura a 5°C con
oscilaciones de grado ¥y medio en mds o menos, Las semillas se introducen en
botes de plistico mezcladas con arena de cuarzo ¥ de la forma siguiente:

En ¢ fondo del bole se coloca una capa de arena humedecida con la canti-
dad de agun necesaria ¥ de unos 34 em. de espesor. Sobre é3ta s¢ coloea una
simple capa de semillas de pino. A continuacion otra capa de arena humedecida
del mismo espesor, una nueva capa simple de semillas ¥ asi sucesivamente, Se
fermina con una capa de arena humedecida. Se deja un espacio de aire de unos
f em. de altura ¥ se cierran los botes herméticamente para prevenir laz pérdidas
de humedad.

La estratificacién se mantiene en estas condiciones duranfe seis zemanas.

b} Germinacion.—Las semillas previamente estratificadas, como se ha indi-
cado, se coloean en cubetas de plistico de 25 x 25 » 25 em. conteniendo 6 kgrs.
de arena de cuarzo humedecida ¥ cubiertas con tela de plastico para evitar pér-
didas de humedad. Cuando comienzan a aparecer las hojas cotiledonares se des-
cubren las cubetas.

Varias son las condiciones en gue se han ensavado la germinacion de las
semillas:

b.l.) Invernadero caliente—Consiste en una nave de estructura metdlica
- con paredes ¥ techo de material plastico en ¢l que las condiciones de tempera-
tura ¥ luminosidad son pricticamente iguales al aire libre. Solamente estin pro-
tegidas de la luvia.
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b.2) Invernaderc mcondicionado—Es del tipo nermal, con sistema de calefac
cion ¥ refrigeracion para mantener la temperatura controlada tanto en werano

como en invierno. Estd aislade de la lluvia, pero los periodos de luz son los es-
tacionales.

b)) Cémara estufa—Con objeto de emplear condiciones totalmenie contro-
ladas, se construyé una cédmara equipada eon un grupe refrigerador. marea
Nume, modelo PWC-33H, con condensacion por agua, ¥ compresor semibermitien
acoplade a-una unidad Nume de enfriamiento, modelo AFI-T-42. con un ventila-
dor eléctrico que hace circular ¢l aire a través de la unidad de refrigeracién ¥
la bateria de calefaccidn. La bateria de calefaccion esta constituida por resisten-
cias eléetricas ¥ estd acoplada a la unidad de refrigeracifn, Ambeos sistemas tra-
bajan autométicamente mediante un termostato que regula la temperatura en
£ I*C

La humedad se mantiene mediante un humidificader “Defensor AGY, modelo
305, continuamente alimentado y que es regulado por un higrdmetro de humedad
relativa, modelo 585, de Filotécniea Salmoiraghi, S. A., ¥ que fue liperamente
modificade para aumeniarle la sensibilidad.

La regulacion del tiempo de luminosidad, para obtener periodos precisos de
luz, s¢ hace mediante un mecanismo de relojeria eléctrico, de conexion ¥ desco-
nexion automética, acoplado a tubos fluorescentes Syivania GRO-LUX que emiten
a una longitud de onda favorable para el crecimiento de las plintulas,

Las condiciones generales establecidas en esta cimara son: temperatura am-
biental = 20°C; humedad 7585 % : pH en la arena humedecida = 5.5. El folo-
periodo se indicard en cada caso.

Ademis de la germinacidon en arena de cuarzo lavada, se ha ensavado Ia
vermiculita ¥ 1a tierra de jardin.

¢} Cultive de las plantulas

c.1.}) Culfivo en arerea—Una ver gue aparecen las hojas cotiledonares. la
arena se riega con una solucidén nutritiva diluida al 50 %, Expresado en p.p.pm,
Ia solucion nutritiva contiene: N = 200; P = 80; K = 235.5; Mg = 50; 5 = 0I;
Cu = 005; Zn = 0,05; Mn = 05; B = 0,05, ¥ Fe = 4. El regado s¢ hace en
cantidad suficiente para mantener la humedad deseada.

e.2) Cultivo hidroponico aufomdtice—Se han seguido las indieaciones de
Eaton ¥ Bernardin con algunas modificaciones para su mejor funcionamiento, Can-
siste en hacer un agujerc de 1 mm. de diametro que une ambos compartimentos,
¥ gue actna como dispositivo de seguridad, permitiendo el completo drenado de
Ia solucién nutritiva en ¢l periodo comprendido entre dos sucesivos regados, Vein-
ticinco kgrs. de arena lavada se colocan en el aparato (viase grafica n® 1) ¥ =
siembran 200 semillas, ya estratificadas, mediante una plantilla normalirada que
permife una correcta distribucidn ¥ exacto contaje. Encima se coloca una capa
de arena humedecida ¥ se cubre ¢on un plastico transparente, Se deja estar varios
dias ¥ despudés se conecta al dispositivo de aire a presion para que se inicie I
irrigacidn automatica.

e.3) Cultivo directo en lierra—3Se ha ensayado colocar las semillas en tierra
cubriéndolas con una capa de arcna ¥ tomando la humedad por subirrigacion.
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Por este métode ze pueden obtener plantas con wverticilos de verdaderas hojas,
con perfecta sobrevivencia durante meses ¥ en buen estado de salud.

c4) Cultive en lierra con transplante—Las semillas germinadas en cube-
tas con arena humedecida, se transplaniaron a marcetas conteniendo una mezela
a partes iguales de arena, tierra de jardin ¥ turba. En el transplante se pierde
el 50 % de las plintulas, pero el resto continia viviendo indefinidamente en
perfectas condiciones.

214—Métodos analiticos

A) Obtencidn de le esencia

Al) Preparacion de la muestre.—Si se trata de plantulas cuyos tejidos son
blandos, basta con cortarias con tijeras en pequenas porciones ¥ asi se introdu-
cen en el matrar de destilacion. Si se frata de hojas o ramas se frituran en un
moling de eaflé ¥ una vez trituradas se pazan al matraz de destilacion. Si se trata
de miera se introduce directamente en el mairaz.

A.2) Destilacion.—La destilacidn de la muestra s¢ realiza on un dispositivo,
modificacitn al Neo-clevenger, ¥ que se encuentra esguematizado em la grifica
n® 2 A la muesira, introducida en el matraz (de 10 a 50 grs, segin su rigueza
en esencia), se le agrega 30-60 ml, de agua destilada. Se ajusta el matraz al
aparato de destilacidn ¥ por ¢l embudo s agrega agua (manipulando el clip (d)
¥ la Hlave (¢)) a fin de gue el nivel de ésta se encuentre igualado en (a) ¥ (b
(b} es un tubo devidrio capilar calibrado, en el que 1 mm, de allura equivale a
1.1 microlitro de esencia. Igualados los niveles, se cierra el clip (d) ¥ se deja
abierta la llave (¢). Se hace circular agua helada por los refrigerantes ¥ e ca-
lienta el matraz mediante un pegueio homillo eléctrico. El agua gue destila en
2l matraz arrastra la esencia, que s¢ acumula en la parte superior del capilar,
retornande ¢l agua al matraz. Este proceso se mantiene durante tres horas, pa-
sadas las cuales ze desconecta el homillo ¥ se deja que enfrie el aparato. Des-
pués, se cierra la llave (e) ¥ se abre el clip (d). Entonces, sublendo ¥ bajando el
embudo, s¢ consigue que toda la esencia extraida se introduzea en el capilar
Midiendo los mm, gcupados por ¢sta se puede ealcular el contenido en compo-
nentes volatiles de la muestra analizada. Posteriormente ¥ desconectando el Te-
frigerante vertical, s¢ agrega un volumen determinado de hexane, donde se di-
suelve la esencia, ayudindose con subidas ¥ bajadas del embudo. De esta solu-
cifm ¥ con ayuda de una jeringa, se toman fracciones para su andlisic posterior.

Con pequenas cantidades de esencia, este procedimiento no s cuantitativo,
obteniéndose rendimientos muy bajos (aproximadamente del 40 %), débido a que
parte de la esencia se queda adherida a las paredes de los tubos de vidrio ¥ no
pasa al capilar., Se procedid a prescindir de la lectura directa en el capilar. Se
redujo el tiempo de destilacién a dos horas ¥ media. luego se introduce cn el
matraz de destilacién 0,5 ml. de hexano ¥ se continta la destilacion medin hora
mis, El hexano agregado sirve para lavar las paredes de los tubos ¥ acumula
la ezencia sobre el tubo capilar. Pers como la esenciz se encuentra disuelia en
¢l hexano, no permite por su volumen deducir el contenido de la 'E‘SEnEiII.rEI'I. la
muestra, La determinacion cuantitativa hay que hacerla por cromatografia ga-
seosa, comparando con graficas establecidas con soluciones patromes. En estas
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condiciones ¥ aln para pegquenas cantidades de esencia, la recuperacion es del
80-30 %,

A3) Obtencidn de deidos resinicos—En algunos casos se realizd el analisis
de los dcidos resinicos ¥ para su oblencidn se procedid comeo sigue: terminada la
destilacidn ¥ se conecta a un dispositive de Dean-Stark (con llave de purga) para
determinacidn de humedad. Se agrega tolueno, ¥ s& pone en marcha ¢l aparato.
purgando repetidas veces ¢l agua que destila junto al tolueno, ¥ dando por ter-
minada la operacion cuando se observa gue el tolueno no arrastra mas agua. El
contenido del matraz se filtra por papel ¥ el residuo se lava varias veces con
tolueno ¥ las soluciones se filtran, Se reunen los filtrados, se destilan para re-
ducirlos 8 un volumen peguefio ¥ por Gltimo se termina de evaporar hasta se-
guedad en una capsula de wvidrio, pequena, colocada sobreée una platina regu-
lada a TOC.

Los dcidos resinicos pueden purificarse posteriormente por diversos procedi-
mientos. En nuestros ensayes nos ha resultade suficiente disolver el residuc en
éter sulfurico, agregar carbin activo filtrado dezpués del papel. La soluciton aueda
incolora. Para la scparacion por capa fina o por cromatografia gaseosa, se pro-
cedid a la metilacidn de la =olucidn anterior, empleando diazzometano, segin €l
método de Zinkel ¥ Rowe, modificado por RIFFER ¥ ANDERSON (1966).

B. Cromatografia de capa fing

5S¢ ha empleado un equipo DESAGA con placas de vidrio de 20 X 20 em. ¥ la
téenica general de preparacion de placas segun STamnL.
Adzorbenles:
Para aceites esenciales: Kieselgel G: Aluminium oxide G, (IIT),
Para acidos resinices: Silicagel G con nitrato de plata,
Espesor de la capa = 0,25 mm.
Temperatura inferior de la cubeia = 18-20°C.
Distancia recorrida por ¢l frente = 10-12 em.

La muestra, disuclia en hexano ze coloca en el punto de partida con micro-

pipeta, bien en “punta”, bien en “linea” de un cm,
Dizolventes empleados para ¢l desplazamiento:

Para las esencias se ensayaron numercsos disolventes ¥ mezelas de ellos.
eligitndose (por su capacidad de diferenciacidn entre beta- ¥ alfa-pinenc) los
siguientos:

al benceno sobre Aluminum oxide G, actividad III

b} acetato de etilof/hexano (15/85) sobre Kieselgel G, v

¢l benceno/etanol (95/5) sobre Kieselgel G.

Para los acidos resinicos, Ia fase movil empleada fue el &ter sulfarico (libre
de perdxidos) con éter de petrdlea (p.e. 30-60%) al 10 <.

Revelado:

Para las esencias se empled, hien los vaporez de iodo, bien la vainillina
sulfirica con la sigulente modificaciion: Primero se pulveriza una solucién de
acido sulfirico en alcohol etilico al 20 %, e inmediatamente después la solucidn
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de wainilla al 1 % en acetona. Calentando durante 10 minutos a 110°C aparecen
las manchas correspendienies con distintas coloraciones.

Para los dcidos resinicos metilados se empled una solucidn de dcide sulfirico
en éster al 20 %. Después de pulverizar esta solucién se tiene en la e:tufa durants
15 minutos a 110°C, La observacion de las manchas se hace n la luz ultravioleta,
para lo que se empled una limpara “Hanovia-Chromatolite” que emite a 260
milimicras.

C) Cromatografic en papel

Esta técnica se ha empleado para la identificacidon ¥ cuantitificacion de los
metabolitos intermediarios en la biosintesis de terpenos. Los papeles cromato-
grificos usados son: Schleicher & Schull 2043 b ¥ Whatmann n.* 1, coriados
hien en tiras o en hojas, segin el numero de muestras ensayadas 2 la vez

Cromatografia ascendente en cubetas hermdéticamente cerradas, con la fase
movil depositada en el fondo de la cubeta ¥ a una temperatura de 18-20°C. La
cantidad de muestra colocada en el origen [ue de 25 microlitros. bien en “punto”,
bien en “linea™ de 1 em. El tiempo de desarrollo depende de la fase movil em-
pleada.

Fase mdwvil @

Dada la wvariedad de los posibles metabolitos intermediarios a identificar en

los ensayos de incubacidn realizados, hubo necesidad de emplear para la misma
muestra diferentes fases moviles. Son las sipuientes:

disolventes) proporeion (v/v)  tiempo de de-
sarrollo (horas)
1} n-butanol/acido férmico/azua T7/10/13 12
2} t-butanelfacido formico/agua 20/ 5/ 8 10
3) t-alcohol amilico/icido acético/agua 4/ 17 2 a
4) deido isabutiriesfamoniaco/agua 227 1710 10
5) metanol/amoniaco/agua 6/ 1/ 3 7
6} n-propancl/amoniaco/agua 6/ 3/ 1 11
7} isoprepancl /izobutanol ‘ameniaco/agua 40/20/ 1/39 13
Revelada:

Los papeles desarrollades se secan en vitrina a temperatura ambiente y para
el revelado de las manchas se ziguen tres procedimientos:

a) Nuecledtidos—Por observacién al uliravioleta con luz mozocromilica a
260 milimijcras.

b} Esterez fosforilados—Por revelado especifico, bien con & reactivo de Ho-
senberg (1959), bien con la mezcla deidoperclérico/acido clorhidrice N/molibdato
amdnico al 4 % /fagua (5/10/25/60),

¢l Melabalitos marcados isotopicamente con C-14.—Las tiras cromatograf-
cas, desarrolladas ¥ secadas, se pasan por un delector, marca Actigraph III mo-
delo 1002, gque nos identifica ¥ determina a la vez, la pesicidn ¥ la radiactividad
de las manchas,
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D) Cromatografin goseoso

D1} Andlisis de los componentes voldtiles de la oleorresinn—Para todas
las experiencias se ha utilizado un ecromatdgrafo de gases Perkin-Elmer, modelo
F-7. equipado con un registrador Hitachi-Perkin-Elmer 158 ¥ empleando el de-
tector de ioniracidn de llama.

Las columnas ensayadas ¥ las condiciones de trabajo, han sido las siguientes:

al Columna Perkin-Elmer con fase estacionaria de Carbowax 20 M al 10 %
sobre Chromosort G, lavade al dcido ¥ tratado con dimetil-clorosilano 88/100.

b} Columna Perkin-Elmer “R"” con fase estacionaria de propilen-glical (UCON
LB-50 X) al 4 % sobre Chromosorb G, lavado al dcide ¥ tratado con dimetil-
clorosilano 88/100.

c) Columna Perkin-Elmer DC-550 con fase estacionaria de aceite de fenil-
silicona al 15 % sobre Celite-545, 60/100,

Condiciones de trabajo con cada columna

temperatura del horno al 95°C b} 150°C e) 150"C
temperatura del blogque inveccion 105 — 200 * 190 "
temperaturadel detector 105 ~ 180 1830 "
flujo de nitrdgeno 20 ml./m, 26 ml./m. 50 ml./m.
flujo de aire 405 = ! TR B Y
flujo de hidrégeno 1.3 A Y| 4507 o=
Volumen de la muestra invectada 0.2 micol. 0.2 microl. 0.2 miecrol.
Velocidad de la carta lem./m. 1 em./m. 1 em./m.
Alenuacion aon 40

Loz tiempos de retencion de cada compenente volitil de la oleorresina, se han
definido comparandalos con patrones preparados por nosotros. La cuantitaliva ze
ha realizado midiendo las dreas de los picos (en funcidn de las alturas ¥ 1a hase
de los mismaos).

D.2.) Amnalisis de los ésteres metilicos de los deidos resinicos.—Se ha em-
pleade el mismo egquipo cromatogrifico anterior. Columna Perkin-Elmer EGS.
con fase estacionarin de etilen-glicol-succinate al 20 % sobre Chromosorh G,
88/100, lavado al dcido ¥ tratado con dimetilclorosilano,

Las condiciones de trabajo con esta eolumna fueron las siguientes:

temperatura del horno 180%°C
temperatura del bloque de inyeccion 200
temperatura del deteclor 20"

flujo de pas portader 95 mi./m.
flujo de hidrégeno T e )
flujo de aire [ Pk et
Volumen de la muestira inyectada 2 microlitros
Veloeidad de la earta 0.5 cm./m_

Atenuacion 32, G4 ¥ 100
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D.3) Analisis de los componentes voldtiles marcados—Para la radigeroma-
tografia gaseosa, se ha empleado un radiecromatégrafo Perkin-Elmer, modelo
RGC-170, constituido por un reactor de flujoe gaseoso ¥ un contadar proporcional.

Se¢ ha utilizado en dos formas:

a) Para la medida de la actividad total de una muesira por inveceidn di-
recta, ¥

b} Conectado al eromaidgrafo F-T para la deteccidn ¥ medida de las frac-
ciones previamente soparadas.

E) Otros métodos analiticos

E.l.) FEzpectrofotometria en el wliraviolets.—Se ha empleado ¢l modelo DB
de la casa Beckman, con registro grifico,

E2) Ezpectrofotometrin en el infrarrojo—Los ensavos realizados lo han
sido con un espectrofotdmetro Perkin-Elmer IR, modelo 137, Se han sustituido
las células normales por cflulas de 1 mm. de espesor ¥ 4 microlitres de capaci-
dad. 5u uso es necesario debido a que las muestrns analizadas eran muy pegue-
fias. Se obtuvieron en estas condiciones los espectros de los diferentes patrones
en solucidn en tetraclorure de carbono. Los mismos patrones se inyectaron en
¢l cromatdgrafo de gases F-7 (cada uno por separado) ¥ se recogieron los picos
correspondientes por “splitting”™, refrigerando el dispositive de recogida con aire
liquido. Se obtuvieron idénticos especiros a los obtenidos directamente con las
soluciones patrones.

Este sistema ha sido empleado, junto a los valores de retencidm, para la
identificacion de los picos en los cromalogramas de las muestras analizadas.

