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Resumen. Se estudian los 4cidos grasos de los triglicéridos y los esteroles libres de los
aceites de las semillas de Brassica tournefortii Gouan, B. fruticulosa Cyr., B. oxyrrbina(Cos-
son) Cosson y B. barrelieri (L.) Janka en un total de 18 poblaciones, realizandose un an3-
lisis multivariante con los resultados obtenidos. Se hace una representacion en el espacio
seglin los tres primeros componentes principales. Los resultados obtenidos apoyan los li-
mites taxondmicos existentes actualmente, diferenciandose en el anilisis multivariante
cuatro grupos bien definidos que se corresponden con las cuatro especies estudiadas.

Summary. A study of the fatty acids of the triglycerides and the free sterols of the oil
of Brassica tournefortii Gouan, B. fruticulosa Cyr., B. oxyrrbina (Cosson) Cosson y B. ba-
rrelieri (L.) Janka in 18 populations has been carried out. With the results obtained a mul-
tivariant analysis was designed and a spatial representation was drawn according to the
first three principal axes. The results support the existing taxonomic limits, appearing in

the multivariant analysis four well defined groups which correspond to the four species
studied.

INTRODUCCION

Eluso de los lipidos, tanto a nivel cualitativo como cuantitativo, no esta muy
extendido como caracter que pudiera resultar de utilidad en taxonomia vegetal.

Son compuestos de reserva (como en el caso de los triglicéridos), que también
realizan funciones estructurales (esteroles en las membranas) o protectoras (ceras
en las cubiertas vegetales). Estan sujetos a variaciones ambientales como le ocurre
ala mayoria de los metabolitos secundarios, aunque los compuestos que forman
parte del material de reserva suelen variar bastante menos con el entorno que
otros mas expuestos, como pueden ser las ceras de las hojas.

Existen, en general, estudios relativos a estos compuestos desde un punto de
vista taxondmico, tanto de los lipidos de reserva o icidos grasos de los
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triglicéridos (CHAVEN & al., 1982, NAGY & al., 1974) como de las ceras de las
hojas (HOGG & al., 1984) o esteroles (MATSUO & al., 1973). En el caso concreto
de la familia Brassicaceae , debido a la riqueza en lipidos de reserva y al
aprovechamiento econémico de muchos de sus representantes, son bien
conocidas quimicamente especies cultivadas, como B. oleracea L., B. nigra (L.)
Koch o B. napus L. (MIKOLAJCZAK & al., 1961). Sin embargo, en la mayoria de
los casos, estos estudios quimicos no orientan los resultados con fines
taxondmicos y generalmente no se realizan con especies silvestres.

En este trabajo se han estudiado treinta compuestos quimicos en los aceites
delas semillas de cuatro especies mediterraneas de Brassica: B. oxhyrrina(Cosson)
Cosson, B. tournefortii Gouan, B. barrelieri (L.) Janka y B. fruticulosa Cyr. Las
observaciones, que se han realizado en un total de 18 poblaciones, incluyen la
composicidn en acidos grasos totales de los triglicéridos, la composicidn de los
acidos mayoritarios en posicién B asi como de los esteroles principales.

MATERIAL Y METODOS

El material fue recolectado cuando estaba completamente maduro, para
evitar variaciones dependientes del grado de desarrollo del individuo. La
procedencia del mismo se indica detalladamente en el apéndice final.

El analisis de los acidos grasos se realizd en los triglicéridos del aceite de las
semillas. Para la extraccidon del aceite, se procedio a moler las semillas
obteniéndose una harina que se mantuvo en hexano agitandose durante media
hora. Los triglicéridos se purificaron, del extracto graso obtenido con el hexano,
mediante cromatografia en capa fina (CCF), usando placas de 20x20 cm y 0.5
mm de grosor, con silica gel G60 como adsorbente y hexano-eter etilico-dcido
formico (v/v/v), en proporcién 85:15:1, como liquido de desarrollo. A
continuacién, los triglicéridos obtenidos de las placas fueron transesterificados
con metilato sddico (0.2 N) y sulfiirico diluido en metanol al 3.5%. Los ésteres
metilicos de los 4cidos grasos obtenidos se analizaron por cromatografia gaseosa.