E.3.) Manometric.—En los ensayos realizados sc ha empleado un Warburg,
modelo VI-25 “B. Braun", con mandmetros tipe DE/w ¥ matraces de reaceidn Ia,
En todas los operaciones se han seguido las instrucciones de UMRBREIT ¥ cols. (1949),

E.4.) Determinacion de clorofila.—Se ha seguido el método espectrofotom:-
irico de MacKinney {en Paeca ¥ TracEY, 1955)

E5) Exrperienciaz con homogenados,

a) Preparacion de los exiractos.—Una determinada cantidad de material
(recientemente recolectado y pesado) se tritura en un mortero de vidrio rodeado
de hielo, ¥ agregando tampdn Tris-ClH, 05 pH = 79, con el objeto de avitar ol
dezcenso del pH cuando los dcidos contenidos en las estructuras de la-planta se
liberan. La temperatura durante toda la operacion debe ser inferior a 5°C, La
proporcion final entre planta/tampén cs de 1/1. Los extractos asi obienidos se
fillran a través de una tela, escurriendo =i ez necesario ¥ recofiendo en un vaso
rodeado de hielo. El pH debe de permanecer constante, por lo que ha de ser co-
rregido a lo largo de la operacidn.

b) Didlisis de los extractes—Los extractos se colocan en un tubo de diilisis
que se sumerge en un vaso lleno de tampom tris-ClIH 0.005 M, pH = 7.9 (apro-
vimadamente 500 ml.), E| tampon se cambia a la media hora, a la hora, hora ¥
media ¥ finalmente sze deja estar dos horas mis.
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el Reaceidn enzimética—Se llevan a efecto incubando los extractos a 37°C
en periodos de tiempo variables ¥ con la adicion de diferentes sustancias coenzi-
miticas ¥ cofactores metilicos. La reaccion se para inactivando los enzimas por
colefaceibon a 90°C durante 3-4 minutoz. El precipitado se centrifuga a tempers-
tura ambiente a 4.000 r.p.m. durante 10 minutos.

d)} Andlisis de los productos de la reaceion—E:zte se realiza como Se indiea
cn log anteriores apartados.

&) FPreparacion del mevalonico a partir de su lactona. El MVA es sumi-
nistrado al estade de lactona en solucion bencénica. Para transformarlo en sal,
el benceno es evaporado, ¥ el residuo se trata con un volumen de potasa que
supere €l equivalenie en lactona. El pH es aproximadamente de 10. Se mantiene
a 37°C durante 30 minutos, con lo cual Ia laciona pasa a mevalonato potisico. Se
conserva a —20°C hasta su uso. Antes de su empleo ez conveniente gue la solu-
cidn de mevalonato potasico se tenga a 37°C durante 30 minutos.

) Protocolo general para las reacciones enzimaticas—En los primeros en-
savos empleando el MVA marcado con dilucidn, los intermediarios marcados no
fueron detectados radiogrificamente, Por consiguiente se empled para todos los
casos el MVA (2-¥%C y 1-%C) zin dilucidn isotopica. En general ¢l protocolo de los
ensayos enzimiticos responde al siguiente esguema:

Extracto 2.0 ml
ATF (80 microM./ml.) 03 "
MgCl: {120 microM./ml} [ Ji R
MgCl: (120 microbM./ml.) 0

MVA marcado (2 microM./ml.) | L

Eventualmente el sisterna puede contener otros cofactores (u omitirse algunos
de los indicados). Las circunstancias especiales de los ensayos e especilican en
las correspondientes tablas de resultades. La mezcla de incubacidn gencralmente
se completa a 3.0 ml. con tampén Tris-CIH 0.5 ¥ pH = 7.9, La cantidad de MVA
adicionada es funcién de su actividad especifica.

F}y Procedencia de los estandards v reactivos

Estondaerds: alfa-pineno, beta-pineno, canfeno, limoneno, pcimeno ¥ terping-
leno de la firma Dragoco (Alemania): limonceno, canfeno, p-cimenc ¥ d-lerpincol
de la firma Koch-Light (Inglaterra); sabinenn, Dh-careno, beta-felandreno ¥ écido
abiético de la firma Fluka (Suiza); geraniol, esencia de sabina, linalol, eitranelol
¥ dipenteno de la firma “Destilerias Granadinas™ (Granada, Espana).

Disolventes v adserbentes.—FPara cromatografia en papel, capa fina, gaseoss
¥ para espectrofotometria infrarroja de laz firmas Merck, BPH y Riedel ¥ de
calidad “especiales para cromatagrafia™.

Productos marcados: MVA (1- ¥ 2-4C) de la firma “The Radiochemieal Cen-
tre” de Amershan; acetato godico 1-C ¥ “CO:Ba de la Junta de Energia Nuclear
{Madrid).

Coenzimas y efectores: De las firmas Sigma, Nutritional Biochemicals, Boeh-
ringer ¥ Riedel.
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Los restantes reactivos proceden de diversas firmas nacionales ¥ de calidad
“reaclivos pro analisis®.

22 TABLAS Y GHAFICAS

2.21. Ensayos previos.—Establecimiento de lécnicas

TABLA N~ |

Germinaeién ¥ cultive de =zemillas de P. pinaster.—Cubelas en invernadero
acondicionado —Temperatura = 12 horas a 199 ¥ 12 horas a 30°C

n® de edad

mlge;:L de 'P.‘Slr'.?Elﬂ— substiate.  semillas % germi- i iula P;m-»"::d
semillag caciin sembradas  Pacién T

Coca 67 dias arena 200 53,0 21 dias 130 %
- 8z vermiculit 200 225 33 11,6
- 82 areng 200 5B.0 12 12.0
5 22 vermiculit 200 240 — _—
o 65 arena 200 56,0 — ==
o 65 vermiculit 200 22.0 = )
= 67 arena GO0 20,0 25 12,2
" 65 ol GO0 381 42 10,1

Calasparra 62 - 600 36,5 33 119
n? &0 = GO0 61.2 32 12,8
o G0 2 B0 a5.6 28 11.6
= 58 3 GO0 B7.2 a1 11.9
" 34 ~ 900 91.8 36 11,3
= 54 = B50 89,7 27 134
o 53 o ann 86,0 HA) 13.3
= 51 i 200 B5.2 20 11.4
= 54 7 1.000 878 21 11,9
i 54 4 910 83.3 26 12,2
i 54 = 950 92,0 an 10,6
o 52 e 750 T1.7 410 12,7
- 55 4 200 G5.6 a7 0.6
= 28 + 00 70,2 43 14,8
= 26 % 270 78,1 51 105
o 27 5 920 826 a5 1.0

2 24 o a60 64.7 i1 11.4
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TABL.A N* 2

Germinacidn ¥ cultive de semillas P. pinaster en arena.—Cubetas en cimara
estufa, Temperalura constanile de 20°C.—TFotoperiodo de 12 horas luz

origen de las estratificacion edad de la plintuln % de peso seco

samillas en dias en la recoleceidn a GiC
Cazorla = 54 22 11.1
= 55 23 10,6
i 53 15 16,8
L 53 30 16.5
= 54 a5 14,4
= a7 30 12.9
% 58 24 11,7
d 51 23 I1.7
4 53 23 12,1
54 21 12.1

55 36 22.5

" 47 15 18.1
o 49 15 18.1
L] 42 15 16.9
b 16 10 19.6
o 46 24 19.9
o 36 20 15.3
s 34 10 19.2
o 36 21 14.5
- 33 8 18.5

TABLA N»° 3

Germinacion ¥ cultive de semillas de P. pinaster en tierra—Invernadero acondi-
cionado.—Temperaiura de 19°C por 12 horas ¥ de 30°C por otras 12 horas

origen de las estratificacion edad de la plantula % de peso seco
semillas en ding al recoleclar a G60°C
Calasparra 30 73 27.8
" 43 &0 27.8
= 47 85 25.0
= 47 45 25,4
- 55 59 15.4
7 59 35 16.6
Cazorla 45 17 15.8
=3 45 23 13.9
i al 45 13.9

" 51 18 12.2
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TABLA N-= 4
Cultivos hidroponicos—Disefio de las experiencias

Tratami_enm_ Proporeidn de la dosis fotal, en % de la dosis f:f;?

N* Variante NO: SOy2 POy3 K Ca/2  Mg/2 men/l
1 N 33.3 11.1 111 11.1 222 11.1 15
2 8 11.1 33.3 11.1 11.1 222 11.1 15
3 P 11.1 11.1 33.3 11.1 22.2 11.1 15
4 K 11.1 259 11.1 3332 11.1 11.1 15
3 Ca 11.1 2232 11.1 11.1 33.3 11.1 15
[ Mg 111 222 11.1 11.1 11.1 33.3 15
7 Mx(1) 11.1 222 33.3 11.1 11.1 11.1 15
B M=x(2) 11.1 222 333 I1.1 11.1 11.1 30
9 Bleial 11.1 222 133 11.1 111 11.1 45
1o Mx(4) 11.1 22z 333 11.1 11.1 11.1 G0

TABLA N»° 5

Cantidades en m.eq.fl. {(de acuerdo con las proporciones de
en los tratamientos)

la dosis total

maeg./ 1. Tratamientos
1 2 3 4 a 1] T &8 a 10
KOy— Cat 3.330 —  1.BB5 — 1.665 1.665 — — - - -
K+ —_ — —  1.665 — _— —_— _— —- e
NHA: T Cl— 1.665 1.665 — — — — 1.665 3.330 4995 6.660
80, Mg+ + 1665 1.6685 1.666 1.665 1665 3.330 1665 3.330 4995 6.600
Eagksk — 3330 — 1.665 1.665 — 1.665 3.330 4.005 6.660
POH:— K+ 1.665 1.665 4.995 1.665 16685 1.665 4995 999 14985 19930
Cl—= NHu 1.665 [1.BG3 — —_ — — 1065 3.330 4905 G.660
K+ 1.110 1.110 — ZT75 1.110 L1110 —_ = — —
Cat 4 — —  1.665 =1 HAR — — _— _— _—
Mgt + — — — — — 1.663 — — = —
K+ POH— 0.555 0.555 16656 0555 05556 0.555 L1665 3.330 4.995 6.660
G 1.110 1.110 — 2775 1.110 1.110 — = _ —
NOy— —_— —_ —  1.665 = = ~— = — —
Cat+ NO— 3.330 —  1.885 — 1,665 1.885 —_— _— — —_
S0.= — 3330 — 1.665 1.665 — L1665 3330 4905 G660
2 - — 1.665 —  1.665 — = = T —
Mgt+t+ BOu= 1.665 1.665 1.665 1.665 1.665 3.330 1.665 3.330 4995 G660
Cl— —_ — — — —  1.665 = = —. —
meq./l. de ca-
da elemento 13 15 15 15 15 15 15 30 45 &0



300

M, MONTEOLIVA Y COLARDRATDORES

TABLA N° 6

Cantidades de la solucidn stock, expresadas en ml., necesarias para preparar

15 litros de cada tratamiento

Tratamiento

1 2 3 4 5 ] T 8 9 10
NaK — — —_ 253 — —_— _— - —_
(NO))2Ca.H:O 456 — 228 — 2mg 223 — - — —
Cl NH;, 13,4 13.4 - —_ — —_ 134 268 402 5318
SOdLE 11,4 11.4 34,2 11.4 114 114 342 631 1021 1352
SOMe, TH-O 30,8 na 308 308 308 612 IE 612 924 1232
Cl K 124 124 — 320 124 124 — — -_— —
Cl:Ca — - 13,9 = 13,9 —_— —_— — -— -
Cl:Mg = lmm e e e 283 = — = —
SOuCa.2H:0 — 4200 —_— 2.145 2.145 — 2145 4290 6435 85
ClsFe 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 13
Sol.Hoagland 7.5 7.5 T.5 7.5 7.5 75 7.5 7.5 7.5 7.5

Nota.—La cantidad de sulfato caleico estd expresada en gramos del producte que
s ha de afiadir para preparar 15 litros de tratamiento.

TABLA

Ne T

Ri de los terpenos utilizados como patrones en cromatografia en capa fina,
empleando diferentes adsorbentes ¥ fases mdviles

terpenns

alfa-pineno
beta-pineno
limaneno
terpinoleno
canfeno
para-cimeno

Adsorbente ¥ fase mavil

Aluminum Oxido G Kieselgel G Hiecelgel G
benceno hexano benceno/etanal
0,79 0.97 0,78
081 0,95 0,89
0,83 0,97 0,87
081 - 0,66
020 = —
0,09 — 0,66
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TABLA N° &

Cromatografia gascosa.—Tiempos de retencin de diferentes patrones y
disolventes ¥ en diferentes columnas ¥ condiciones

compuesto Columna Perkin-Elmer DC 550

tiempo de Rf (para alfa-pinenc = 1,00

retencidn T S T

a 130°C a 110°C a 130"C a 115%C
alfa-pineno 3.95 m. 1,00 1,00 1,01
canfeno 440 1,14 1,10 1,13
sabineno 454 — —_ e
beta-pineno 510 » 1,36 1,32 1,29
D3-careno 530 - - 1,35
limoneng 6,70 1,84 1,68 1,57
para-cimeno 7.00 * 186 1,75 1,57
beta-felandreno Tas ™ —_ — 1,74
terpinoleno 94p ™ 2,50 2,30 2.00
#terpineol 1680 " 4,50 4,30 3,45
hezano 095 " -_ — =
acetato de etilo 110 — - —
cloroformo 1,20 — — —
benceno 1,30 * = = =
tetracloruro de carbono 1.35 - — =

TABLA N-r o

BRf (en relacidn a alfa-pineno) de los patrones en otras columnas v diferentes
condiciones de trabajo

Columna “R” Carbowax 20 M

lemperatura 1500C 160°C 954C
flujo, ml./m, 26 30 40 26 1]
Compuesto : T ' .

alfa-pineng 1.00 1,00 1,00 1,00 1,00
canfeno 1,14 1,13 1,13 1,13 =

sabineno 1,26 1,26 1,12 1,23 —

beta-pineno 1,29 1,29 1.27 128 1.54
Dd-careno 1,44 - — — —

limoneng 1,66 1,70 1,59 1,58 201
beta felandreno 1,77 — — — 242
ierpinoleno 2,15 2,25 —_ — 2,84
peCimeno 1,77 — 1,72 1,72 —

+terpineol 4,88 — 3,00 - -

geraniol 6,74 =7 5,00 = ==
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TABLA N* 10

Proporcionalidad enfre el drea del pico ¥ la cantidad de alfa-pineno inyectada

diluzion de la solucion 505 40% I05E 20% 10% 5% 1%
eantidad inyectada (1) 1 1 1 1 1 1 1
area (em.=) 7.7 6.4 5.6 4.7 27 1,12 0.3

TABLA N 11

Proporcionalidad entre la respuesta obtenida ¥ la atenuacion aplicada al detector

atenuaciin aplicada 100 200 400 #00 1.600 3.200
firea del pico (em.®) 5,1 24 1.1 L6 0,32 0,16
atenuacion x drea 510 480 440 480 512 512

TABLA N* 12

Rf de los distintos metabolitos del MVA y derivades fosforicos de la adenosina
en los liquidos de desarrollo empleados: Sepin referencias bibliegrifieas (:)
Encontrado por nosotros ()

1 2 3 4 5 G T

MVA () .75 B0—835 T4 it 79 = —_
(.} ST2—80 MH—95 T6—.02 L4—.T2 — 67—.80 —

MVA lactona (:) — — == 15 -_— — =
{.) — —_— — Jd8—85 — e— —

P-MVA (1) J15—.18 S55—.61 19 AT 52 m =
) A2—25 BT—"T5 .25—.d5 A0— 46 — B—33 -
PP-MVA (:) 03 29—.35 09 20, .22 — —
{.) 20—10 A2—50 16—23 31—36 — _08—.16 —

1s0-PP (:) 32 53—.61 — -— ST AT A8
G-FP (:) = — = — — BT Byl
Far-PP (:) — —_— — —_ —_ T4 A7
Dal-FP (:) = — 2= e — A5 =
ATFP (:) —_ AO00—.16 —_ 0 - - _— —
(.) 00—02  00—.12 04—07 35—d40 — 14—I13 —

ADP () - 08—.16 = 37 — — —
{.) 20—25% 13—.19 04—0T7 A1—50 —_ L l—.22 - -

AMP (:) —— 26—.30 — — - —_ —
{.) - 35—39 25—.30 A6—.17 S53—.63 = 22— 72 —
Adenosina () 20—25 66—.T0 S2—60 835—05 — G3—.T0 -
Pi(:) A5 S0—_58 = = i) o =,

PPi (:) = e e L — — 16 — —
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222 —Variaciones de los componentes de las plintulas de P. pinaster durante el
crecimiento

TABLA N»° 1
Peso seco de las plantulas en funcidn de la edad ¥ fotoperiodo—Forma del ani-
lisis: {a) = secando las plantulas a 105°C inmediatamente después de la recolec-
cion; (b) = ecaleulado de los residues de las extracciones: (¢) = secando las
plintulas a 105°C inmediatamente antes de iniciar el andlisis

fotoperiodo edad en dias {a) {h) {c)
0 horas lux ] 62,25 % 76,13 % -
Wi & 3 67,30 71,99 —
e " G 41,69 40,56 ——
el ey o 10 41,96 42 68 —
o = 15 15.00 26,60 -
B 20 11,42 11,81 —
it B £ 25 7,50 13,50 —
14 " , 3 67,90 61,71 63,46
= = i 25,00 38,87 41.48
- -7 10 3420 26,67 2235
£ " b 15 8,30 12,67 1266
ey " 20 15,50 — ==
b T : 25 11 60 12,35 1200
I 2! 35 - 11,42 -—
s = 4] -_ —— 13,27
24 " < 3 62,00 G283 65,56
- 2 [ 51,32 52,22
o o J i = 10 5280 — 20,89
3 - "' 15 12,89 —_ 13.95
= mom 20 9,07 14.34 13,52
= 2 25 10,92 17.54 —

TABLA N~ 2
Variaciones en la fraceidn grasa no volitil ¥ soluble en tolueno—(a) = referido
a 100 pr. de peso fresco: (b)) = referido a peso seco a 105'C: () referido a peso
seco calculado

edad en Fotoperiodao
dias 0 horas luz 14 horas luz 24 horas luz

TENe Ry e (5140 JT ()

R e s A e

0 3132 4714 41,13

3 2859 4249 3072 1846 2718 2901 2629 4213 3825

fi 16,61 2984 3352 1133 4433 2915 2027 3950 3546
10 1420 3550 3491 5,46 1598 20,49 1529 2805 _—
15 4.21 28.06 1582 0,47 5,61 3,67 0,53 3,17 =.
20 0,49 5,08 4,13 —_ —_ _— 0,57 6,39 4,05
% — — == 48 4,15 3,90 0.83 7.62 474

5 - — = 041 . — 355 — —_ —
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TABLA N=& 3
Contenido en clorofila (a+b) de las plintulas de P. pinaster en funcidén de la
edad ¥ fotoperiodo—{(a) mgrs. de clorofila referido a 100 grs. de pliniulas frescas;
(b) idem referido a peso seco obtenido por secado a 105°C: (e) idem referido
a peso seco caleulado

edad en Fotoperiodao
dins 0 horas luz 14 horas luz 24 horas luz
{a) (b ic) {a) {b) (ch {a) {b) {c)
3 20 48 2.0 0.3 0.4 0.3 {151 0.8 0.7
(5] 2,0 4.8 4,0 4.8 183 114 28 5.4 53
10 99 23,7 233 2206 64,0 86,6 28,3 23,54 —
15 17,1 1142 6d4 46,0 553.7 3625 T4.4 577.0 ==
20 283 2498 2415 56,0 3613 — 50,3 885.7T 5002
25 233 3110 172.8 220 4484 471 .4 — —_ -
35 — — — 53,6 — 4698 - - —

TARLA N" 4
Consumo de oxigeno ¥ produccion de didxido de carbono en plintulas de
P. pinaster en funcidn de la edad ¥ fotopericdo—Expresado en micro-
litros/gr. material fresco. Plintulas enteras

edad en Fotoperiodo
dias 0 horas luz 14 horas luz 24 horas luz
X0 XCO: CR X0: XCO: CH XO. XCO. CR

0 1136 1447 1,27 — — — - — =
3 1349 284,7 211 2134 319.0 1,49 1133 1447 14z
6 4661 5702 122 389 2736 070 3908 4629 1.8
10 6032 6705 1,11 330,5 4149 1,18 4508 4212 0,93
15 3623 3832 0,89 3021 3310 109 3722 3443 0.92

20 1932 1619 083 3661 245,49 093 2763 2489 0,80
25 443 4.7 1.23 2406 2508 1.04 — — —

TABLA N=® 5
Aumento { o disminucién) del residuo seco (fraceidn soluble en tolueno, ¥ fraceion
insoluble) en funcidn de la edad de la plantula (P. pinaster) ¥ fotoperiodo.
Exprezado en grs. % de material fresco

edad en Fotoperiodo
dias 0 horas luz 14 horas luz 24 horas luz
sol. insal. sol. insal. sol. inzol,
tolueno tolueno tolueno tolueno  tolueno toluena
3 — 2793 - 1,41 —12 46 —1.56 — 5,03 —
6 —]11.98 — 045 - T.13 —]15,69 — 02 —10,57
10 — 171 — 217 — 3,87 — G303 — 498 — 704
15 —10,69 — 539 — 4899 — 001 —14,75 + 0,55
20 372 —11.09 + 005 — 1.56 4 0.03 —11.67

25 — 0,07 + L,76 — 0,04 + 1.21 4 0,26 + 294
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TABLA N~ &
C{:nmn_idn en esencia tolal, ¥ en sus principales componentes, de plantulas de
P. pinaster. en funcién de la edad ¥ fotoperiodo (en microlitros/100 grs, de

\ PESD SEC0
H_!nden Fotoperiodao
dias _l] horas luz 14 horas luz 24 horas luz

ul_utal __a—pin. b-pin. total a-pin. b-pin. total a-pin. b-pin.
] 1.24 105 0,19 1.24 1.05 0,79 1,24 1.05 0,15
3 1,25 1,15 0,10 3.53 1.00 0,16 0.83 0.76 0.07
[ 1,34 0,06 0,37 200 1.B8 0,12 0,42 0,34 0,08
10 280 1,20 1.51 351 1.51 2,00 2,90 1,32 1.58
15 7.84 2 86 494 6110 2138 3666 91,72 3072 6100
m 36,22 1251 21,22 6585 2206 4148 14697 5217 75.54
5 62,34 2060 3952 25330 9043 141.34
35 31,80 1199 1954
40 38.13 1532 224
50 98,20 3731 5371
50 116,42 47,03 63,56
7 12890 6353 5395
] 230,68 12267 9270

Composicion relativa de los diferentes componentes de la esencia, en plintulas de
P. pinaster ¥ en funcidn de la edad ¥ foloperiodo

i=ponente ¥ edad en dias
juperiodo 0 3 fi § 1] i5 20 2. 35 40 G0 60 70 ]
0 horas luz:
346 920 T20 460 365 351 400
_ = = = = 16 1.0
— —_ = = = 16 12
153 88 280 540 630 586 578
; —_— — —_ = e 0.3 04
rfelandreny — —_ — nees —_ —
14 horas luz:
Fepineno B46 846 940 430 350 335 350 376 402 380 404 4965 532
i — e S e R Tl TR DT R R el =1 AR
= —_— L 0 e R B T 1 B e A e [ S B
153 154 60 590 600 63.0 635 G613 578 548 546 417 402
g —_ = — — 08 0% 10 02 03 06 O04 05 26
felandretty — — — — @ — - — — 03 16 18 27 14
24 horas lu=z:
846 920 810 454 335 355 35.7
—_ —_ e e | S | 1.3
—  — — - — 37 23
153 80 109 545 665 514 5538
. L — = = 50 39
— —_ — — — 1.3 13
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TABLA N* 8

Localizacidn morfoldgica de la esencia en plintulas de P. pinaster

plantulas de 25 dias
(a)

plantas de afo ¥ medio

ib) (c) {d) e}
% del peso total 4320 56,80 51.20 21.68 25,10
microl. /100 _grs. P.5, 7,14 50,84 T70.50 161,63 15214
alfa pineno % 2062 20,58 7233 68,56 448
sabineng — 1.26 1,48 1.54 244
limoneno = - 0,84 a11 205 213
beta-pineno 70,30 T5.60 21.11 34,25 35.90
beta-felandreno —= 1,68 1.53 1,54 0,69

{a) = hoja cotiledonar; (b) = talle hipacotilo; (¢) = hoja; (d) = talle; (e} =raiz

TABLA N" 9

Diferencias cuantitativas ¥ cualitativas enire esencias procedentes de P. pinaster
“buencs productores de micra™ ¥ “normales™ al estado de plantulas

edad = 25-28 dias edad = 60 dias

buenos productores normal buenos productores normal
1 2 3 1 2
Residuo seco % 11,59 13,95 16,22 15,3 1173 13,20 2,46
microl.f100 grs. P.S, 276,75 276.41 276,42 62,2 465,70 43557 11642
alfapinena %% 20,26 19,11 ap 03 310 28 61 28,00 4043
sabineno 141 1.03 1,13 0,7 1.58 1.82 1.59
limoneno 1,23 1.21 1,13 1.0 0,86 0,76 1.60
bela-pineno 75,28 TT.45 T4.67 63.5 66,92 66,61 54.62
beta-felandreno 1.75 1,32 1.79 1.0 1.29 1.14 1.50
TABLA N." 10

Deteccin de diferentes dcidos resinicos en plantulas de P. pinaster en funcifin

de la edad ¥ foioperiodo (por cromatografia en capa fina)

edad en dias

0 horas lux 14 horas luz 24 horas luz
3 6 10 15 20 25 3 6 10 3 & 10 15
isopimaralo Mo W MO MM M MBIl MM
levopimaralo/palustr — — X X KX XX ¥ — ®H X - — ¥ *
sandaracopimarato — — — X XM XM — — — ¥ — A * x
lambercianato —_— — ¥ X * —_ = = — — * x
X - — — — ™ _ = = = — m— — - *
neoabietato o e e e e et e ) e i i 4 T
dehidroabletato — e M B e e ®
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L2.3.—lInfluencins de los macronutricntes sobre el desarrollo de plintulas de
P. Pinaster—Cultivos hidroponices,

TABLA N~ 1

Contenido en clorofila (a+b) de plintulas de P. pinaster cultivadas en diferentes
medios, Coleccidn de las muestras a log 3 ¥ # meses (en mers. /100 grs. de
pezo freseo)

Tratamientos
1 2 3 4 5 & T a 9 10
% peso fresco:
3 meses 1269 1152 919 940 850 785 110,32 842 1066 1108
6 meses 935 1152 387 635 504 1038 1271 1143 1133 1152
T peso seco:
3 meses 8634 T71.2 6382 6281 4157 3977 6757 6144 T427 6327
6 meses 5164 5067 2418 3521 3344 5681 5612 6105 6098 G185

TABLA N@* 2

Producciin de esencia total por pliniulas de P. Pinaster cultivadas en medios hi-
dropénicos.—Expresado en microlitros/100 planiulas

Tr-ataminntus
1 2z i 4 5 & T a H] 10
3 meszes:
Media 35 T 53 G5 a1 70 73 84 89 B
e % 8.6 6,2 3.2 8.0 14,1 7.4 4.5 5.5 1.2 a0
6 meses:
Media 366 471 440 407 434 557 573 468 M7 347
e T 12,7 9.8 5.7 3.0 59 102 5,8 8,6 7L 117
Media T82 (ifird 333 929 1107 1.149 548 812 783 360

e 124 4.6 1,79 3.0 12 20 145 46 3.0 6.1
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TABLA N-° 3

Composicion relativa de los componentes de la esencia de plantulas de P, pinaster
cultivadas en medios hidropdnicos.—Coleccidn de muestras a los 2.6 ¥ 9 meses

Tratamisntos.
1 2 3 4 5 (] 7 ] 9 A1)
beta-pineno:
3 meses, Media 268 236 201 158 327 247 243 248 241 2318
= % 3.3 8.0 0.6 69 T.1 159 8.9 44 6.6 129

6 meses, Media 148 186 225 195 184 254 152 182 178 181
6 meses, Media (48 186 225 105 184 254 152 1827 1748 181

e % 153 133 115 142 145 235 11.2 145 3.5 255
9 meses, Media 292 216 215 306 158 215 181 232 199 247
e % 133 158 8.7 108 183 81 172 165 T 6.4
Zabineno:
3 meses, Media 1.6 20 1.4 15 1.6 23 23 1.6 1.8 1.2
e, % 250 5,0 57 116 69 191 174 375 122 325
G meses, Media 2.4 1.9 2.5 20 2.5 23 10 09 1.3 1.1
e 16,2 B4 4.4 80 168 69 440 488 223 a9
9 meses, Media 3.2 3.0 2.6 25 1.5 26 3.6 24 3.1 2.3
e 168 113 4.4 1,6 452 139 3.8 37 100 52
limoneno :
3 meses, Media 2.0 1.9 1.5 1.8 2.1 1.6 1.7 1.6 1,3 09
e % 05 235 143 234 28,2 100 130 152 154 7.9
9 mezes, Media 2.3 1.1 1.7 15 1.3 1.5 1.4 18 1.6 1.5
e % 241 137 125 112 46 243 233 264 134 9.7
9 meses, Media 1.5 09 1.8 1.7 1.1 1,7 1.3 1.6 1.0 1.3
e S 8.7 347 48 146 T8 233 123 7.8 151 175
alfa-pineno:
3 meses, Media 608 632 644 666 66,1 666 679 694 627 697
e % 43 2.4 3.6 2.7 5.9 28 3.3 2.2 54 0.2
6 meses, Media 739 741 675 TO7 742 671 790 TO06 T19 T3
e % 2,2 25 22 4.8 448 10,0 4,1 4.1 3.4 56
9 meses, Meida 638 671 726 633 T02 657 737 697 714 709
a. % 5,2 6.6 2,2 5,6 a1 52 5,3 5,0 3.7 32
{erpinoleno @
3 meses, Media 1.2 1.5 1.4 03 LR 0.7 0.5 0,6 1.2 0.7
e % 433 362 428 304 305 101 216 326 498 238
6 meses, Media 0.5 0,6 0.4 0.8 0,5 08 — 0.5 0.6 0.8
e % 105 64 28.7 T2 314 440 — 20,7 237 567

9 meses, Media 0.4 09 0,3 0,5 1,3 1,2 049 0.5 0.6 0.9



F-CATENO :

3 meses, Media

c. %

6 meses, Media

e %

9 meses, Media

e %

beta-felandreno :

3 meses, Media

e %

6 meses, Media

e %

O meses, Media

e T

Media general de la tabla anterior.

beta-pineno
zabineno
limoneno
alfa-pineno
D3-careno
lerpinoleno
ferpinoleno

beta-pineno
sabinenao
limoneno
alfa-pineno
D3—careno
terpinolena

beta-felandreno

beta-felandreno

2316
24
a0

67.8
5.0
0.8
1.0
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4,1 7.5 7.1 3.3 6.7 33 3.0 20 7.8 6.2
134 681 475 353 359 442 39,0 — 576 —
.4 3.7 4.7 58 26 5.0 27 112 4,1 1,1
30,7 332 B00 487 T14 — 470 128 537 —
4.7 36 — — 68 11.8 59 1.8 B 2.1
— 503 — — 509 278 — 266 38T 423
1.2 1.5 0.9 1.2 1.0 1.3 1.1 1.0 1.2 0.7
05 213 40 179 238 1.6 1.2 82 90 280
1.2 0.8 1.5 1.0 1.1 1.2 1.0 1.0 1.2 1.0
N6 101 66 119 45 144 281 Tod 218 143
0.8 8 1.1 1.0 19 0.8 1.3 1.0 1,2 145
11.1 3.0 79 124 1.6 153 479 210 177 1.8
TABLA N-° 4
Segun la edad Ee la muestra: =
34 mezes 6 meses b meses
234 a8 22.4
1.8 23 26
1.6 1.6 1.4
65.7 72.2 69.3
52 4.7 5.0
0ng 0.7 0.8
0.9 0.7 0.8
1.1 1.1 1.1
Segin el tratamiento:
2 3 4 35 G T 8 a 10
212 213 233 188 238 192 220 194 =221
23 a1 21 20 2.3 g 1.6 2.0
1.3 1.6 1.7 1.5 1.6 1.4 1.7 1.3 1.2
68,1 68.1 T0.1 664 T35 699 686 GEH 712
49 39 3q 5.3 6.7 35 5.0 6.6 =0 |
1.0 0.8 0.7 k1] 0.5 0.5 0 0.8 03
1.0 1;2 1.0 1.3 1,2 05 1.1 1.1 10
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TABLA N~ §

Proporcion dptima enire nutrientes en la solucion hidropinica. Expresado en por-
centajes de ln dosis total, NO3—; S04 /2 : K : Caj2 : Mg/2 : PO4/3)

Tratamientos

aniones cationes an.fcat.
% T P K On Mg
esencia total:
3 meses 13 19 16 15 149 18 092
L ¥ 14 19 16 15 17 19 0.96
9 n e 15 11 10 23 21 0,85
para alfa-pineno:
3 meses 12 25 17 18 1% 20 09z
i i 15 18 15 14 18 20 0492
9 2 25 15 11 10 3 21 0,85
para bela-pineno:
3 meses 14 15 13 13 19 21 0,89
fi i 12 20 19 14 16 19 1,04
9 & 23 13 12 15 17 20 .92

2.2.4,—Andlisis de los componentes terpénicos en ejemplares adulfos de varias es-
pecies del género pinus.

TABLA N2 1

Aplicacion de la cromatografia en capa fina a la fraccion volatil de plintulas ¥

hojas ¥ ramas de P. pinaster—Adsorbente = Silicagel G; Fase movil = ben-
cenofetanol,

Fatrones ¥ muesiras Rf. de las manchas

alfa-pineno 041 0,50 058 0.78 0,89

beta-pineno 0,58 0,78 0,59

limoneno 087

terpinolenn 0,16 041 050 058 067

plantul= 19 dias 008 032 050 0,58 065 0,79 (b

pino adulto 004 041 0,54 065 079 089 098

irementina 0,54 0.64 079 089
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TABLA N~ 2

Anilisis de la fraccion wolatil de ramas ¥ hojas de P. pinaster adulte por

cromatografia gaseosa

Rf con respecto al alfa-pineno

pico componente

nimero identificado oo gonmng caumng
DC-550 “R* Carbowax 20 M
2 alfa-pineno 1,00 1,040 1,00
2 sabinenno 1,16 1.26 -
3 beta-pineno 1,28 1.29 1.54
k D3-careno 1,36 1,44 =
5 limonena 148 1.66 240
& beta-felandreno 1,74 1,77 242
7 terpinolenn 1.92 2,10 2 84
a8 no identificado a0 270 4.73
1] + #,30 4.88 T.05
10 o i .80 09,81 11,15
11 I o 11,20 — 13,15
12 e 13,10 e 16,00
13 ‘ — - 13.900
TABLA N. 3

Analisis por cromatografia en capa fina de los dcidos resinicos de hojas ¥ ramas
de P. pinaster adulto ¥ purificados por varios métodes: (1) por precipitacién con
ciclohexilamina: (2) tratade con alcohol ¥ carbin active; (3) tratado con déter
¥ carbin activo; (4) extraida directamente con acetona ¥ tratada con carbén
activo; (A) RI sepiin AXDERSON v cols.: (B) Rf oblenidos por nosotros

B

A 1 2 3 4 componente identificado
0,25 0,27 027 — —_ sandaracopimaralo
0,36 0,34 0,34 0.34 - isopimarato
0.23 0,41 041 0.41 41 levopimarato/palusirato
0,48 0,49 0,449 1,49 49 lambercianato
0,52 — = — — pimarato
0156 - - — .- abietato
0.61 .62 0,62 0,62 0,62 dehidroabietato

0,65 1,68 0,68 — = neobietate
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TABLA

Mo 4

cromatografia gaseosa de la fraceion soluble en tolueno de haojas ¥
pinaster adulto: (A) tiempos de retencién relativos segiin ANDERsOX

¥ cols.: (B) idem obtenidos por nosotros

A

~ 0.43

L.on
.13
133
1.45
2,06
2.15
2,29
232

B

0,43
0,86
0.98
i.11
1.26
1.43

TABLA N° 5

componente identificado
araquidato (patron)

X
pimarato
sandaracopimarato
levopimarato/palustrato
isopimarato
abietato
dehidroabietato
neaabietato
lambercianato
¥

Composiciin de la miera recogida de incisiones hechas a diferentes alturas en
irboles de P. pinaster (Pinar da “La Poeza™)

compaonen tes
ping  altura fecha b-felan-
a-pineno sabineno b-pineno  limoneno dreno
3 1.5 m. reciente 98,60 .80 0,60 — =
1.5 20 dia 497,80 .50 1,20 = =
20 reciente 98,40 (1,80 080 — —
e 20 dia 98 50 11,80 0.70 — =
(i 15505 reciente 75,10 [0 20,90 1,65 1.23
| HL 2. dia T6.14 0.75 21,20 1.13 0.70
20 " reciente 78,90 (.80 18,06 0 80 0.53
A 2= dig 817 .65 19,50 1.00 0.62
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TABLA N-° &

Composicidn de la micra recogida en diferentes tiempos después de la incision.
P. pinaster de & afios de edad (Pinar de “La Peza™)

pino componentes

nimero dias alfa-pineno zabineno beta-pineno limoneno

b i} 9769 0,46 1,40 0,46
15 96,40 0,60 1,97 0,72

30 96,25 0,65 2.70 0.25

3 o 90,60 i, 60 3.00 —
15 92,50 4,409 3.00 —

30 92,50 3.80 3.45 0,50

4 1] 97.54 0,710 1.05 0,70
15 98,20 0,38 1.32 —

a0 06,20 0495 2,10 0,63

& I} 80,80 0,30 17,56 0,80

15 20.87 0,31 18.50 0,12

30 82,70 0,50 16,50 0,40

10 0 78,70 048 19,10 0,71
15 82,50 0,15 19.50 0,15

30 21,80 0,0 19,05 0,55

12 0 74,69 248 2322 0,61
15 78.59 0,30 21,01 0,10

40 T4.83 .57 24,01 0.5
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TABLA N~

1

Composicién relativa a la esencia de hojas, ramas ¥ miera de P. pinaster
{(Pinar de “La Peza™)

pino componentes
nimero  parfe  b-pineno  sobineno felondre limoneno a-pinena  D-toremo  terpino

1 hoja 755 523 209 1,96 T6.23 6,19 070
rama 3,28 1,15 1,05 1,13 68,16 2335 1.20

miera 327 027 — 0,27 96,14 — —.
2 hoja 2,32 T7.54 == 3.86 T4.27 11.60 0.29
i 2,73 8,71 — 3,75 71,81 12,63 0,37