El anilisis de los 4cidos grasos en posicién B, se llevd a cabo mediante
hidrélisis enzimatica con lipasa pancreitica que forma los B-monogliceridos
cuya composicidn en acidos grasos es determinada igual que en el caso anterior.

Se estudiaron 15 icidos en la composicidn total, Cye:0, C16:1, C18:0, Cis:1,
Cis:2, C18:3, C200, C20.1, C20:2, C21:1, C2200, C22:1, C22:2, C23:1 y C24:1, y los 7
mayoritarios en posicion B, Cie:0, C18.0, Cis:1, C18:2, C18:3, C20:1 y C22:1 (El
primer nlimero indica el niimero de 4tomos de carbono y el segundo el de dobles
enlaces).
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Elanalisis de los acidos se realizé mediante un cromatégrafo modelo 5710-AP
Hewlett-Packard, con una columna capilar SUPELCO (fase fija: supelcowax 10,
diametro 0.25 mm, longitud 60 m). Las condiciones de anilisis fueron:
temperatura de la columna, 210 °C; temperatura del inyector, 250 °C;
temperatura del detector, 250 °C. La identificaci6n de los acidos grasos se realizd
mediante patrones adecuados.

Entre los esteroles se estudiaron los siguientes: colesterol, brasicasterol,
campesterol, estigmasterol, sitosterol, A 5.avenasterol y A 7-estigmasterol. Su
purificacién se realizb a partir de la misma placa de donde se obtuvieron los
triglicéridos, ya que se separan de estos al tener un factor de retencién (Rf)
menor debido a su mayor polaridad. El anilisis se realizb en un cromatdgrafo
modelo 5710-AP Hewlett-Packard, con una columna capilar HP-5 (fase fija: 5%
Ph Me Silicone, diametro 0’32 mm, longitud 25 m). Las condiciones fueron:
temperatura inicial, 275 °C; tiempo inicial, 15 min.; rampa, 1 °C/min,;
temperatura final, 285 °C; tiempo final, 5 min; temperatura del detector, 300
°C y temperatura del inyector, 275 °C.

RESULTADOS

Los resultados del anilisis de los acidos grasos de los triglicéridos (Cuadro
1), muestran como mayoritario al acido ericico (C22:1), acido caracteristico de
las Brassicaceae, con unos porcentajes que oscilan entre el 28,97% en una
poblacibn de B. barrelieriy el 56% en otra de B. oxyrrhina. Le sigue en abundancia
el acido linolénico (Cis:3), con valores que oscilan entre el 10,56% en una
poblacién de B. fruticulosa y el 26,35% en otra de B. barrelieri. Otros acidos en
la composicién total con valores superiores al 5% son: el acido oleico (Cys.1), el
linoleico (C13:2) y el gadoleico (Cao:1).

Respecto a la posiciébn B se presenta como mayoritario el acido linolénico
(C1s.3) en todas las especies salvo en B. fruticulosa donde es superado por el
linoleico (Cis:2). Por otra parte, el icido erticico (C22.1) que aparecia como
mayoritario en la composicidn total, estd en posicién B en cantidades muy
pequeiias, con unos valores que no llegan al 2% en ningin caso.

En cuanto a la composicién en esteroles (Cuadro 2) aparece como
mayoritario el sitosterol, tipico del reino vegetal, con unos porcentajes que van
del 55,20% en una poblacién de B. barrelieri al 70,70% en otra de B. fruticulosa.
Sigue el campesterol, oscilando entre el 12,20% en una poblacién de B.
tournefortii y el 28,03% para otra de B. barrelieri. También se encuentra el