Tama 3,46 13,50 094 63 3,40 395 210
. 493 1332 1,50 075 5451 2362 1,26

3 hoja 4,63 16.93 341 3.64 6680 1.13 3.41
i 328 16.60 216 5,25 67,16 060 3.06
rama 4,66 19.03 1,12 1.00 7407 D.60 0.20
i 5.25 21,28 0,78 1.05 T6.08 0.26 0.20
4 hoja 1,50 12,24 0,20 330 6341 18,90 043
3 3.93 9.69 0.58 2,74 G1.35 20,11 1.56
rama 4,48 20,00 0,74 074 53.11 18,60 1,33
b (.86 20,12 0.79 0,99 51.68 18.12 1.22
5 hoja 10.73 7,15 458 894 6599 — 2.53
ramsa 483 16,60 3.1 18,25 66,75 —_— 0,23

miera 20,95 285 — 1.08 75.10 —_— —
6 hoja 19,74 4,26 + 3,12 63,38 il 3.85
3 24,10 4387 + B3 610,26 + 1,85

rama 26,32 11,24 == 1237 4950 == =
i 2340 14,41 < 14,64 47,03 1.00 D22
T hoja an73 T4 0.68 11,73 48.16 = 0.28
rama 23,12 18.37 0.50 18,00 40,50 — 0.20

miera 15,00 4,17 — 4.96 T6.12 — ~

8 hoja 380 15.56 219 312 7433 0.78 —
rama 435 9558 0,53 206 8827 0,29 —

miera 324 2,74 0,75 0,72 9274 — -—

9 hoja 19,18 1,23 0,99 1,85 76,73 —_ —_
rama 21,67 307 1.15 2,11 60.82 —_ o

miera 19,55 0,91 — 1,21 78,32 - -
10 hoja 35,81 7.76 1,72 4.31 48,66 0.21 1.29
3, 3181 9,26 214 3.22 21,14 1.07 1.07

rama 25,60 20,94 1,29 1,72 50,43 0,10 —

- 2513 18.35 1.10 1.10 5401 .30 —_

11 haojz 5,07 5,07 317 8,15 77.58 — —
ramas 8.20 364 .86 2.89 82.30 — -

miera 2.88 1.58 —= 0,70 04,80 - —

12 hoja 18,42 20,26 1,10 3.22 54,05 — 2.9%
= 2294 17.20 1,43 478 50,76 — 286
rama 21,717 16.70 0,80 3.18 56,92 = 0.62
i 2331 16,55 045 0,79 38,45 -_— 0.22
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TABLA N~ 8

Composicidn relativa de la esencia de hojas ¥ ramas de dilerentes especies del

ginero Pinuz, (H = hojas; B = ramas)

b-pine  sobine cenfeno limone o-pine  terpin  D-core  b-falan  p-time

A)
B)
C)

D}

A)

B}

A)

B

A)

A

B}

(8]

A)

Bl

- LB

W oo

A m

P. pinaster:

19.01 7.72 1,54 6.59 2435 298 11,12 -_— 8,45
264 1474 1,092 8.20 4282 358 20,00 - 3.07
440 15,00 1,25 943 56,60 =+ 13,20 .- +
840 1742 546 T8 4400 & 15,50 — E

21.79 B85 L.69 508 5907 + .72 — = 66

1200 1845 268 3,76 60,21 + 2,50 —_— 0,71

2407 1547 1.47 491 5401 - + — +

17,93 2523 2.29 218 5234 + + -_— +

2001 1398 + + 44,04 210 T.25 — 2,93

1924 .69 + 4 6276 + 11,29 - +

P. contorfa:

22 87 T84 —_— 268 04 8.85 — 50,18 —

1908 11487 — 237 683 11.11 — 48,71 —_
2,30 5,00 —_— 4 4,61 4 61 8,15 97,30 =
2,89 724 = 4.04 4,62 9,24 606 6589 —

P. laricio:

26.13 1,89 227 454 5814 — 303 397 —

1010 202 3.03 6,06 7578 — — o -

2482 5,20 425 2,12 61,06 — -—= 212 -

16,87 220 4.15 488 7188 - = + -

P. congriensis:

30,82 — — 2910 28,60 — 1144 — —_
55,23 1,93 + 18,89 14,72 — 8,68 — o
P. halepensis:
_ 34 40 = 440  33.60 19.40 6.20 o 2,80
_— 61,30 - 210 2750 1.80 6,80 —_— +
— 25,92 — 690 3013 2377 11,11 — 2,14
—_— 47,99 e 1,39 30,19 2 18,14 — +
— 42,35 = 430 2670 2250 3,50 — 0,846
— 4249 — 570 3003 1431 256 — 480
P. pinea
129 4,32 — BY.66 6.70 —_ — - —
1,29 5,16 = 8087 1266 = = ==
1,46 4.93 - 871,76 3,85 —_ — —=

1.31 6,10 —  T8I7T 1382 -— - —
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P. jeffreyi:
A) H 14.40 — 5.00 B30 6640 — 2,80 = 4,40
R 18,70 — 5.00 7.30 63.60 —_ + = 520
B) H 15.20 = 540 13,16 5597 0.06 4.38 — 520
R 23.30 — 340 926 3696 L.09 10,08 S BT
C) H 18,10 — 805 1293 51,92 - - — B8
R 1838 448 6.72 7.30 4097 — 4,26 — B.96
Dy H 38,99 4,11 1.30 1680 2719 0,80 — — 10,50
R 24,13 4.36 1.31 2528 13.13 0.70 + — 2607
P. ponderosa:
A) H 31,31 3,84 — 7.32 824 1428 3298 — —
R 33,15 4.33 = 2 1080 192 2487 = =
BY H 3714 6.78 — 964 2017 392 1660 = —
R 69.66 3.57 -— 280 T.86 280 1248 - -
O H 12,10 6.31 — 1105 22,63 234 4578 — -
R 24.88 3.55 _— 933 3200 1.33 2888 — -_
P. sylvestris:
A) H 15,70 == 8.0 1,70 5430 1.30 1620 — 4,70
R 39,30 — 010 10080 2350 220 2300 — —
B) H 2,55 255 340 1.70 BT.21 - - - - 255
R 290 1,46 + 1025 B6.00 = — = —
C). H 324 231 231 6,94 85,18 — - -- —
H 701 4,38 350 1432 7076 — — = -
Dy H 11.20 7.04 1718 640 5816 — — —- —
R .37 2,55 241 368 B398 - — -
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TABLA N- g
Variaciones estacionales de los componentes de 1a fraccion volitil de hojas ¥
ramas de diferentes especies del género Pinus (¥ un Cedrus)

oclw.  mowi.  did.  enero  febr, marzo obril  mayo fui‘w julie  agos. !Ip].-
ALFA —_PINENO :

mrea:
RE: A —= 9,40 9.14 6,18 a.01 707 6,70 — 11.06
B 544 7.26 697 847 11.21 10.00 802 1511
: A T.62 8,89 495 540 T30 842 1847 14,14 686 962 87
B 1341 4103 1025 909 8,64 1092 837 T.42 9.20 686 935 1613
FiCE
A TT47 7952 8320 7691 THOS TE38 T258 6625 6120 2145 8024 6593
E 8619 9147 86,65 8557 85,38 8596 87.02 87,590 84,52 81,13 B3 BT
: A BLI0 8814 281,18 8449 84,63 8605 88,01 7247 2097 64,50 8652 T651
B 8522 90,49 89,19 8390 9058 8608 8741 9054 80,37 80,50 2474

A 26,74 2222 21,12 2433 2T3R 2470 2547 24,51 2549 2575 47,13 2763
B 32680 3283 27,16 26,17 3157 31.88 137.36 30,03 2067 2374 3071 3782
st A 1942 2895 28325 33,59 2724 2267 3205 3260 21,30 2880 29,14
B 3000 2805 3791 3391 23302 3287 3643 3408 3403 3342 4200 3179

A 41,36 5224 6063 4796 5288 57,86 5046 4414 51.05 51,29 46,71 5143
B 4092 6995 6051 5459 58,10 5565 5101 4900 5109 5837 5069 4867
:A 3517 2768 30,59 37,58 2844 40,04 32,00 3392 3297 31,34 2843
B 2504 8982 2318 3346 3055 2745 32652 2848 £1,70 3266 2933 2058

master:
: A 4365 T461 G374+ 6127 6278 5698 7593 5590 6250 GLOO 61,38
B 6950 7137 T0.97 6682 6912 8461 T342 76,53 TBT5 69,72 7684 76,27
A 6856 6564 5645 6135 68,59 6798 GRS 3524 6291 57.92 8070
B 63,00 66,10 6535 7527 5866 6758 6BY96 5081 66,32 T248
us Atldntica
A 031 3606 2572 3636 3164 4570 4330 1358 33.33
B 30,95 3094 2056 3000 3755 3218 3092 30,55 36.92
A 3684 3876 4495 4341 44,11 5280 48713 44,55 41,81
B 3341 5308 4677 41,09 4523 47.60 36,13 61.16 4361

C A NFENO

A 172 029 02 088 100 092 076 178 + + + 1,73
B 202 02 o070 07z 113 111 103 1,47 117 + +

A 182 042 1,65 147 100 144 149 397 146 160 269 282
B 141 108 09 232 176 184 261 305 1,06 + 211
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P._ sylpestris:

Hojas: A 1270
B 1351

Ramas: A 070
B 018

P.pinaster:

Hojas: A —
B 200

Ramas: A 1,77
e

Cedrus atlintica:
Hojas: A

B
Ramas; A

B

P. pinea:
Hojas: A
B
Ramas: A 248
B 243

P. laricio:

Hojas: A 1547
B 2,69

Hamas: A 4,51
B 157

P, halepensis:
Hojas: A —
B 1,70
Ramas: A
B —

P. sylvestris:

Hojas: A 30,45
B 2682

Ramas: A 50,73
B 48,14

P. pinaster:

Hojas: & 16,71
B 10,63

Ramas: A 22,77
B 1241

12,97
16,28
0,24
2,48

0,36
1.36

277

14,38
2,50
3,35
1,46

3,51
441

1,61

23,25
3.34
53,67
322

18,70
5,43
27,64

11,94
12,96

0.12

1.90
3.03

1,34
295

15,20
3.87
444
2,42

4,12
4,58

383

19.58
2200

62.56

5,20
29,03
10,32

M, MONTEOLIVA ¥ COLAFORATORES

16,40
1241
0.89
0,39

0.39
047
1L.67
207

2,63
0,30
0,16
0.37

BETA—FPINENO

0,74
257

15,82
6,30
487
218

1.41
2.92

26,40
2845
54,87
49.48

2470
5,52
28,59
7,39

12,46
12.62
0.95

1.10
1,69

0,28
1.76
0,18
0,22

1,70
1.71
0,79
2.41

15,38
6,07
4.79
1.76

26,06
25,15
49,30
33.28

28,68
3.22
26,97
654

13.70
12,09
035

ada
T

1,72
6,44

771
4,32
1.21
2,95

17,28
349
3,98
1,84

4,83
4,33
3.93
286

21,31
2722
38,065
52,06

24,05

6,07
27,15
10,28

11,03
13,93
0,45
0.17

0,11

1.94
261

...
Iu.g
-]

3,71
29
1.74
2,01

20,43
448
3,55

297

4,01
417

28,68
26.58
48,91
47.21

28,26
6.81
26.27
T44

13,45
13,08
0,50

0,52

4]

e
2
& &n

1.1
1.25

5,66
4.62
2.55
2.47

24,15
3,16
T.02
1,25

6,61
5,32
202
1,87

29,00
e
50,94

4,26

21,27
4,18
30,66
6,10

141
25.03
011
4,13

1.10
347

4.38
488
3,13
3,11

28.68
4.80
6,58
0.30

3.96
444
200
225

3342

8.93
37,18
49.58

32,00
5.25
33,76
9,78

13,58
10,81
0,23

4,27
3,21
1,79
1,88

13,49

12,41

423
3,48
1.99
1,46

25,19
25,94
06,46
51.24

25,60
.63

15,57
18.48

0,68

731
046
1.81

15,44
2.86
3.70

17.28

305
5,28
1.80
0.74

24.22
32,64
53,73
52.26

.18
9.3
35,78
9.18

14
]

e R S e S

L3
T pra—

[ — ]

Lo i}
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Cedrus atlintica:
Hojas: A 1794 1558 1403 8B2 841

B 605 1579 2022 2515 19,78
Ramasz: A 1720 1100 1721 T.14 3559
B 525 204 2202 2200 1578

BETA—FELANDRENOQO
P, halepensis:

Hojas: A 1.96 1.26 148 3.52 1,75 1,61 1.81 1,57
B 171 692 288 185 138 108 28 170
Hamaz: A — - e e e K 0.45
B 163 —— — — — £ — =
AR E N O
P. halepensis:

Ramas: A 186 365 330 317 244 195 281 203
E 384 471 458 400 408 292 474 340
Ramas: A — 0.96 = — 030 143 0,74

B 683 558 671 945 695 620 642 561

Cedrus atldntica:

Hojas: A 011 — == == =
B 0,24 — —_ — =
Hamas: A 0,16 - == — —
B 0.21 == — = —

TERPINOLENO

P. halepensis:

Hojas: A 1524 1682 1980 1851 1981 2266 1975 21,65
B 1983 14,72 19.86 2400 2096 2126 — 0,12

Cedrus atlantica:

Hﬂjﬂi.’ A 1.91 e - - 1.57
B 1.45 — + — 0,71

Ramasz: A o —_— — — 1,72
B 1,91 —_— — - 1,57

SABINENO

P, pinea:

Hojas: A 2474 250 428 247 275
B 345 314 629 1.69

Hamas: A 294 431 T2B 318 330 308 442

B 608 1080 305 429 344 347 341 346

10,61

21,70
8,25

18.52

221
1.69

237
457
0.80
542

20,73
20,93

1,38
4,88
710
228

30
17,31
10,93
25,14

212
1,82

3.38
5,87
0,79
742

21,73
23.86

1.62
4,00
382
2,74

319

17.32
38,43
18,30
21.57

| + 4 |
L

105
5.38
1,63
3,70

.29
320
389

545
2426
2,60
17,16

230
4,67

273

271
5,09
1.68
7.06

18,06
3,54

)

4,00
2,90
.51
2.30
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P, laricio:
Hojas: A 1,72
B 168
Ramas: A (.98
B 110
2, halepengis;
Hojas: A 5251
B 30,64
tamaz: A BO58
B 60,52
? sylvestris:
Tojas: A 488
B 276
lamas: A —
B 476
* pinaster:
Tojaz: A 2786
E 567
tamas: A 4,07
B 724
“edrus atldntica:
Tojas: A
B
tamas: A
B
}, pineas
Tojas: A
B
lamas: A B6,80
B T804
> laricio:
{ojas: A 3,61
B 740
tamas: A 11,70
B 10,67
* halepensis:
fojas: A 1,57
BE 068
tamas: A —

B —

1.18
075
0.89
1.09

51,47
3534
70,07
64,83

1.74
5,04
1,59
446

9,78
0,79

4133

4.15
3,50
T.15
385

1.40
0,85

1,06
1,76
1,48
9,74

47,52
3708

51,78

1.86
0,98

1,81

10,61
1.61
&8.90

85,44
83,62

0,83
7,04
7,22
6,70

2,64
a.73
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191 1,00
206 227
103 090
232 171
4761 47,34
38,67 41.37
71,74 6641
56,53 60,00
468 339
3,06 1,96
— 0,53
154 081
978 1235
050 073
1247 7,75
16,74 16,01
1888 4,50
23,06 22,38
2597 1748
LIMO
86,32
89,39
93,48 90,71
84,03 84,50
441 3,56
533 5,01
212 8,78
866 4.70
141 1,39
1,46 0,63

1,70 2,15
1,89 283
0.90 1,12
1.18 1.96
42 64 4495
3741 48,56
67.51 7589
5897 57,14
1,52 2,88
141 203
0,74 0,52
1.49 2,06
253 2.23
6.07 8.21
i+ 0,40
13,89 1241
1030 13,82
975 524
20,95 2272
2087 2314
NENO
T8.85 87,63
8722 8452
BB.10 86,74
8262 8620
3.70 4086
e 472
T.60 5,80
9,05 5.23
1,60 1,20
1,08 2729

2,14
1.32
1,95
1.12

42,58
3769
6424
58,42

4.20
1.71

1.94

G.14
0,70
9,68

15,48
7.01
28,20

18.06

86,56
84,83
T4.71
86,63

5,80
T.04
14,77
4.03

0,75
1,70
0.20

1,63
2,66
1,70
0,26

44 91
28.10
64,50
58,28

5,92
a.598
.46
7,98

227
7,50
050
14,27

G.60

4,59
14,74
19.78

45.90
7900
Th.53
8351

2,60
6,83
526
748

1.58
1,56

41.70
35,01
75,89
57,69

1,90
1,08

2.00

2,50
935

10,33

1.36
18,08
13.97

88,39
82,76
8741
88,50

3,37

20,73

1,08
1,48

4,62
1.31

232

30,91
34,97
67.57
51,30

6,23

1.57
289

1.95
.14
121
12,24

11.88

17,93
14.35

79,02
86,75
84,77

3,44
4,14
255
25

0.3
43,05
6922

5300

6.43
5,84

287

350

9,66

861

1720
1028 3
26,04
2016

8855
80,00
87,89
78,34

)

5.64
11,48
.62

155
1,64




silrestris:

jis: A 293
B 691

mas: A 1338
B 2235

Enasler:

fas: A 3.T1
B 12929

mas: A 1,56
B 13,38

ims aflantica:
fas -

Maz -

o = =

8,91
481
16,78

8,69
2.27

547
3.53

885
1.31
11,53

4.53
0,22
13.61
16,65

8.56
1718
4,68
12040

23,80
39,22
2895
45,06
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5,19
4.15
12,55
16,08

9,22
13,38
2,88
872

37,35
27.07
31.37
30,94

5.10
3.62
12,00
18,41

10,63
323
3,18

11,08

30,70
23.24
36,10
27,54

594
542
09,73
L8593

12,40
11,53
2,14
093

3344
27,04
3376
24,85

8,58
5,12
14.85
2185

5,45
500
8,97
1,96

10,00
1.05
1.66

1594

24,71
25,50
31,36
20,50

8,01
378
10,04
15,75

10,00

3741
25.18
27.67
30,05

5,62
i 4
13,43
15,88

9,32
87
I 52
12,24

26,73

32,17
24,48

448
1,84
16,66
16,09
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TARIA M=* 10
Media anual de los componentes de la fraccion volatil de hojas * ramas de
diferentes especies del génera Pinus (v un Cedrus)

pinea laricio halepensis -_;;;Jw:stris pinaslér C. ailin
M 23 M 25 M 2s M 2g M 23 M

ALFA-PINENQ:

Ay H 0,06 TR0 7501 199% 2687 1332 5066 1072 61827 1740 3288 |
R o212 T80 8121 14,14 2763 932 3355 1418 63,10 1030 439

Bl H 9.06 6.06 8681 584 31,29 1252 5462 1240 7347 1000 3317
R 1268 1856 8172 3840 3393 726 3814 4500 6606 11,32 4758 1

BETA-PINENO:

A) H 391 284 1324 3.02 3.36 396 2598 8,12 2474 9.06 11.34 1
i 4 1.48 200 5,46 502 200 250 5337 646 2874 1786 11.03

B) H 378 3V6 422 290 374 310 2415 17,70 €15 332 201 17
R 281 2.14 3.28 9,48 1.25 268 4377 3820 842 470 18865 11

LIMONENO:

Ay H BG,04 6,76 3,73 438 1.34 1,22 52,88 3.08 7.24 T4 3040
R 8578 1154 098 444 0.02 — &9 .28 2.8 2,40 3423 1

B) H 8334 7776 601 218 154 166 392 382 857 1044 2338 M
R 80,17 2524 6,36 580 —_— — 1468 13956 1184 4.04 2827

SABINENO:

A) H 519 1492 201 2010 4476 11,14 3,80 3,68 414 15080 1315
R 4.20 3.10 1.24 138 7033 1048 0.51 1.20 0.95 226 2156

B) H 3.70 278 206 132 3733 18864 290 5.08 8432 4,32 G684 11
R 4,11 4 66 1.42 1,46 5734 7.62 2 64 434 10,74 522 1929

CANFENO:

A) H — - 0.77 1.3¢ — — 1246 7.60 0,05 e 0.56
R — - 1,81 186 = - 0,47 0,72 1.76 1,18 003

B H — — 084 120 —_ — 1470 768 023 108 07
R —_— - 1,61 182 —_ 0.72 2.54 260 3.74 0,06

FELANDRENO:

A) H —_ == — — 1.80 1.62 — — — — =
R - — - - {04 — —— - _— - =

B H - - — — 254 334 — — — —
R — - — = 0,36 — — — — —_— -~

DI-CARENG !

Ay H —_ — —- = 273 1.20 — — - - 0,01
R — - — == 0,77 1.32 = = e - 002

B) H — — — — 439 160 — — -_ — 00
R — — - — 661 224 - — — — 002

TERPINOLENO :

A) H — — —_— — 18920 4,84 — —_ = — 0.38
R _— s — s T i o —_— ~adn — L - —

B) H — — - — 1827 1708 — — — — 0N
R — - - - - — - — — 038
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TABLA N.° 11

323

Media anual por especies (considerando homogéneas las muestras procedentes
de hojas ¥ ramas ¥ los dos drboles de cada especie)

pinea laricio halepensis s¥lvesiris pinaster C. atifintica
M 25 M s M 25 M 25 M 25 M 2z
ALFA—PINENODO
948 1234 BI106 2342 30,01 826 4447 2812 6828 1520 3952 1754
BETA—PINENO
2487 386 798 1430 267 376 3649 3246 1696 2344 1551 1502
SABINENO
428 T.56 1.68 182 5206 2794 .50 442 601 11,20 1521 1438
LIMONENO
8354 1645 6,53 T.22 0,72 1976 727 1200 47.66 952 2919 15%
CANFENDO
— = 127 1,78 = = T.23 14.62 1.10 284 D34 124
BETA-—-FELANDRENO
— — — —- 121 914 — — — — — -
DEI—CARENO
—- - - —- — 3,68 4.58 — — —_ —_— 0,02 0,39
TERPINOLENO
—_ - - — 936 2080 = — — — .36 1.38

TABLA N~ 12

Significacidn de las diferencias entre las medias de distintas especies (valor de P)

- larici halep. sylve. pinos.  cedrus
ALFA-PINENO: pinca 0,001 0,001 0n.02 0,001
laricio 0,001 0,05 0,30 0.01
halepensis 0,30 0,001 0,30
sylvesiris 0,10 0.02
pinasler 0,02
BETA-PINENO: pinen 040 0,90 0,05 0,20 0,10
laricio 040 0,10 0,50 0,40
halepensis 0,05 0,20 1,05
stilvesiris 0,30 0,20
pinaster = .90
SABINENO: pinea 0,40 0,001 0,70 0,70 0,20
laricio 0,001 0,70 0,410 0.05
halepensis 0,001 LK1} 0,05
sylvestris 0.50 0,05
pinasier 0.30
LIMONENO: pinea 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001
laricio 010 0,70 0.20 0.01
halepensis 0,10 0,10 0,001
sylvestris 0.80 0,001
pinaster .o
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2 —Erperiencin: con homogenados
TABLA N-= 1
Efectos de algunes activadores de grupos —SH sobre la incorporacion de MVA

por plintulas de P, pinaster.—Actividad en e.p.m. de los derivados del MVA-2-1C
Condicignes de medida: Col. = 12: CL. = 10; Esc. = 500: Vel. = 30

liguidos de desarrollo cromatogrifico

P-MVA PP-MVA Izo-PP
1 2 3 4 6 1 3 G 2 3 7

Blanco 380 150 140 T 70 — 150 a0 110 250 280
SH 10— M 350 200 125 a0 75 - 150 65 1] 150 240
10—2 M 14mm 10mm I60 125 150 A5 400 150 200 300 15mm

st. 10—3 M 280 170 125 65 60 — 110 63 100 150 220
& 10—2 M 13mm A0 325 230 250 50 340 110 280 260 fmm
Tl 10—3 I 240 125 140 5 85 a0 150 G0 T4 200 200
n 10—2 M 180 125 an 120 120 i 1) — i} 100 140
A\DH 10— M 170 75 80 125 120 — 100 — 70 170 100
10—2 M 140 150 a0 1010 85 — 100 - 70 75 a0

ADPH 10—2 M 175 120 120 125 125 45 100 —_ 75 125 73
10— M 200 120 120 75 a0 + 120 — 100 125 160

TABLA N= 2

Efecto de algunos inhibidores de grupos —SH sobre la incorporacion del MVA
por plantulas de P. pinaster. Actividad en c.p.m, de los derivados del MVA-2-UC
Condiciones de medida: Col. = 12; Ct. = 10; Esc. = 500: Vel. = 30

liquidos de desarrollo

P-MVA PP-MVA Iso-PP Dal-
2 & fi 1 2 [ [

blanco a0 B0 90 180 60 i) 125 b
T 1.66 % 10— 0 B0 50 125 _— 0 130
cetamida 16—3 M 50 — — 125 — 50 -
10— M 40 — — 50 - 40 -

10—* M+GI-SH 1,66 10—3 M 190 an 95 225 Gn 85 100 I
10— M+ " - 50 —_— —_ 100 1] 50 55
LB, 10—5 M 5 an 65 140 &M 50 —
10— M — = — = ol - -
105 M<+GI-SH 1.66 x 10— M 200 an 1E0 300 a0 125 180
10— M+ 2 —_— - — — —_ - ——
aleimida 105 M 120 an 100 180 60 T0 150
10—3 M —_ — - _— — - —

105 M+GI-SH 1,66 x10—3 M 180 1o 110k 250 ] a0 70 1

10— M+ * 2 80 — — 175 45 Gl o0 1
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TABLA N-° 3%

Efecto de la concentracidn de iodoacetamida sobre la incorporacion del MVA por
plintulas de P. pinaster—Actividad en cpm. de los derivades del MV A-21C,
Condiciones de medida: Col, = 12: Ct. = 10: Ese. = 500: Vol. = %0

liquidos de desarrollo

P-MVA PP-MVA Is0-FP
4 i 1 (1 i
Blanco [+1i] 70 250 15 T

odocetamida 0.5 10—3 i a0 200 35 T0
o 1.0x - 45 45 200 30 60

i 20x 15 40 185 - 45

- 50x " + + 100 + 40

i 100x » — — 100 == 4

TABLA N©° 4
Cinética de la incorporacion del MVA por plintulas de P, pinaster.—Actividad
en c.p.m. de los derivados del MVA-1-1C

Condiciones de medida = a anteriores tablas
liguidos de desarrollo
horas de ' =
incubacion P-MVA PP-MVA
1 3 4 G 1 3 4
] — o = e — e =
1/2 120 Lon a0 170 1n 170 20
1 150 i T0 160 120 130 T3
3 125 125 75 220 75 125 B85
5 an 100 50 100 0 75 —
T ] 0 G0 100 1 —= =

TABLA N~ &
Cinética de Ia incorporacion del MVA por plintulas de P, pinaster—Actividad
en cpm. de los derivados del MVA-1-UC
Condiciones de medida iguales a las anteriores

liguidos de desarrollo eromatogrifico

horas de
incubacion P-MVA PH-MVA
2 3 4 [ 3 4
0 — 5 G0 + -- -
1/4 150 120 120 120 il 30
1/2 125 100 150 140 75 73
1 a0 + 50 () 50 —
3 -_ —= — BN - -
5 - — - - -
10 - — - = -
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TABLA N* 6
Cinética de la incorporacion del MVA por plintulas de P. pinaster.—Actividad
en c.pm. de los derivados del MVA-2-U'C
t'_‘n'-idmlme_n. de medida igual o las antermms

linuidos de desnmlla cromatografico

horas de
incubacién P-MVA EP-MVA Iso-PP X-PP
2 3 4 G 2 3 1 6 6 3
1/4 200 10mm 170 180 50 110 90 — 300 '
1/2 170 1%mm 75 110 = 7 50 80  13mm 120
1 00 12Zmm  — 100 = e —  1lmm 200
3 70 mm - Th = = _ -— Tmm 330
5 0 Tmm — + — — = 2L app 4w
10 0 200 — — — = i — 240 500

TARLA N=* T

Cinética de la incorporacion del MVA por plintulas de P. pinaster.—Actividad
en c.pm. de los derivados del MVA-2-"C

Condiciones de memda igual a 1a5 anteriores

— e

liouidos de desarrnllu erumnmgmﬁm

horas de
incubacitn P-MVA PP-MVA Iso-PP X-PP
1 Y e s 1 3 6 6 3
1/4 480 700 200 80 120 50 150 a0
/2 1000 960 100 80 100 30 850 120
| 700 a0 a0 S 90 it 700 170
3 500 800 a0 = = e 500 400
5 400 550 = = = — 350 400
10 400 200 — — — = 280 400

TABLA N~® 8

Influencia de los dilerentes cofactores sobre la incorporacidn del acetato-1-"C
por planiulas de P, pinaster—Actividad de los derivados del MVA en cpm.
Condiciones de medida: Col. = 12; Ct. = 10; E=sc. = 300; Vel. = 30

liguidos de desarrolle cromatografico

T PMvA PD_MVA T:0-PP Dal-FP
] 2 3 1 4 1 1 gl s

ineubacidn

complata 270 170 125 270 110 FE] a0 180 135 120

ausencia de:
CoA-5H 45 40 — 45 — 35 — — — =
NADPH an 75 6l 65 G0 45 e G5 Lid1] &0
Gl-SH a0 a0 35 40 — = — 2 - =

acido maldnico 165 130 125 210 120 45 a0 150 == &n
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TABLA N<° 9
Cinética de la incorporacién del acetato-1-“C por plantulas de P. pinaster. Acti-
vidad de los derivades del MVA en cpm—Consideraciones de medida igual a

la anterior
liquidos de desarrollo cromatografico
horas de = 5
incubacion P-MVA PP-MVA Iso-PP  Dal-FP

2 3 4 3 4 G G
0 40 = + + + — -
1 ah il HH] 60 120 1] 75
3 80 T0 110 G0 an 105 GO
T 110 V] 180 140 95 130 T

TABLA N* 10
Influencia de la adicién de nucledtidos sobre Ia incorporacion del MVA por plin-
tulas de P, pinaster.—Aclividad en c.p.m. de los derivados del MVA-1-% C.—Con-
diciones de medida mua.Iea; a la tabla anterior

lxqu:dus de desarrollo crumntﬂaraﬂm

P-MVA PP- Mva

2 3 4 G 1 3 4
ATP 109 M A0 45 50 60 i) — 40
ATP 10+ M 45 45 50 Gl —_ 30 40
ITP 104 M = - + - —_ — —
ITP i0-* M 50 45 G (53 90 30 +
UTPE - M — 30 35 45 4 —_ —.
UTP 10-* M 35 50 G0 G0 50 —_ —
GTP 10+ M — 30 — a0 —_ — —
GTP 1= M = 33 40 35 40 = =
ADP 10 M _ 20 25 40 30 - =
ADP 10 M 60 a0 Go a0 50 20 a0

TABLA N~ 11
Influencia de la adicién de ADP a diferentes nucledtidos trifosforicos en la in-
eorporacion del MVA por plintulas de P. piraster, Actividad en c.p.m. de los de-
n'.radus del MVA-1-"C—Condiciones de medida idénticas a las :mlencres

hquutns de deaarmllu cmmatuﬂraﬁm

——— e e el e -

P-MVA PP—LWA

2 3 4 i 1 3 ]
san nucledtidos - _ - — — -— —
ADP it 50 63 80 a0 20 |
ITP i1 45 65 65 a1 320 +
ITP + ADP a0 435 o G5 1] —- 47
TP 35 50 60 G0 et} == —
UTP + ADP 0 1] 50 G5 70 20 0
GTP —_ 35 40 35 40 —_ —

GTP + ADP 65 35 60 Th T3 35 4%
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TABLA N.- 12

Influencia de los iones Mg. Mn ¥ del EDTA sobre Ia incorporacion del MVA por

extractos normales y dializados de plantulas de P. pinaster. Actividad en cpm

de los derivados del MVA-2-" C.—Condiciones de medida: Col. = 12: CL. = 10
Esc. = 1.000; Vel, = 30

linuidos de desarrollo cromatogrifico

P-MVA PP-MVA Iza-PP Dal-PP X-pp
extracio 2 3 4 & 1 2 3 4 2 6 (it 3
naormal 470 380 500 TOO B850 120 450 140 400 — 200 100
dializado — B0 B 60 TO — 50 — 60 —_— = =
Con Mn+ +
normal 400 300 200 340 B30 T 4 a0 200 100 230 180
dializado - &0 1] e 50 — == — G = — —
con Mg+ + :
normal 470 450 430 600 BT0 110 300 140 300 T0 220 120
dializado — 100 100 130 100 - L] — an — = ==
con Mg+ Mn:
normak 340 350 180 300 570 T 130 100 180 80 220 100
dializado — 80 a0 40 600 — 50 — GO —_— = e
Mn -+ Mg+ EDTA :
normal 200 ToO 10 000 800 g0 150 100 440 — 100 —
dializado - (it} —_— — - - —_ — 50 — — -
con EDTA :
normal — T0 — GO 120 - —- — -— —_ — —
dializade - 60 — — - — = — —_ — — —

TABLA N* 13

Incorporacién del acetato y MVA por exiractos de vemas de P. pinaster adulto
Actividad de los derivados obtenidos en c.p.m—Condiciones de medida: Col =12:
Ct. = 10: Ese, = 200; Vel. = 30

liouido de desarrollo n® 4: derivados

extracio X(Ri=n, 22-026) Ki{RI=040-41) P-MVA MVA
normal :
con gcetaio: 3 horas a5 63 - ==
) Sk G T0 - —
con MVA: 3 horas — — 219 G0
[ —- — 270 L]

gin centrifugar:
con MVA 9 horas = — 300 Gl
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TABLA N 14

Incorporacion del MVA por yemas de P. pinaster adulto. Actividad de los deriva-
dos del MVA-2-MC en c.p.m. Condiciones de medida: Cal, = 1%: CL = 10:
Ese. = 3.000; Vel, = 30
liquidos de desarrollo cromatografico
MVA P-MVA PP-MVA Iso-PF X X

] 3 A 6 3 1 o Siaand' 1 3

directo;

o destilade 600 500 2900 2700 2000 — — 300 900 1300 BOO 2—
destilado GO0 400 2000 2700 1.900 = — 350 90 1800 1200 —
rentrifugado :

1o destilado 600 700 23100 2400 1750 2— — 350 850 1.100 1000 —
lsstilado 1.500 2500 3000 2,700 — —_ _— — . —_ —_ -—
femas trituradas:

destiladeo - — - —_ — 1.250 1.350 400 = Gon — Too
st 4+ frdt. 450 = — — 400 —_ 400 — Tan

r
5

NOTAS A LAS TABLAS DEL APARTADO 225,
a) SIMBOLOS:
MVA = dcide mevalinico

P-MVA = deido fosfomevaldnico

PP-MVA = dcido pirofosfomevaldnico

Iz0-PP = isopentenil-pirofosfato

Dal-PP = dimetil-alil-pirofosfato

GI-SH = glutation reducido

Cist. = gisteina

Asc, = dcido ascorbico

NADH = difosfopiridinnucledtido reducido

NADPH = trifosfopiridinnucledtide reducide

PHM.B. = para-hidroxi-mercuri-benzoata

CoA-SH = Coenzima A 12
X-PP, ¥-PP = Manchas cromatogrificas radiactivag sin idsntiflcar
EDTA = acido etilen-diamino-tetraacético.

b) CONDICIONES DE LA INCUBACION :
Tablas 1, 2 7 3—ATP = §x10—3M: MzCL = 4 % 10—3M; MnCh = 4x—30:
FNa = 10—3M; MVA-2-"C; = Bx 10—3M (482 m.C/mM): a 37°C durante 3 horas.
Tabla 4—ATP = Bx10-3M; MgCl: = 4%10—3M: MnCl = 4%10- S0 :
cistelna = 10—2M: acetato-1-C = 0,05% 10—3M (166 microC /mL) ¥ MVA-1-4C
= 0123 x10—M (6,5 micreC/ml.); a 27 C.
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Tablas 5 ¥ 6.—ATP = 3x10—8M; MgCl: = d4x10—3M; MnCl: = 4x 10—3M:
FNa = 10—2M; glutation = 10—2M; tabla 5: MVA-1-"C = 0,133 x10—3M (65
microC/ml.); tabla 6: MVA-2-HC = (07x10—3M (10 microC/ml.)

Tabla 7—Igual gu ela & con diferentes condiciones de medida: 6 = Hse =
500; 7 = Ese. = 1.000.

Tablas 8 ¥ 8.—ATP, cloruro magnésico ¥ clorure de manganeso, igual aue
laz amteriores; acetato-1-4 = 005x10—3M (16,6 microC/mL}: CoA-SH =
01 x10—30: NADPH = 133x—3M; dcido malénico = 05%10—3M; a 37°C
durante 3 horas.

Tablas 10 ¥ 11.—Cloruro magnészice ¥ clorure de manganeso ¥ fluoruro so-
dies igual oue las anteriores: glutation = 10—2M; MVA-1-M'C = 0,133x10—°M
(6,5 microC/ml): a 37" C duranie 30 minutos.

Tablas 12, 13 ¥ 14—ATP, FNa, cloturo magnésico ¥ clorura de manganeso
igual que las anteriores; MWVA-2-"C = 0,07 x10—3M (10 microC/ml); glutation
= 10—2; en la 13: acetato-1-"'C = 005%10—3M (16,6 microC/ml.);: CoA-SH =
01 x10—%M: NADPH = 2% 10—23M; en la 14: tiempo de incubacion = 6 horas
en sistema cerrado.

3.—DISCUSION
3.1 —ESTABLECIMIENTO DE TECNICAS

3.1.1.—Cultive de plintulas

Los pinos duranie su crecimienlo presentan una serie de etapas bien defini-
das morfoldgicamente, La primera comprende desde la germinacion de la semilla
bhasta la aparicidn del epicotilo (aproximadamente un mes), Esta es la fose de
plantula. Segin Parnos ¥ Marcos (1963) al germinar la semilla se forma 21 “hi-
pocotile” (a los 6-7 dias) con 6-8 hojas cotiledonares. Pueden aparecer hasta 10
hojas cotiladonares que arrancan desde un mismo punto ¥ parmanecen unidas en
sus extremos superiores por algin tiempo debido a oue el pindn vacio gqueda como
una caperuza. Las hojas cotiledonares aleanzan de 5 a 7 cm, de longitud ¥ per-
manecen en la planta un ano aproximadamente, Al mes de haber germinado la
comilla comienza a desarrollarse el iallo “epicotilo™ por encima de los cotiledones
¥ en ¢ aparecen las hojas primordiales, de insercion aislada ¥ de 2 a ¢ cm, de
longitud, Estas hojas se disponen alrededor ¥ a lo largo del tallo epicotilo gue
acaba earonado por un plumero de hojas. Las hojas primordiales constituyen la
mayor parte de las hojas del primer afo. En el segundo afo siguen saliendo hojas
primordiales pero mds cortas ¥y menos frecuentes, siendo poco a poco recmpla-
zadas por las aciculas envainadas que son las gue mas abundantes ¥ comunes
en el resto de Ia vida de la planta, La aparicion del epicotilo ¥ de las hojas qus
en &1 se insertan representa un momento perfectamente diferenciado en ¢ de
sarrollo de 1a planta.
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Nuestrog primeros ensayos s¢ orientaron haeia ¢l establecimiento de unas con-
diciones adecuadas de germinaciom ¥ cultivo, por lo que se procedié a ensayar
semillas de P. pinaster de origen controlado, germinandolas en diferentes sustra-
tos (véase tabla 2.2.1.:1) encontrando que con arcna de cuarzo lavada se oble-
nian porceniajes de germinacidn idoneos ¥ muche mas elevados gue con ver-
miculita, por lo que todas las experiencias posteriores se realizaron con arena
de cuarzo. Cuando las semillas germinadas tienen un mes de edad a veces apa-
recen hongos. Este peligro es mucho menor cuando se emplea la mezcla arena/
tierra de jardin o el sistema de irrigacion automitica ¥ en éslos 1a planta crece
hien ¥ continfia desarrollindose indefinidamente.