B. oxyrrhina B. tournefortii B. barrelieri B. fruticulosa

Poblac.
\ Oi1 02 O3 O4 T1 T2 T3 T4 Ts B B, B3 By Bs F1 F2 F3 Fs
Acido

[Cie:0] 450 2,54 302 330 284 259 2,8 305 275 436 443 395 461 347 497 336 3,78 3,55
[Cig:1] 0,14 0,11 007 015 002 003 001 004 003 011 017 009 008 008 007 005 009 0,08
[Cis:0] 1,38 087 1,07 177 1,50 1,65 165 1,81 1,61 1,71 216 203 211 2,14 233 1389 324 185
[Cig1] | 1070 6,20 10,30 11,01 10,59 7,80 8,68 8,66 8,45 1252 14,59 11,30 1523 14,09 10,66 8,88 13,25 10,11
[Cig2] | 1032 690 961 10,35 10,59 10,02 11,14 12,65 12,13 12,15 14,43 11,76 11,30 12,54 18,69 14,12 17,36 16,19
[Cig3] | 19,11 16,65 1565 17,08 12,63 13,10 12,83 14,58 13,08 24,4 19,32 24,11 26,35 21,84 13,18 10,56 11,45 12,03
[C20:0] 083 072 1,08 1,32 126 1,78 1,63 209 165 1,13 185 148 1,17 1,34 1,68 1,66 244 1,69
[C20:1]) 908 599 627 970 823 836 10,11 848 849 722 705 540 620 7,57 621 599 880 6,59
[C20:2] 085 024 067 062 073 083 08 1,19 105 083 093 089 071 089 1,35 134 126 1,34
[Ca1:1] 026 029 027 012 0,12 022 006 007 022 043 036 049 035 024 013 021 0,17 005
[C22:0] 091 121 058 076 156 206 044 170 067 096 036 1,14 105 042 108 192 072 201
[Ca2:1] | 40,63 56,00 47,54 42,10 47,03 49,57 48,37 44,52 4825 32,61 32,56 354 28,97 34,18 38,1 47,72 3594 42,64
[C22:2] 0556 0,55 078 074 053 068 069 033 038 050 052 056 016 0,16 097 1,30 044 091
[C23:1] 007 038 028 033 022 022 018 012 013 024 013 026 0,18 0,12 007 012 033 0,15
[C24:0) 007 05 1,02 081 15 037 022 027 035 063 021 013 036 032 007 031 036 0,32
(C24:1] 012 071 1,65 0,2 043 061 025 037 058 024 024 087 100 049 0,18 0,44 036 0,47
[Cieols - | 077 4,60 039 125 044 091 045 066 202 1,26 1,04 096 1,48 460 108 2,80 265 374
[Cisols | 031 260 009 070 015 039 017 022 036 051 038 010 054 300 072 176 146 1,28
[Cisaly | 23,96 20,24 22,53 17,37 23,62 18,85 21,66 19,36 19,09 18,80 20,62 1580 19,15 2096 18,77 20,70 2325 19,66
[Cis2ls | 27,86 21,71 26,63 282 31,13 31,83 34,45 34,57 3426 24,60 28,33 24,90 24,34 2302 4645 41,08 40,39 32,23
[Cigsls | 4581 49,06 49,70 51,40 42,90 47,36 42,36 43,86 44,11 52,86 40,89 57,80 50,41 40,25 31,94 31,66 28,55 30,73
[Caoals | 055 039 028 046 050 022 040 037 006 072 175 018 169 179 042 056 082 198
[Ca2als | 074 1,40 038 062 1,26 044 051 096 0,10 125 699 026 239 638 062 1,44 288 10,38

Cuadro 1. Composicion en icidos grasos totales y en posicion B de los triglicéridos del aceite de las semillas. O, B. oxyrrhina; T, B tournefortis, B, B barreliers,
F, B fruticulosa.
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Col. Bras.  Camp. Est. Sit.  A>-Aven. A’-Est.
O 0,75 5,01 21,40 1,61 69,50 0,31 1,37
)] 1,32 7,96 20,70 2,73 64,30 2,64 0,33
O3 0,48 10,04 24,10 0,52 63,30 0,37 1,15
O4 1,14 9,05 24,99 0,7 62,75 0,31 1,04
T 1,88 8,60 15,17 1,07 70,63 2,30 0,35
T, 3,00 9,58 16,90 230 61,30 2,63 3,85
Ts 2,27 10,60 12,20 0,49 69,60 3,80 0,99
T, 1,79 893 18,37 084 66,90 1,99 1,10
Ts 2,36 10,80 15,75 3,16 60,10 1,26 6,59
B, 1,28 11,77 19,66 1,27 64,00 1,20 0,76
B, 0,55 12,70 28,03 0,95 55,20 0,91 1,65
B; 1,18 11,26 23,80 1,06 61,03 1,13 0,63
B4 0,75 942 22,80 047 62,40 0,82 3,28
Bs 0,97 10,98 22,30 1,22 60,60 1,10 2,80
Fy 1,38 897 1576 1,37 70,70 0,81 1,02
F, 1,49 15,86 18,81 0,50 60,47 2,54 0,33
F;3 2,40 5,20 20,70 3,80 61,90 8,90 1,96
F4 1,59 11,30 17,60 0,17 67,23 1,96 1,15