Para ¢l esiudio de la influencia de los macronuirientes en la produccidn de
esencia se emplearon cultives hidropénicos con irrigacién automdtica, como se
indica en el apartado 2.3.1.:c.2 ¥ de acuerdo con el método de cambios sistemd-
ticos de Hoamés (1961). La composicion de los medios nutritivos empleados s¢ da
en las tablas 22.1.:4, 5 ¥ B, asi como la forma de preparacion de esfos medios.

Loz tratamientos 1 ¥ 2 representan la interaceidn nitrogeno/azufre; los 1 v 3
la interaccién nitrégeno/fosforo ¥ los 2 ¥ 3 la interaccion azufre/fdsforo. Asi se
determina la proporcion optima entre aniones. De la misma forma los tratamien-
tos 4 ¥ 5 representan la interaccion potaszio/calcio; los 4 ¥ 6 potasio/magnesio ¥
los 5 ¥ 6 calcio/magnesio. Asi se obiiene la proporcion optima entre cationes. El
fratamiento 7 mide las interacciones entre cationes y aniones, obteniéndose asi la
proporcion optima entre los seis macroelementos, Por otra parie ¢l tratamiento 7,
junto con €l 8. 9 ¥ 10, permite caleular la concentracidon dpitima de la zolucidn
nutritiva.

3.1.2 —Métodos analiticos

En los primeros ensayos los resultados anmaliticos cuantitatives gue se obiu-
vieron eran muy dispersos cuando se referian a 100 grs. de plantula fresca ¥ sin
embargo se hacian mis homogéneos cuando se referian a 100 gre de peso seco
calenlado. Este peso seco corresponde al peso del residuo que gqueda de la des
tilacidn de la esencia ¥ posierior tratamiento con tolueno en ¢ aparate de Dean-
Stark que elimina el agua ¥ disuelve los componentes grasos. La suma enire ¢l
residuo final deshidratado ¥ la fraccidn soluble en tolueno corresponde prictica-
mente al tofal de materiaz s6lidas de la plintuln. La disparidad de resultados
cuando =¢ referia a peso fresco era debida a que 1a pesada en fresco de [a plan-
tula es falsa, pues en la recoleccion para guitarle la arena adherida es-necesario
lavarla con agua ¥ escurrir ésta. Mas siempre oueda agua que no es tisular ¥
que falsea ¢l peso real de la pléntula. Esto es bien evidente en las tablas 2.2.1.:1,
2% 3 en lag que se ve que no exXizte proporcionalidad entre la edad en dias de
la plantula ¥ su peso seco, No se podia secar la plantula ¥ pesarla antes de pro-
ceder a su andlisis por la posible pérdida de sus componentes volatiles. De agui,
que, en general, el calculo de los resultados se haya realizado a base del peso
seco caleulado o contando el nimero de las pléntulas analizadas. En los cazos en
que solo se estudia la composicidén relativa de la fraccién volitil se prescinde del
peso del material analizado,
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Los componentes esenciales de las pidntulas o de hojas ¥ ramas de pine adul-
to pueden ser extraidos de estas materiales mediante disolventes orghnicos, pero
se originan soluclones més complejas one cuando se aislan por destilacién. Por
ello establecimos como método general de aislamiento la deslilacidon en corriente
de vapor utilizando ¢l Neo-clevenger con laz modificaciones que =e indican en el
apartado 2.1.4. :A2 ¥ que tiene la ventaja de ove con la misma muestra 6 k-
den obtener los componentes grasos solubles en tolueno (entre ellos losz dcides
resinicos).

La fraccion destilada fue analizada por diversas vias cromatograficas, La ero-
matografia en columna ze desechd inmediatamente por no ser aplicable a Ia pe-
quedia eanlidad de muestra a asalizar. La eromatografia en capa fina (véase tabla
2.2.1.:T) presenta una buena sensibilidad pere no tiene suficiente poder resolutivo
en las condiciones ensayadas Sin embargo su aplicacifn a la resolucién de los
dcidos resinicos fue satisfactoria,

La técnica que da mejores resultadoz, tanto por su poder resolutivo, como
por su sensibilidad y reproducibilidad es la eromatografia gaseosa. En las tablas
2.21.:8. 9, 10 ¥ 11 se incluyen los resultados obtenidos en los ENsSAY0s Previos
De las varias columnas ensayadas la que mejores resultadas dié fue 1a DC-550,
qQue posee mayor poder resolutivo. Por consiguiente =e adoptd osta columna ¥
en las condiciones de trabajo gue se exponen en 2.1.4.-T0.

La identificacién de los metabolitos producides en la incubacién del MVA o
acetato marcados con plintulas de loz esteres fosféricos como se expone en el
apartado 214 :C. Al carecer de patrones de referencia no se pudo testificar los
RI de todos los posibles intermediarios. Por ello ¥ en general los productos de
eada incubacidn se desarrollan con varias fases maviles ¥ solo se da como seguro
identificado, euande los Rf de las manchas coincidan para un metabolito en las
diferenfes fases moviles empleadas. Loz BRI de referencia para cada [ase mévil
se encieniran reunidos en la tabla 22.1.:12.

1.2 —[DENTIFICACION DE COMPONENTES

La cromatografia gaseosa de la fraccién volatil de hoias ¥ ramas de diferen-
tes especies de plnos da un registro griifico en el oue aparecen numnercsos picos
con diferentes tiempos de retencion. Unos son de tamafio adecuado para el cdleulo
cuantitative, otros son muy peguefios ¢ inadecuados para el cdleslo. En la tabla
2.2.4.:2 se exponen los resullados en P. pinaster. Aparecen 13 picos medibles de
los cuales se han identificado los 7 primeros aue corresponden a sesouiterpencs o
derivados oxigenados de los monoilerpenos ¥ oue no han sido coasiderados en
nuestro esludio. En gemeral los componentes identificados por nosotroz en una u
otra de las especies ensayadas son: alfa- ¥ beta-pineno, sabineno, limonena D32-
careno, beta-felandreno, terpinoleno, p-cimeno ¥ n-heptano. En algunas muesiras
se ha observado cantidad apreciable de alfa-iujeno. Loz demds componenies mo-
noterpénicos e hidrocarbures allfiticos (miveens, gamma-terpineno, alfa-terpineno,
alfa-felandreno, n-undecano., n-nonano, eic.), resefiados en la bibliogralia como
componentes de las esencias, no hemos podido identificarlos en las esperies an-
sayadas, aunoue no se desecha la posibilidad de su presencia en minimas canti-
dades, pues pueden corresponder a peouefnos picos gue aparecen con frecuencia
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intercalados entre los anteriores ¥ que deseartamos por ser inposible recogerlos
por “splilting™ para su anglizis infrarrojo. Todos los monoterpenos identificados
por nosolros lo han side peor sus tlempos de retencidn en diversas columnas ¥ por
especirofotometria infrarreja (comparande con soluciones patrones),

En el estudio de los dcidos resinicas s& siguid la metddica de Rirrer ¥ An-
DERSOX, En las tablas 2,2.2.:10 v 2.24.:3 ¥ 4 se presentan los resultados obtenidos
con plantulas ¥ hojas ¥ ramas de P, pinaster adulto, Para la identificacién de los
acidos se sigue el eriterio de ANDERSON ¥ cols, (1969 a ¥ b) de acuerdo con loz
Rf ¥ tiempos de retencitn dados por estos autores, De los dcidos resinicos iden-
tificados por los auiores en P. monticola, lambertiana, jeffrey v ponderosa, sblg

&l decido abletico no aparece en P. pinaster tanto por cromatografia en capa fina
COmMo gaseosd.

33 —VARIACIONES DE LOS COMPONENTES DE LAS PLANTULAS DE PINUS PINASTER DD-
RANTE EL CRECIMIENTO

Estas experiencias se realizaron eultivanda las plantulas en arena de cuarzo
¥ en la cdmara estufa, con temperatura ¥ humedad ambiental constante. varianda
el fotoperiodo. Unos lotes crecieron en la oscuridad, ofros con un periodo lumi-
nozo de 14 horas zabre 24 ¥ otros con iluminacidn permanente. En los tablas
22.2.:1 ¥ I esta reflejada la variacion del residuo seco ¥ fraccién grasa no volatil
de las plantulas Evidentemente a lo large del desarrollo de la planiula hay una
progresiva disminucifn tanto del peso seco total como de la fraceidn COTTEENOT-
diente a los componenies graszos de la gemilla, Las diferencias entre estos dos
valores corresponde a Ia fraceién de sélidos de la plania ¥ de naturaleza no
grasa (pricticamente la fraccién hidrocarbonada de la semilla) (wéase tabla
2.2.2.:5). Esta fraccion también disminuye con la edad de 1a plantula. Correzponde
esta fase del crecimicenio a un metabolismo enddgena (la plintula vive a expensas
de las reservas nutritivas de la semilla) mientras se desarrolla el sistema foto-
sintético (véase la tabla 2.22.:3). Sélo en plintulaz de 20 ¥ 25 dias =ze observa
un incremento del residuo graso ¥ no graso. lo que parece indicar qQue una vez
sintetizada suficiente cantidad de clorofila comienza a actuar la siniesic fotosin-
tética. El predeominio del catabolismeo prase sobre el hidrocarbonado, o viceversa,
estd relacionado con el cociente rezpiratorio. Por ello se ensayo la determinacion
manométrica del consumo de oxigeno ¥ producelén de anhidrido carbdnieco, utili-
zando plintulas enteras de diferente edad ¥ realizando las medidas en la oscuri-
dad, para inhibir 1a fotosintesis.

En la tabla 2.2.2.:4 se e¢xponen los resuliades de estas medidas, Puede obser-
varse que hay poca homogeneidad en los datos, por 1o gue se infentd una correc-
cibn griflca de los valores XO: y XCO: para obtener un cociente respiratorio
corregido. Este cociente respiratorio no se mantiene constante a lo larze del de-
sarrollo de la plintula, dando en los primeros dias valores superiores a la unidad,
solo justificables si en determinada fase del erecimiento hay una conversién de
las reservas hidrocarbonadas a componentes grasos. Aungue estos resultades no
son concluyentes, podrian estar relaclonados con la inversidn observada por
nosotros en la biosintesis del alfa- ¥ beta-pineno, BURMEISTER ¥ von GUTTENBERG
(1960) han sugerido que el oxigeno no llega facilmente al lugar de sintesis de los
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terpenos ¥ que la produccién de éstos es una adaptacién a un déficit de oxigeno.
Nosotros pensamos que este déficit de oxigeno podria incidir principalmente so-
bre la especial via metabdliea de un determinade componente,

En las tablas 2.2.2.:6 ¥ T se expresa el contenido en esencia total de sus com-
ponentes en funcion de la edad de la pléntula ¥ del fotoperiodo. Puede verse un
descenso en la produccién de esencia coincidente con la aparicidn del epicotilo
{hacia los.30 dias de edad). Es también a esta edad de la plantula que se mani-
fiecta misz elaramente la inversion de los porcentajes de los principales compo-
nentes (alfa- ¥ beta-pineno). También a esta edad aparecen los componenties mi-
noritarios (limoneno, sabineno, elc.), asi como los dcidos resinicos (tabla 2.2.2.:10)

La posibilidad de que la inversibn fuese debida a que los sistemnas de bie-
sintesiz del alfa-pineno ¥ los del beta-pineno estuviesen localizados independien-
temente en distintos teiides de la planta ¥ fuese consecuencia de un desarrollo
inarmdnico de éstos, nos induje a analizar independientemente el conlenido de
hojas ¥ tallos por separado. La inversidn se sigue dando en las partes ecquiva
lentes de la planta, Asi (véase tabla 2.2.2.:8) en la hoja cotiledonar de 25 dias
£l beta-pineno es mayoritario frente al alfa-pineno, mientras en las hojas de afo
v medio la proporcitn estd invertida. Lo mismo ocurre entre tallo hipocotilo de
25 dias ¥ el tallo de la planta de afio ¥ medio. Hay gue concluir que esta inver-
sitn es debida, mas que a factores morfolégicos, a una modificacin de los siste
mas biosintéticos que operan en cualquier parte de la planta ¥ como consecuen-
cia de los cambios metabdlicos generales que se producen en el proceso de desa
rrollo de la pldntula. Este fendmeno es independiente de la produccion fotal de
esencia,

En la tabla 2.2.2.:9 se exponen los resultados obtenidos con plintulas de 25
¥ B0 dias procedentes de semillas de drboles “huenos produclores de miera™ ¥ de
irboles con produccién normal. La produccién total de esencia es en los buenos
productores 45 veces mayor gue en los normales ¥ sin embargo la proporeiin
enire los principales componentes es muy semejante en ambos ¥ solo esta de
acuerdo con la edad de la plintula analizada.

Los procesos aue estamos analizando ¥ que occurren en las plinfulas de
P. pinaster son pricticamente independientes del periodo de fluminacién diaria.
Puede ohservarse en las tablas anteriores, que la mds elava influencia de la iflu-
minnclén s que acelera en general todos estos procesos ¥ asi, por ejemplo, se
aleanza una produdcion de esencia o formacién de clorofila en plantulas ilumi-
nadas continuamente mis elevada gue en plintulas de la misma edad sometidas
a un fotoperiodo de 14 horas luz, o crecidas en la oscuridad.

3.4 —INFLUENCIA DE LOS NUTRIENTES SOBRE La PRODUCCION DE ESENCIA EN PLANTULAS
pE P. PINASTER

Esias experiencias se realizaron mediante cultive hidropdnice en arena con
irrigacién automatica segiin se expone en ¢l apartade 2.1.3.:c¢.2, El disefio de las
experiencias se ajustd al método de las variantes sistemdticas ideado por HoMfs
También se utilizd el método de cileuls propuesto por este autor, para oblener
la composicion optima de la solucién nutritiva para cada edad de la plintula ¥
para cada uno de los componentes esenciales. El disefio experimental y la forma
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de preparar los soluciones nutiritivas se encuenira en las tablas 2.2.1.:4, 5 ¥ 6
Los resultados de las experienclas se exponen en las tablas 22.3.:2 3 v 4, Los
valores de estas tablas son media de cinco réplicas. Las conclusiones del calculo
estadislico en la tabla 22.3.:5.

Solamente los resultados correspondientes a la produccion de esoncia lotal
¥ de sus principales constituyentes da una SD suficientemente baja para permitic
el caleulo estadistico. Si comparamos los resultados de los primeros tres trata-
mientos en los que predomina el nitrdégeno, azufre ¥ Fosfore, respeclivamente,
podemos ver que la cantidad de esencia total, asi como la de sus principales com-
ponentes se incrementa de nitrogeno a amfre v de arufre a fosforo en plantas
de ires meses, mieniras que estas diferencias estan invertidas en plantas de nueve
meses. Esto hace pensar en un cambio de las necesidades nuiritivas de la plin-
tula causada por su crecimiento. Comparando estos resultados eon los de los
sipuientes tratamientos (calcio, potasio ¥ mapnesio) se observa un cambio similar
aunque menos acusado. En las plantas de tres meses el nutriente de mayor im-
portancia es el caleio, mientras que en las de seiz meses el orden de importancia
25, de menor a mayor, potasio-calcio-magnesio, habiendo poca diferencia enire
estos (iltimos. La proporcidn de los componentes en la esencia se mantiene casi
constante en fodos los traiamientos. Esto es evidente en el caso del alfa-pineno,
aunque ¢l beta-pineno presenta valores dispersos.

Dado a que la proporcion del alfa-pineno en la esencia es alrededor del 70
por ciento, las conclusiones estadisticas son idénticas para alfa-pineno ¥ esencia
total, Asi, la necesidad de nitrdgeno en funcidn de la produceidn de esencia o de
alfa-pineno se incrementia a lo largo del tiempo, mientras disminuye la necesidad
de azufre ¥ fosforo. De forma anfloga se incrementia la necesidad de calclo ¥
magnesio, mientras disminuye la del potasio. La variabilidad del contenido de
la esencia en beta-pineno no permite obiener ninguna conelusion para este com-
ponente. La proporcién Gptima entre cationes ¥ aniones decrece ligeramente con
la edad, considerando el rendimiento en esencia total o alfa-pineno. La solucion
dptima para ] miximo rendimiento en alfa-pineno tiene la particularidad de
que la proporcion entre los seis nutrientes es pricticamente la misma en todos
los casos.

Probablemente la influencia gue los nutrientes ejercen sobre la produccion
de esencia es indirecta ¥ esta condicionada por ¢l mejor o peor desarrollo de Ia
plantula considerada “in toto”. Asi, SgiLrac (1967 ¥ 1968) cultiva plintulas de
P. pinaster en medio liguido ¥ concluyve que el nitrogeno ¥ el potasio son indis-
pensables para el buen desarrollo de la pléntula, asi como el azufre ¥ fosforo,
aungue esios dos Ultimos han de estar en una proporeion determinada entre ellos.
También MatavorTa ¥ cols. (1866) que cullivan hidropinicamente plintulas de
FP. ellioftii concluyen que ¢l nitrdégeno es ol factor predominante en ol desarrallo
de la plintula, siendo el potasio ¥ caleio de accién menos acusada.

3.5 —ANALISIS POR CROMATOGRAFIA GASEOSA DE LOS COMPONENTES TERPENICOS DE
ARBOLES PERTENECTENTES A VAHIAS ESFECIES DE PINOS

En las tablas 2.24.:5 ¥ 6 se exponen los resultados del anilizis de Ia oleorre-
zsina de P. pinasfer obtenida por incision a diferentes alturas del drbol ¥ realizado
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¢l anilisis en el dia de la incisién o posteriormente. De los resultados se deduce
que la composicidn porceniual (para los componentes mavoritarios) es praciica-
meme la nﬁqr:iza tanto si €l andlisis se hace sobre oleorresina reciente o pasados
30 dias después de la incision. En estas tablas se observa que hay des grupos de
P_ pinaster que se diferencian por su contenido en beta-pineno. La extension de
los anillisis a mayor nimero de ejemplares (tabla 2.2.4.:7) e incluvendo el ana-
lisis de hojas ¥ ramas, nos confirma que la composicitn terpénica para cada drbol
5 una caracteristica de éste e independiente de la muestra (hojas, ramas o
mieral. Fero dentro de la misma especie (al menos en P. pinaster) se pusden
distinguir dos grupos: uno, con un contenido en beta-pineno inferior al 10 7%, ¥
oiro en que la proporeidn de beta-pineno estd entre el 20 ¥ 30 %. En todos ellos
el componente mayoritaric es €l alfa-pineno. La caracterizacién botinica de estos
drboles nos sefiala como pinaster tipicos los niimeras 1, 2, 8 v 11, oue tienen una
baja proporeidn de beta-pinenc, Los restantes de las tablas tenian unas caracte-
risticas botdnicas que inducen a considerarlos como hibridos de pinaster con
olras especles.

Los demds componentes son irregulares, aunque se gbserva una elevada
proporeitn de D3-careno en los niimero 2 ¥ 4 ¥ de sabineno en los nitmero 3 ¥ 12,
Otra conclusién que se extrae de estas tablas es que determinados individuoos
presentan composicidn diferente segiin €l origen de la muestra.

En la tabla 2.24.:8 estén agrupades los andlisis de hojas ¥ ramas de nueve
especies diferentes del género Pinus, Algunas especies estdan definidas claramente
por un componente mavoritario: beta-felandreno en P. contorta. limoneno en
P. pinea, sabineno en P. halepensiz, beta-pineno en P. canariensis ¥ P. contorta.
En las restantes especies ¢l componente mayoritario es el alfa-pineno. También
en estas especies ocurre como en P. pinmester. En algunos casos los esquemas por-
centuales son diferentes para drboles de la misma especie, e incluso son también
diferentes segin el origen de la muesira. El cazo mas evidenie es el P. jeffrew.
cuya miera esta constituida por un 98 % de n-heptano, mientras oue hojas ¥
ramas tienen minimas cantidades de este hidrocarburo ¥ si en proporciones apre-
ciables los otros componentes comunes del género Pinus.

En la tabla 2.2.4.:9 =e agrupan los resultados de los andlisis efectuados en
hojas ¥ ramas de drboles de diferente especie (dos arboles para cada especie)
marcados previamente ¥ elegidos por considerarlos bolanicamente como tipicos
de la especie. Los andlisis se realizaron a lo largo de un ano, tomando muesiras
mensualmente.

Los componentes de la esencia, considerados individualmente, presentan os-
rilaciones en sus parcentajes a lo largo del ano, pero estas oscilacionss no parecen
responder a ninglin factor estacional, puesto que los miximoes ¥ minimos no
coinciden con fechas determinadas. Por ello, considerando que no hay influencias
estarionales hemos procedido a caleular el valor medio anusl ¥ su desviacion
estandard, Estos valores se agrupan en la tabla 2.24.:10 ¥ son del mismo orden
que los correspondienies de la tabla 2.2.4.:8 en donde se agrupan mayor nimerg
de ejemplares de la misma especie.

Estoz datos confirman las conclusiones obtenidas de las anteriores tablas, de
gue la composicion de la fraceién volitil, puede cer diferente para el mismo drbol
segin ¢l origen de la muestra. En P, halepensis el terpinclene aparece én las
hojas ¥ no en las ramas. En un drbol de P. laricio la proporeién de beta-pineno
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e: mis elevada en hojas que en ramas, El canfeno es mids elevado en hojas que
en ramas en P. syleestris. Bl limoneno se detecta constantemente en las hojas de
P. halepensis ¥ casi siempre es negativo en las ramas.

Estas anomalias pueden explicarse si admitimos que los ejemplares purps de
cada especie presentan una composicién relativa homogénea para todos sus tejidos
¥ especifica para cada especie. Se podria entonces distinguir dos clases de hibri-
dos. Una, aquellos drboles oue tienen una composiciin terpénica homogénea para
todos las tejidos e intermedia con las de los padres, ¥ ofra clase cn la que se

incluirian aguellos drboles oue presentan caraecleres de hibridacién en solo al-
gunos tejidos,

51 consideramos homogéneas las mueitras procedentes de cada especie. se
obliene una media global ¥ anual para la espeeie. Estos valores con si desviacign
estandard estin agrupados en la tabla 2.2.4.:11. La SD de estaz medias es relati-
vamente elevada, lo aue nos indica oue el valor para cada componente €n una
especie delerminada oscila entre amplios limites de porcentaje. Sin embarga, los
porcentajes de cada comnonente se encuentran deniro de unos limites que son
diferentes para cada especie. El cileulo de la significacion estadistica de las dife-
rencias enire las medias de cada especie nos da los valores de la tabla 2,24, :12,
que nos demuestra que entre las cinco cspecies de pinos estudiadas, algunos de
sus componentes presentan unas medias caracieristicas ¥ diferentes de las medias
correspondientes a las ofras especies. Por ejemplo, lo valores de alfa-pinenc ¥
limoneno de P. pinea son diferentes a los correspondienies de las otrzs custro
especies. Es decir, que no silo un componente mayoritario puede definivr a una
ezpecie, sino gue también puede servir para ello un componente mineritario con
tal de gue su poreentaje se diferencie claramente del correspondiente a las demds
especies. Lo mismo puede decirse del sabineno en P. halepensis como del limo-
neno en Cedrus Atlintica. Evidentemente el numero de especies estudiadas por
nosotros ¢s muy bajo frente al centenar oue constituye el género Pinus ¥ para
que estas conclusiones tuviezen valor taxendmico habria gue extender este estudio
analitico al mayor nimern de especies posible. Lo oue si parece evidente es gue
aun con valores tan dispersos la fraceifn volatil de cada especie de pino responde
a una composicion relativa especial de la especie ¥ ez logico considerar gque esta
caracterizstica de la especie ¢z de naluraleza gendctica,

3.6.—BIosINTESIS DE TERPENOS

Los trabajos de Suknov, STANLEY, SANDERMANN ¥ otros demuestran aue el 'C
en forma de CO-. acetato o mevalonato =e incorpora en los pinos a la molécula
de los diversos componentes terpénicos voldtiles. Por la naturaleza de isoprenoides
de estos compuestos hay que admitir que al menos en parte han de seguir a
misma via biosintétiea gue sirve la construceién de las otras moléculas isoprenoi-
des (carotenos, esteroides, ete.). Habrin una fase comiin, pazo del anhidrido car-
bonico a través de acetato ¥ mevalonato, a isopentenilpirofosfato ¥ oira fase es-
pecifiea en que a través de un precurser de 10 Atomos de carbone se generarian
los diferentes {erpenos aciclicos, monociclicos o biciclicos.

En las tablas correspondientes al apartado 2.2.5. =e ineluyen los resultados
oblenidos incubando extraclos de plintulas o hisn yvemas de pino adulto con dife-



338 M. MONTEOLIVA ¥ COLABORADCRES

rentes susiratos ¥ cofactores. En ellas se expresa la incorporacion de la radizscti-
vidad de los precursores utilizades a las diferentes metabolitos fosforilados que
integran la cadena biosintética en su primera fase. Al final de las tablas se espe
cifican las condiciones de inecubacidn. En todos lozs medios de incubacidn existe
FNa al objeto de inhibir las fosfatasas de los extractos ¥ que podrian destruir los
metabolites fosforilados gue se forman en el curso de la reaccidm.

En la tabla 225 :1 se resume la aceién ouve los activadores de grupos —SH
ejercen sobre la incorporaciém del MVA a fosfoderivados. Ejerce electo favorable
el glulation a concentracion 10—EM ¥ la cisteina a la misma concentracidn, Mis
fuerte el efecto del glutation que ¢l de la cisteina. La aceidn del dcido ascorbico
es dudosa, aungue sugiere una accidn activadora limitada a la mevalonatogui-
nasa, El NADH y el NADPH a las concentraciones testificadas parecen deprimir
las primeras fases de la incorporacion del MVA.

En las tablas 2.2.5.:2 ¥ 3 se estudia el efecto de los inhibidores de srupes
—S8H tfanto en presencia eomo en ausencin de glutation. La iodoacetamida inhibe
completamente la incorporacion del MVA a sus {osfoderivados cuando se emplea
a conecentracién 10—2M y parcialmente a concentracidn 10—3M. En este nltime
caso la inhibicion es contrarrestada por la adicién de glutation, El P.H.M.B. tiene
una débil accion inhibidora en concentracidn 10—5M pero inhibe completamente
la reaccidn a 10— El glutation solo contrarresta la inhibicién producida per el
P.HM.B. 10—%. La accidn inhibidora de la etilmaleimida ez menor que la del
P.H.M.B. ¥ su accldn es neutralizada por el glutation cuando sus concentraciones
de 10—3M.

Fl estudio cinético de la incorporacion del MVA a sus fosfoderivados =e in-
cluyve en las tablag 2.2.5.:4, 5, 6 ¥ 7. En las experiencias correspondientes a las
tablas 4 ¥ 5 se empled como sustrato el MVA-1-"C, por lo oue no aparece el -
pentenil-pirofosfate marcado. No asi en las siguientes experiencias en que por
emplearse en MVA-2-"C ¢l carbono marcade aparece en lo moelécula de Iso-PPR,
Los resultados obtenidos sefialan gue el paso de MVA a PP-MVA ez maximo
hacia los 30-60 minutes, decreciendo posteriormente. La pbservacion de los ere-
matogramas a la luz ultravicleta indican que a la vez que se produce esta incor-
poracion, el ATP puesio en la mezela de incubaciin pasa g ADP ¥ AMP,

El empleo de MVA-2-MC (lablas 6 ¥ T) nos demuestra que el MVA despuds
de pasar a P-MVA y PP-MVA se transforma en Izo-FP. En los cromatogramas
correspondientes a eslos ensayos ze observa una mancha radiactiva de R eleva-
do, que se incrementa con el tiempo de incubacidn ¥ que no corresponde a los
metabolitos identificados como P-MVA, PP-MVA | [=0-PP o Dal-PP. Pensamos que
puede ser un metabolito posterior a estos compuestos de la eadena biosintétics
¥ anterior a la fase de ciclizacion y que podria ser, bien el neril-F# u otro andloge.

Empleando vomo precursor el acetato-1-"C se obtienen los resultados que se
agrupan <n la tabla 2.25.:8 ¥ 9. Se confirma que los extracios de plantula incor-
poran ¢l acetato a los derivados fosforilados del MVA, siendo absolutamente ne-
cesaria la presencia de CoA-SH ¥ actuando como activadeor el NADPH y el glu-
tation. El malonatoe no parece tener influencia alguna. Estos ensayvos se realizaton
en tubos de incubaciin en forma de U invertida conteniendo en una rama la mes-
ela de incubacién ¥ en Ia otra NaOH al 20 % para fijar ¢l carbinico desprendido
Efectivamente, z¢ recupera anhidrido carbinica radiactive que procede de la fase
de descarboxilacidn en la formaciin de [z0-PP. El estudio cinético de la reaceiin
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indica que la incorporacidn del acetalo en Ios derivados fosforilados es [uncion
del tiempo. También se observa cue la inicial formacion del P-MVA se mantiens
posteriormente, lo que demuesira que este intermediario a la vez gue se forma,
se transforma en los melabolitos posteriores.

En las tablas 22.5.:10 ¥ 11 z¢ incluven los resultzdos obtenidos en la incuba-
cion de extractos de plintulas en prezencia o ausencia de nucledtidos. Es evidente
una clara necesidad de nucledtidos como co-susiratos de la mewvalonatoquinasa
v fosfomevalonatoguinasa, siendo los mas eficaces &l ATP ¥ ol ADP, Los restan-
tes nueledtidos irofosforicos son ligeramente activos sobre la foslomevalonatogui-
nasa. Se observa también un efecto sinérgico en las mezelas ADP+UTE ¥
ADP+GTP.

También hemos estudiade la accidn gue los efectores metalicos (Mg ¥ Mn)
ejercen sobre la incorporaciin del MVA. Se realizaron incubaciones con extractos
de plintulas dializadas ¥ sin dializar ¥ en presencia o ausencia de Mg+ +, Mn+ 4
o EDTA. Los resultados (véase tabla 2.2.5.:12) sefialan que los extractos dializados
apenas incorporan el MVA mieniras no se restaure el eomplejo reaccionhal por
adicion de Mn+ + o Mg* +, fundamentalmente este Gltimo. La adicion de EDTA
{gue sustrae los citados cationes del medio) impide la incorporacidn del MVA a
los derivados fosforilados, tanto en extracios normales como dializado. Se puede
concluir pues que el Mg+ + es necesario para la incorporacion del MVA, pudien-
do ser en parte sustifuido por el Mn+ +,

En las tablas 2.2.5.:13 ¥ 14 sc reunen loz resuliades de las experiencias rea-
lizadas con yemas de P. pinaster adulto. En el desarrollo cromatografico de los
productos de la reaccifn aparecen un cierto nimero de manchas radiactivas cu-
vos Rf no coinciden con los de los metabolitos conocidos de la biosintesis hasta
Iso-PP. Con acetato como sustrate (véase tabla 2.25.:13) so loealiza la radiacti-
vidad en dos manchas desconocidas que podrian corresponder a metabolitos de
vias metabilicas diferentes a las estudiadas, 5i el sustrato es €l MVA la radiac-
tividad aparcce en el P-MVA. Las experienciag con yemas de pino se repitieron
realizando la incubacidn ¢n un tubo en U invertido colocando en una rama he-
xano (I ml) para recoger los eventuales terpenos oue s desprendiesen, ¥ en la
oira la mezcla de incubacion. Esta (ltima rama se mantiene €n un bano de agua
regulado a 37*C ¥ la rama que contiene el hexano en un bano de hielo. Termi-
nada la incubacidn ¥ frenada la reaccion se toma una porcidn del sobrenadante
acuozo para el desarrollo cromatogrifico (fraccidn no destilada: wéase tabla
2.2.5,:14). El resto se mezcla con ¢l hexano y se destila en el NMeo-Clevenger para
aislar los componentes volatiles. El residuo de la destilacion (“destilado” de la
tabla 14) se somete también a la cromatografia en papel. Las experiencias se
realizaron con yemas simplemenie irituradas, yemas homogeneizadas ¥ vemas
homogenecizadas ¥ centrifugadas. Los resultados de la tabla senalan que utilizan-
do vemas homogeneizadas con centrifugacion o sin centriflugar (se emplea el
sobrenadante de la centrifugaciin) la radiactividad del MVA 2¢ incorpora al
P-MVA, Iso-PP y otras manchas no identificadas. El PP-MVA aparentemente no
se acumula en los medios de incubacion. Empleando las vemas trituradas o5 ¢l
P-MVA el que no se acumula en los medios de incubacidn ¥y si el PP-MVA, el
150-PP v las manchas desconocidas. En este (liimo caso desaparece completamen-
ie el MVA puesto como sustrato. La actividad especifica enconirada en la frac-
cidn “destilada™ =upera generalmente a la encontrada en la fraccidn “no desti-
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lada™ Estos resultados confirman los de BEYTIA ¥ cols. (1989) de que parte de
los metabolitos fosforilados estdn Armemente unidos a las Proteinas, de las que
g¢ liberan por una prolongada calefaccidn,

El amalisic por cromatografia gaseosa de la fraceién en hexano destilada re-
vela la presencia de minimas cantidades de alla-y beta-pineno. Ahora hien la
medida de la radiactividad de estos componentes on ¢l
resultade en todos los casos negativa,

Nuestrog” resultades confirman aue la primera
monoterpenos en los

radlogascromatdgrafo ha

fage de la biosintesizs de lps
pinoz es comiin a la blosintesis de otros isoprencides en fe-
jldos o células de diverso origen. La nula incorporacién del MVA marcado a los
monoterpenos encontrada por nosotros ¥ la baja incorporacion encontrada por otros
autores, hace pensar que este procesg biosintético estd compartimentade, Proba-
blemente los sisternas enzimiticas que conducen a la formacion de los terpenos
ciclicos se encuentran localizados en determinadas estructuras celulares ¥ quizis
formando parte de estas mismas estructuras. De otra parte el MVA v sus meta-
bolitos fosforilados no difunden fhicilmente. ARIGONT (1967) encuentra que ¢l mejor
precursor de la sintesizs del mirceno en H. tupulus es la glucosa, seguida del ace
tato ¥ la alanina, GoopwIn v eols. (1965) encueniran aue muchos de los isopre-
noides que se biosintetizan en los cloroplastos se forman ripidamente en la Iuz
a partir del CO: marcado ¥ no a partir del MVA marcado. Sin embargo, =] MVA
¥ no ¢l CO: se incorpora rdpidamente en los isoprenoides extracloroplastidicos ¥
en los esteroles. Estos autorez sugieren oue el MVA ¥ sus metabolitos pueden
formarse dentro ¥ fuera del cloroplaste, pers no pasan de dentro a afuera o
viceversa.

Hocers ¥ ecols. (1965) demuestran la existencia de mevalonatogquinasa en los
cloroplastos de Phaseolus vulgaris ¥ aue In membrana del cloroplaste es imper-
meable al MVA. También sefialan la existencia de otra mevalonatoquinasa exira-
cloroplastidica.

RoGers ¥ cols. (1966) proponen un esquema de regulacidn de Ia biozintesis
basado en una combinacion de segregacion de enzimas ¥ permeabilidad de mem-
brana, La base de este esquema os que los enzimas que paszan ¢l MVA a [arnesil-
PP existen tanto en el interior como fuera del cloroplasto ¥ que la membrans
de éste es impermeable al MVA y sus metabolitos fosforiladoe.

CHARLTON ¥ cols. (1966 » 1967) encuentran que los cloroplastos aislados ¥ tra-
tados al US. de Phaseolus vulgoaris incorporan el MVA a] fitoeno (precursor de
los carotencides), ¥ al fitol de la clorofila. Sefialan que esta sintesis puede hacerse
en ausencia de cualouier otro componente celular.

Graepe (1967) consigue incorporar el MVA al farnesol, escualeno, geranil-
geraniol ¥ otros isoprencides con una mezcla de fraccidn goluble ¥ Iragmenios
de cloroplastos. :

Indudablemente los sistemas enzimiticos que conducen a la biosintesis de
los monoterpenos en los pinos estin compartimentados ¥ probablemente de forma
andloga a comeo ofurre en olros vegetales para la biosintesis de otros izoprenoides.
Identiflcados los metabolitos intermediarios que conducen a isopenteniipirofosfato,
gqueda alin por dilucidar la segunda fase biozintétiea gue lleva hasta los terpenos
ciclicos, £

Desde la hip&té‘SiS de Ruzicka (19513 que considerando el geraniol como pre-
eursor aciclico ¥ pasando por un intermediario catiénice clelico se generaban io-
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cos los monoterpencos monociclicos v bicielicos
ha mantenido este esgquema metabdlico hasta la fecha, sélo con ligeras modifica-
clones en cuante al mecanismo intimo de la reaceion guimica de resstructuracién,
{(SANDERMANE, 1962: RoOTHEACHER, J968: HaxsoN, 1967; HEFENDENL, 1967, etc). E=
tos esquemas metabdlicos son consecuencia de asimilar los procezos que ocurren
en ¢l laboratorio cuando ce isomerizan los terpenos por aceion de radiaciones,
temperatura, o dcidos (BANTORPE ¥ WHITTARER, 1966: Ivaxova v cols., 1967:
Varkanas e Iconoatou, 1964 v 1965: FRaxk, 1968, etc.) a2 los procesos que oeurren
en las células vivas por accion de los enzimas,

Pero ya el mismo Ruzicka sefialaba aue ¢l curso de una ciclizacion no =dlo
depende del mecanismo de la reaceién auimica sino también de la conformacidn

del precurszor. ¥ manifestaba el importante papel oue los enzimas juegan on esta
conformacidn.

por reestruciuraciones inlernas. se

Actualmente se considera oue el neril-PP en lugar del geranil-PP e ol in-
mediato precursor de los monoterpencs ciclicos, pues su configuracion trans es
mis adecuada para la ciclizacidn, (VALENZUELL ¥ eplz. (1966), Looswrs (1967)
RITTERSDOF (1965) sinletiza los fosfatos ¥ pirofosfatos del geraniol, nerol ¥ linalol
¥ luego los hidroliza con dcide sulffirico a temperatura ambiente. En estas con-
dicionez ¢l neril-P se cicliza dando un 60 % de alfa-terpinesl, mientras gue el
geranil-P no se cicliza dando un 75 % de linalol. Concluye que la ciclizacion es
por decplazamiento nucleofilico del grupo fosfato por &l doble enlace en 6.7
MILLER y Woon (1964) habian enconirade oue el peranildifenilfosfato en solucian
eiérea produce ocimeno ¥ mircenn, mientras oue el nerildifenilfosfato en las
mismas condiciones da un 45 % de limoneno., VALENZDELL vy Corl (1967) encuen-
tran aue la hidrdlisis acida del meril-PP origina alfa-terpinecl a una velocidad
30 veces mayor gue partiendo del peranil-PP, RITTERSDORF ¥ CRamMER (1968) =e
fialan como resultado de sus experiencias gue la ciclizacién del neril-PP ¥ lina-
1oil-PP para dar alfa-ferpineocl no se realiza por un intermediario comiin,

MunsakuLov ¥ cols. (1967) indican que la primera faze de la eiclizacién iso-
prenoide (inducida por dcidos) no es un proceso estercoespecifico ¥ que 1a osteren-
especificidad observada en la ciclizacién por enzimas puede ser debida a la rigida
fijacion del sustrato sobre la superficie enzimiilica. Por olra parte, Gascorox:
1958) observa cue los ierpenos aciclicos zon fdcilmente convertidos en terpenos
monociclicos, pero gue estos segundos son dificilmente transformables on hici-
clicos. La energia libre en el pase de mirceno a limoneno es de —16.5, 1a del
mirceno a alfa-pineno de —7.4. mieniras cue la del limoneno a alfa-pinenc es de
+9,1. Opina oue probablemente in vivo los terpenos biciclicos pueden formarss
enzimdticamente por una simple reaccion a partir del terpeno aciclico.