Cuadro 2. Composicion en esteroles libres (glol_., Colesgerol; Bras., Brasigasterob amp., Campes-
terol; Est., Estigmasterol; Sit., Sitosterol; A >-Aven., A >-Avenasterol; A "-Est., A “-Estigmasterol)
del aceite de las semillas. O, B oxyrrbina; T, B. tournefortii; B, B barrelieri; F, B. fruticulosa.

brasicasterol, un esterol caracteristico en Brassicaceae, con unos valores que os-
cilan entre el 5,01% para B. oxyrrhina y el 15,86% para B. fruticulosa.

Con estos resultados se efectué un analisis multivariante, calculindose la
matriz de distancias euclideas (Cuadro 3) y realizindose una representacién en
el espacio mediante los tres primeros componentes principales (Fig, 1).

Las diferencias de los contenidos en dcidos y esteroles separan las poblaciones
estudiadas en cuatro grupos que se corresponden con las cuatro especies
consideradas.



01 Oy O Q4 T T2 T3 Ta Ts Bi B B3 Bs Bs F F2 F3 Fq
O1 0
O 8213 0
O3 7,053 7,003 0
O4 6,034 7,160 6,239 O
T1 6,864 7,901 6,172 6,487 O
T2 7,777 7,483 7,400 6,639 5938 0
T3y 6,937 8,849 7,701 6,772 5061 5439 0
T4 6,363 8,715 7,384 6,090 5,305 4,444 4257 O
Ts 7,795 8,494 7903 7,393 7,251 4,023 6,033 5499 O
By 5586 7,730 6,460 4,895 6,872 7,080 7,426 6,464 7,420 O
B2 7,331 10,522 8,359 6,808 9,691 9,379 9,518 8,119 8954 5685 O
B 7,398 8,161 6,403 6,114 8,563 ' 7,131 8,585 6,898 7,812 3,720 6,616 O
Bs 6,757 9,206 6,957 6,890 8,453 8,425 9,073 7,588 8,326 4,336 5628 4,956 O
Bs 7,492 8468 8,454 7271 8772 8712 872 7,757 7,892 6,165 5745 7,602 5336 O
Fy 7,232 10,898 9,368 8,181 8,019 7940 6,923 5712 7,784 7,462 8281 8,163 8,605 8751 0
F2 8815 9,198 8,269 8,101 7,742 6,818 7,125 6,221 7,665 7,842 8,367 8,143 9,341 8323 5962 0
F3 9736 11,178 11,117 9,451 9,362 8,680 8,730 8113 8,675 9,525 9,173 10,329 10,098 8,858 8,228 9,243 O
Fs 8,503 9732 9,126 8,077 7801 70801 7,661 6,295 8531 7977 7,684 8945 8413 6911 6,417 5,465 8862 O

Cuadro 3. Matriz de distancias euclideas.
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Fig. 1. Representacién en el espacio se;%\'m los tres primeros componentes grincipales de las 18 po-
blaciones estudiadas. O, B oxyrrhina; T, B tournefortii; B, B barrelieri; F, B fruticulosa.
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DISCUSION

A pesar de los mirgenes de variacion encontrados en la composicién de
algunos acidos, los resultados que se han obtenido apoyan la delimitacién de los
cuatro taxones con respecto a los caracteres quimicos considerados. Es preciso
destacar que los grupos han podido separarse gracias a las diferencias
cuantitativas de compuestos presentes en todas las poblaciones, ya que, como
HOLMAN (1978) hizo notar, los icidos grasos mas comunes se encuentran en
todos los seres vivos y por ello un estudio quimiotaxondmico basado en dichos
compuestos debe llevarse a cabo desde un punto de vista cuantitativo y no
cualitativo.