También existe evidencia de gue diversos isoprenoldes similares tienen vias
biogenétieas diferentes, y asi RosEnRT ¥ cols. (1967) schialan que en Thymaus vulgaris
la blogénesis del linalel ¥ del alfa<i=rpineol =on independientes, ¥ WILLIaNs ¥
cols, (19G7) estiman que e alfa- ¥ el beta-caroteno se biosintetizan independien-
iemenie. HEaOxG (1969) revisa la existencia de buen numero de polinrenoles ¥
considera oue son precursores (al estado de pirofosfatos) de diversas qguinoaas
isoprenocides ¥ RILLING (1966) ¥ RiLLixG ¥ EpsTRIN (1969) identifican un precur-
zor inmediato del escualeno “prescualene™ gue mantiene todavia un resto piro-
fosforicn, LavRENT ¥ Da Cupna (1964) suponen de la existencia de un precursor
enmazcarado del alfa-pineno en Eucalintus globulus, puesto oue en la destilacidn
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Ifraccionada de las hojas aparece en las primeras [racciones el alfa-pineno, luego
ol cineol ¥ finalmente vuelve a aparceer el alfa-pinenoc en cantidad, Por ofra parte.
Porsak v cols. (1969) sefialan gue la umidon enzima-sustrato se realiza en eslos
precursores por ¢ resto pirefosforico. Wuestros resultados, junio con los de BEYTIA
¥ cols, (1969) demuestran la existencia de prenol-pirofosfato fuertemente unidos
a las proteinas, en los medios de incubacion.

Todas estas referencias nos hace suponer aue la biosintesis de los monoler-
penos discurra por vias metabdlicas diferentes a las actualmente propuestas. En
¢l esquema presentamos nuestra hipdtesis sobze 1o biosintesis de los monoterpenos
mds comunes en el género Pinus.

En esencia se postula que:

1.} El Iso-PP ¥ Dal-PP se condensarian ¢ isomerizarian por procésos simul-
fineos o sucesivos. Es decir, un enzima condensaria el Dal-PF con el Iso0-FF ¥
ofros enzimas izomerizarian ¢ producto de la condemsaciom al correspondiente
precursor pirofosfato, o bien actuaria un =olo enzima que catalizaria ambos pro-
cesos. El mecanismo de la condensacion puede ser perfectamente el descrito por
CorNFORTH ¥ cols. (1966). Asi se formarian una serie de prenol-pirofosfatos.

2.%) Estos inmediatos recursores de los terpenos se unirian a un enzima ci-
clizante (diferente para cada monoterpenol ¥ por las especiales caracteristicas de
este enzima, el precursor sufrivin sucesivas reestructuraciones hasta adquirir la
conformacitn adecuada, siendo la ultima etapa la eliminacién del dcido pirofos-
firico ¥ la separaciin del terpeno formado del enzima. Segiin nuesira hipdiesis, =l
neril-FP actuaria solo como precursor del limoneno. En el esguema, debajo del
nombre del monoterpeno =e indica el nimero de los atomos de carbono del pre-
cursor que intervienen en las ciclizaclones. En los biciclicos, ldgicamente la ltima
cielizacion es 1a 1-68. Un caso especial es el eanfeno, que habria gue considerarlo
como un lerpeno triciclico. La 0ltima ciclizacidn seria 1a formacidn del doble
enlace en 1-2,

3.°) Esta hipdtesiz no presupone nada en cuanto a que los monolerpenos
sean productos finales metabdlicos, ni en cuanto al mecanismo ntimo de la
reaccion quimica a gque de lugar. Sin embargo, parece mis propia para explicar
la relativa constancia de la composicion especifica de las esencias de las distintasz
especies del género Pinus,

Los trabajos de RErTsEsMa v cols. (19610, Haw v YousncreEs (1966) ¥ HEFENGEHL
(1967} zeiialan que los terpenos oxigenados de Menta piperita se producen por
oxidacion de los hidrocarburos terpénicos. Cabe esta posibilidad, en cuyo caso
podria ser uma via catabdlica de los hidrocarbures terpénicos en loz pines (oue
también tiene derivadoz oximenados), Aunoue también podrian producirse las
oxidaciones a nivel de los precursores alifaticos.

4 —CONCLUSIONES

1) La fase de plantula en P, pinaster es un estadio del desarrollo de la plant:
bien definido, tanto anatdémica, como fisiologica ¥ bloguimicamente.

2% En este perindo se desarrollan, paralelamente, los sistemas fotosintéticos v
los responsables de la biosintesis de monoterpenos ¥ de los dcidos resinicos
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4.7 Existe en la plintula una fase en la que hay una Inversion metabélica tran-
sitoria. caracterizada por el diferente contenido en alfa- ¥ beta-pinens de
la fraccidn voldtil de la plintula,

+°) Aparentemente la plintula posee alsunas earacteristicas que se mantienen
cuando alcanza el estado adulte. Asi, plantulas nue proceden de semillas de
drboles que producen gran cantidad de miera, tienen en sus fejidos una can-
tidad de esencia de 4-5 veces mavor que las normales,

5.7 El estudio de las necesidades nutritivas de la plantula, revela que ol nitré-
geno es el principal favorecedor de la produccidn de esencia. Las necesidades
en fosforo ¥ azufre decrecen con la edad de la planiula.

6.°) La mayor duracién del periode de fluminacin favorece el crecimienio ¥
desarrollo de los sistemas snzimaticas de la nlintula,

7.7) La composicion de Ia fraccién volitil de las distintas especies del genero
Pinus, responde a un esouema porcentual especifico para eada especie, aun-
que el valor individual para cada componente de 1a esencia ©5 muy variable
No se encuentran variaciones estacionales definidas. En general, 1a composi-
cidn de la fraceidn volitil de hojas, ramas o miera de cada individuo res
ponde al mismo esquema poreentual. En determinados irbales, Ia composiciin
de hojas, ramas o miera. difiere enire si,

8.7 Las experiencias con homogenados de plintuls, o bien con yemas de P, pi-
nasfer adulto, nos permiten confirmar que la biosintesis del Izopentenil-piro-
fosfato, transcurre en loz tejides del pino, de forma semejante a cofo ocurne
en otros tejidos de distinto origen.

BIBLIOGRAFIA

AwpEnsoN, A. B, RiFrer, R, Woxe, A, (1960a).—Phytochem,, 8; 8649,
ANCERSON, A. B., RuFrer, R, Wonc, A, (19689b).—Phytochem., &: 873,
Atrawuay, J. A, Banagss, L. J., Worromp, B, 'W._ (1965)—Anal. chem.. 37: 1789

BawwisteR, M. H., Brewerrox, H, V. McDoxave, I, R, €. (1959).—Svensk. papperst..
62; 567.

Baxtuonee, D. V., Wairraker, D, (1988).—Quart. rev. 9:; 373,

Barpysuev, I 1., Doxcova, E. P., Percovsew, A L. (1967)—Khis. prirod, Soed.
uzbek,, 5; 347,

Baver, E—Gas chromatograshy. Elsevier Publ, Co. Loadres, 1961,
Bevria, E, Varenzuela, P Corl, O, (1969).—Arch, Biochem, Biophys., 129: 346
Bragur, M. M., McDowaro, I, R, C. (1964)—N. 2. J. sei._ T: 212,

Boeck, R, J., Durrum, E L., Zwelg, G. (195%).—A manuel of paper chromais-
graphy and paper electrophoresis. Academic Prezs N, Y.

BocHwic, B.. KaPusCinskr, J. (1967)—Rorz. Chem., 41: 1787,
BURMEISTER, J. von GUTTENBERG, N. (19600.—Planta med. 8: 1.

Ceanrron, J. M., TrREuaRNE, K. J., Goobvwix, T W. (1988).—Biochen. I, 10L; Tp.
CuaBLToX. J. M., TREMARNE, K. J.. Gooowix, T, W. (19567).—Biochem, J.. 105: =203

CoanFoRTH, J. W., CornrFortH, K. H. DonmicEr. ., Porlak. G.. RYBACK, O
ScunomrFER, G, J. (1963).—Biochem. Biophys res. communic.. 11: 128,



ARS PHARMACEUTICA 345

Cornrorta, J. W.. Corxvort, R. H., Porsak, G., Yexcovas, L. (1966)—J. Bicl.
Chem., 241; 3970,
CrowiLEy, K. J. (1968)—J. Org. Chem. 33: 3579,

Dam, R., Cakog, J. P. (1964).—C. R. Acad. Sci. 258; 1338

Eaton, F. M., BErNarpIN, J. E. (1962),—Plant. Physiol., 37; n.* 3.

ELoRRIETA, J. (1964)—Ensayo de los pinos ponderosa v jeffrey en la vertiente
Sur de Sierra Nevada. Ministerio de Agricultura, Madrid.

Frank, G. (1968)—J. Chem. Soc., n.° 2: 130,
Fowzin, H. A, Krauss, R. W. (1960).—Forest Sci.. 5: 95,

Gascorane, R. M. (1958).—J. Chem. Soc., 876.

GEYER, 5., MAYER, R. (1965)—Z. Chem., 5: a0g,

Gomont, G. (1955).—Methods in enzymology. Vol, 1. Academic Presz N, Y,
Goovwin, T, W. (1965)—En Priouam, J. B. Swarx, T. (1965).

GraEmg, J. E (1967).—Science 157: T3

Hanover, J. W. (1966a).—Heredity 21: 73.

Haxover, J, W. {1966b).—Phytochem., 5: 713,

Haxnsow, J. R. (1967).—Perf. ezzent, Qil Ree., 55: 787

Herexpenr, F. W, (1966).—Plant. Med., 14: 66,

HeFexpeEnn, F. W. (1967).—Plant, Med., 15; 121.

Hesniryg, F. W (1960} —Bischem. J., 113: 23p.

HExxinNG, O., Heinke, H, (1966)—Z7. Chem., 6: 376.

Herman, N. E., Arur, H. G., PavLor, R, FeEmrane, R. (1965).—J. Amer. Oil. Chem.
s0¢., 42; 255,

Howroway, P. W., Pordak, G. (1966).—Biochem, J., 100; 6lp,

Hosmes, M. V. L —L'alimentation minerale equilibree des vegeteur. Universa-Wet-
teren, Bélgica, (I) 1961) IT (1966,
%3 a. Bl1VJeridham etacishrdlu etasizhrdly etaoishrd]l uetaoishrd luetaoishrdinn

Ieax, R., Ozert, Y. (1966).—Israel J. Chen_, 4; 251.
Ivaxova, L. 5., Borovskada, A, G., Runakov, G. A. (196T).—Zhurn, Org. Khim., 3;
2162,

Jovce, N. M., Lawrence, R. V., Govcn, L, J. (1966).—J. Org. Chem., 31; 320,

Karser, R, (1963).—Gus phase chromategraphy. Butterworths, Londres,
KExoaLL, D. N, (1966).—Applied infrared spectrocopy. Reinhold Puhbl Co., Lon-
dres,

Lavmrext, P, A, Da Cuxaa. J. (1964).—C. R. Acad, Sci., 250: 4.391.

Looumis, W. D, (1967).—En Pridham, J. B. (1967).

L¥xEN, P., KxarrE, J., Eccer, H.,, HanwiNg, U., AcRasorr, H, W., (1959)—TFeder.
Prooc. 18; 274,

Mavavorra, B, Haac, H. P, SaRRUGE, R. J., VExCovsey, R, VALSECHI, 0., SANTOS,
C. L. D, (1968).—An. Acad. Brasil. Cien., 38: 173

MarTIN, A. E, (1966).—Infrared instrumentation and technigues, ELSEVIER, N. ¥.

Marmieson, D, W, (1965).—Interpretation of organic spectra, Academic Press.,
Londres,



346 M. MONTEOLIVA ¥ COLABORADORES

Mrmrer, J. A, Woop, H. C. 5, (1964)—Angew, Chem_ 3: 312,

Mirov, N. T. (1961).—Composilion of gum turpenlines of pines. U, S. Depart. Apr.
Forest Serv. Techn. Bu 1. n.® 1.239.

Mmrov, N. T. (1967),—The genuz pinus, Ronald Press Co. N, Y,

MussakvLov, I. G., Semenovsey, A. V., Saar, W. A, Kuckerov, V. F., (1967).—
Tetrahedron 23: 1.621.

Nicoras, A, Gaxpurro, J. M., (1987)—FEcologic de log pinares cspanoles. DMinist
Agr. Madrid.

Ociaxoy, I, Viamov, R, Tsaxgova, E., (1964).—C. R, Acad. Bulg, Sci., 17: 483,

Paech, K., Tacer, M, V., (1965).—Modern Methods of plant analysis. Springer-Ver-
lag, Berlin,

Parpos, J. A, Marcos, J., (1963).—Anal. Inst. Forest. Invest. Exper., 8; 219

PrLEGER, P., WAGKER, (., (1965).—%. Chem., 5; 309.

Porsax, G, Hortoway, P, W, Bowp, R, P, M, Roserts, M., (1969) —Biochem, J.
111; 333.

Prippam, J. B. (196T).—Terpenoids in plants. Academie Press London.

Priopasm, J. B, Swarn, T.. (1965).—Biosynthetic patways in higher plants. Acade-
mic Press. Londres.

Ram, B, G, Youscew, H. W., (1966).—Lloydia 29; 360

RaxneratT, K., (1986).—Thoin-layer chromatography. Academic Press, Londres.

ReErrsema, R, H., Cramer, F, J,. ScooLy, N, J., Cnorsey, W., (1961).—J. pharm.
Sei., 50; 18.

Rrcuarns, J, H,, Nepricksox, J. B, (1964),—The biosynthesis of steroids ferpenes
and acelogenins, A BExJanin, M. Y.

RirFER, R., ANDERSON, A. B., HoLzFORS, 20; 36 (1966).

Ritume, H. C.. (1966).—J. Biol. Chem., 241; 3.233

Riuaxe, H. C., Erstemn, W. (1969)—J. Amer. Chem. Soc., 91; 1.02).

Rirrersponry, W. (1965).—Angew. Chem., 4; 444,

RITTERSDORF, W., CRANER, F. (1968).—Tetrahadron, 24: 43.

Rozert, (5., Passer, J, Fixeng, M. C., (1967)—C. R. Acad. Scl., 264; 404.

RogGers, L, J., Soan, S5, P, J., Gooowls, T, W, (1965).—Biechem. J., 96; T p.

Rocers, L. J., Suaan, 5. P J , Gooowin, T. W. {1966) —Biochem. J., 1080; 14e.

RosexpeErc, H., (1959),—J. chromatogr., 2: 487,

Hotueacner, B., (1968).—Die Pharmazie 23: 3889,

Rrzicka, L., (1953).—Experientia 9; 357.

SANDERMANN, W. (1962).—Holzforsc., 16; 65,

SaxpERMmass, W., Bruxns, K. (1962),—Naturwizs,, 49; 258,

SaxpERMaNN, W., Bruxs, K. (1965)—Deusch. Apolh X 105: 701,
SANDERMANN, W., SCHWEERS, W, (1962).—Tetrahedron Letters; 257.
SANDERMANSN, W.. SCHWEERS, W.. BEINROFF, O, (1960).—Chem. Ber., 93; 2.266.
Serniac, Po (1967).—C. R. Acad. Sci., 264; 1.047.

SELrac, P, (1968).—C, R. Acad. Sci., 267: T43.

SaarH, B, H. (1967) —Forest Sci., 13; 246,

Sarre, H, H, (1967).—U, 5. Forest Serv. Res. Note 135.

Stani. E. (1963).—Thin-layer chromatiography Springer-Verlag, Berlin,




ARS PHARMACEUTICA 347

STaMLEY. R, G. (1961)—Forest Serv. U, 5. Depart. Agric. Techn, paper n.® 56.
Sucatiax, K. K., VErcnese, J. (1965).—Perf. Esent. 0Qil Record 56; 518,
SvrrROvV, G. V. (1957).—Prooc. Inter. Conf. Radicizotopes Sei. Res,; Vol IV 535,
Swar, T. {1968).—Comparative phytochemistry. Academic Press., Londres.
Seysaxsiy. H A, (1964).—Interpreted infrared spectra. Plenun Press, N. Y.

TRANCHANT, J. (1964).—Manuel protique de chromatographie en phase gaseuse.
Masson et Cie. Paris.

Umererr, W. W.. Burris, R. M., Sravereg, J. T, {1949) —Manometric- Tecniques
and tesue metabolism, Burges Publ. Co, Minneapaolis.

VaLeszuera, P, Cori, O. (1967).—Tetrahedron Letters 32; 3.083,

VaLENZUELA, P, Cori, O., YUDELEVICH, A. (1966)—Phyiochemistcy 55 1.005.

VALExXzUELA, P., BeEviIa, B., Cori, O. YUDELEVICH, A. {1966).—Arch. Biochem.
Biophys., 113: 536,

Vaikamas, (5., Icoxomou, N. (1964).—Pharm. Acta. Helv. 39; 44l

VaLEraNAas, (3. Icomomou, N. (1965)—FPharm. Acla Helv., 40; 467.

Varxanas, G, Icoxosmou, N, (1966),—Pharm. Acta Helv.. 41: 209,

WisckowsKL, 5. Goopwrn, T. W. (1967).—Biochem. J., 105; 39,

Winizams, A, L. Baswister, M. H. (1962),—J, Pharmacol. Sci., 51; 970.

Wiiiams, R, J. H., Britrox, G., Goopwix, T. W. {1967).—Biochem, J., 105; 940,

Wriams, R J. H., Britrox, G., CHaruTox, J. M {1967).—Biochem. J_, 104; TG7.

WorstexnotME, G, E. W., O'CoxxoRr, M. (1959).—Ciba foundation symposium on
the biosynthesis of terpenes and sterols J. A. Churchill Ltd. Londres.

ZavariN, K., Hatmaway, W., Recaegr, T.. LisgarT, ¥. B. ( 1967).—Phytochemistry
6; 1.019.
ZixkeL, F.. Rowe, J. M. (1984).—J. Chromatogr., 13; T4.



	img698
	img699
	img700
	img702
	img703
	img704
	img705
	img706
	img707
	img708
	img709
	img710
	img711
	img712
	img713
	img714
	img715
	img716
	img717
	img718
	img721
	img722
	img723
	img724
	img725
	img726
	img727
	img728
	img729
	img730
	img731
	img732
	img733
	img734
	img735
	img736
	img738
	img739
	img740
	img741
	img742
	img743
	img744
	img745
	img746
	img747
	img748
	img749
	img750
	img751
	img752
	img753
	img754
	img755
	img756
	img757
	img758
	img759
	img760
	img761
	img762
	img763
	img764