Seglin la bibliografia consultada (HILDITCH & al., 1964 y MILLER & al., 1965)
los resultados no difieren mucho de los de otros representantes de la familia
Brassicaceae, encontrandose los porcentajes dentro de los margenes conocidos
para esta familia. Asi, es l6gico que el 4cido erlicico sea el mayoritario y que
aparezca brasicasterol entre los esteroles mas abundantes. También se confirmé
la tendencia a aumentar los acidos insaturados en posicién B del triglicérido,
observandose como mayoritario en esta posicidn al dcido linolénico (Cis.3).

En la composiciébn quimica se observan diferencias y semejanzas
cuantitativas, que no permiten establecer grados de parentesco, pero si distinguir
los cuatro taxones. Puede observarse que B. oxyrrhina'y B. tournefortii tienen un
porcentaje entre el 40 y el 50 % de acido ercico, mientras que en B. barrelieri
nollegaal 36 % en ning(in caso (29-35 %). Igualmente B. oxyrrbina y B.tournefortii
tienen un contenido en 4cido oleico que no pasa del 11 % (7-11 %) y B. barrelieri
tiene un contenido que varia entre el 11.3 y el 15 %. Pero, por otro lado, los
niveles de linoleico en posicion B estin entre el 31y el 35 % en B. tournefortii y
entreel 22y el 28 % en B. oxyrrhinay B. barrelieri. Es preciso hacer notar también
el bajo porcentaje de linoleico en posicién B de B. fruticulosa.

En cuanto a los esteroles también aparecen diferencias, como los valores de
colesterol que agrupan por un lado a B. oxyrrhina y B. barrelieri y por otro a B.
tournefortii'y B. fruticulosa, o el caso del campesterol, que agrupa a B. oxyrrhina
y B. barrelieri con porcentajes entre el 20 y el 28 % y separa a B. tournefortii que
no llega al 19 % (12-18.4 %).

APENDICE

B. oxyrrhina. O,.- Toledo. Velada, 7.V1.1989 Viogue y Pérez (SEV 128180). O,.-Zamora.
A 4 Km de Toro, 20.V1.1989 Viogue, Santa-Barbara y Diaz (SEV-128181). O;.- Sala-
manca. Entre Salamanca y Zamora. Km. 319, 12.VIIL.1989 Viogue (SEV 128182). O,.-
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PorrtucaL. Estremadura. Entre Pegoes y Marateca. Arenas, 28.1V.1989 Diosdado y
Viogue (SEV-128179).

B. tournefortii. T,.- Granada. Calahonda 18.1V.1989 Viogue y Girén (SEV 128177). T..-
Almeria. Préximo al Cabo de Gata (pueblo), 19.1V.1989 Viogue y Girén (SEV-
128176) Ts.- Almeria. Tabernas, 10.V.1989 Diosdadoy Viogue (SEV 128178). T.- Al-
meria. Aeropuerto, 19.1V.1989 Viogue y Girén (SEV-128175). Ts.- Alicante. Entre
Torrevieja y Guadamar. Pinar, 20.IV.1989 Viogue y Girén (SEV 128174).

B. barrelieri. B,.- Toledo. Entre Arenas de S Pedro y Talavera de la R2. Préximo a Vela-
da, 7.VL.1989 Viogue y Pérez (SEV 128173). B,.- Zamora. A 1 Km del cruce de 1a ca-
rreterade Zamora con lade Benavente, 21.VL.1989 Viogue, Santa-Barbaray Diaz (SEV
128172). Bs.- Caceres. Casas del Castafiar, 4.V.1989 Viogue (SEV 128169). B,.- Ciu-
dad Real. Castillo de Calatrava, 25.V.1989 Vioguey Girén (SEV 128170). Bs.- Zamo-
ra. Ricobayo. Salida hacia Alcaiiices, 21.V1.1989 Viogue, Santa-Birbara'y Diaz (SEV
128171).

B. fruticulosa. Fy.- Milaga. Salida de Nerja, 18.1V.1989 Vioguey Girén (SEV 128183). F.-
Granada. Antes de Picena. 750 m., 10.V.1989 Diosdado y Viogue (SEV 128186). Fs.-
Granada. Motril, 18.1V.1989 Viogue y Girén (SEV 128184). F..- Granada. Entre Vi-
lor y Ugljar. 550 m., 10.V.1989 Diosdado y Viogue (SEV 128185).
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